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RESUMO GERAL

PORTO, Dilacy Sales. Promocdo do crescimento vegetal por estirpes de Bradyrhizobium
ingae isoladas no cerrado de Roraima, 2016. 56 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agroecologia). Universidade Estadual de Roraima, Boa Vista-RR, 2016.

Inga edulis € uma leguminosa arbdrea adaptada a solos acidos e de baixa fertilidade e que
estabelece simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio. Desta forma a selecdo de bactérias
eficientes para a fixacdo bioldgica de nitrogénio pode potencializar o uso desta leguminosa
em areas degradadas ou alteradas e também em sistemas agroflorestais. Portanto, os objetivos
deste trabalho foram: I. Avaliar a eficiéncia simbidtica de oito estirpes de Bradyrhizobium
ingae, nativas de Roraima em plantas de Inga edulis; 1l. Avaliar, in vitro, a capacidade destas
estirpes em desenvolver carateristicas de promoc¢do do crescimento vegetal. A avaliacdo da
eficiéncia simbidtica foi conduzida através de trés experimentos: um em condi¢bes de
substrato e solugdo nutritiva esterilizada, um em vaso com solo sem esterilizagdo e um em
condicdes de viveiro também ndo esterilizado. Foram testados 12 tratamentos: a inoculacao
com oito estirpes de Bradyrhizobium ingae (ERR 490, ERR 492, ERR 493, ERR 494", ERR
496, ERR 498 e ERR 569); duas estirpes recomendadas para Inga marginata, BR 6609 e BR
6610 (controle positivo); um tratamento sem inoculacdo e com adicéo de nitrogénio mineral e
um tratamento sem inoculacdo e sem adicdo de nitrogénio. Os experimentos foram
conduzidos por 60 dias (em condi¢es esterilizadas) e por 100 dias nos demais experimentos.
Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticbes. A caracterizacdo de promocao de crescimento foi avaliada através a
capacidade das estirpes de B. ingae em solubilizar fosfato (célcio e aluminio) e producéo de
compostos inddlicos. Os resultados demonstraram que as estirpes de B. ingae foram
eficientes, com destaque para trés estirpes, ERR 493, ERR 498 e ERR 569 que favoreceram a
producdo de matéria seca da parte aérea e nitrogénio total, nos trés experimentos. As estirpes
de B. ingae também foram capazes de solubilizar fosfato de célcio e aluminio, além de
sintetizar compostos indolicos. As estirpes de B. ingae mostraram-se eficientes para fixacdo
de nitrogénio e para promocéo de crescimentos, podendo ser utilizadas para a inoculacdo de

mudas de Inga edulis.

Palavras-chave: fixagdo bioldgica de nitrogénio, eficiéncia simbiotica, solubilizagdo de
fosfato, compostos inddlicos.



GENERAL ABSTRACT

PORTO, Dilacy Sales, Promoting plant growth by Bradyrhizobium ingae isolated in
Roraima savannah, 2016. 57 p. Dissertation (Master Science in Agroecology). State
University of Roraima, Boa Vista-RR, 2016.

Inga edulis is a tree leguminous adapted to acid and low fertility soils that establish symbiosis
with nitrogen-fixing bacteria. The selection of efficient bacteria to biological nitrogen fixation
may potentiate the use of Inga edulis in degraded or changed areas and also agroforestry
systems. Therefore, the aims of this work were: |. Evaluate the symbiotic efficiency of eight
strains of Bradyrhizobium genus natives from Roraima in Inga edulis plants; II. Evaluate in
vitro the ability of eight strains of Bradyrhizobium genus to develop plant growth promoting
characteristics. The symbiotic efficiency was carried out by three experiments: green house
conditions with sterile substrate and nutritive solution; green house conditions with non-
sterile soils and nursery conditions with non-sterile substrate. Twelve treatments were
evaluated: inoculation with eight strains of Bradyrhizobium ingae (ERR 490, ERR 492, ERR
493, ERR 494", ERR 496, ERR 498 e ERR 569); inoculation with two strains indicated for
Inga marginata, BR 6609 e BR 6610 (positive control); treatment without inoculation and
with mineral nitrogen; treatment without inoculation and mineral nitrogen. The experiments
were conducted for 60 days (sterile conditions) and for 100 days in the other experiments. All
the experiments were conducted in a completely randomized design with four replicates. The
strains were also evaluated by the ability to solubilize calcium and aluminum phosphate and
indolic compounds production. The results showed that B. ingae strains were efficient to
biological nitrogen fixation, especially three strains - ERR 493, ERR 498 and ERR 569.
These strains favored the production of shoot dry matter and total nitrogen in all experiments.
The B. ingae strains were also able to solubilize calcium and aluminum phosphate, despite
synthetize indolic compounds. The strains of B. ingae can be used to inoculation in the I.

edulis seedlings production.

Keywords: biological nitrogen fixation, symbiotic efficiency, phosphate solubilization,

indolic compounds.
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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram Avaliar a eficiéncia simbiética de oito estirpes de
Bradyrhizobium ingae, nativas de Roraima em plantas de Inga edulis e a capacidade in vitro,
destas estirpes em desenvolver carateristicas de promoc¢do do crescimento vegetal. A
avaliacdo da eficiéncia simbiotica foi conduzida através de trés experimentos: um em
condigdes de substrato e solugdo nutritiva esterilizada, um em vaso com solo sem
esterilizacdo e um em condicBes de viveiro também nédo esterilizado. Foram testados 12
tratamentos: a inoculacdo com oito estirpes de Bradyrhizobium ingae (ERR 490, ERR 492,
ERR 493, ERR 494", ERR 496, ERR 498 e ERR 569); duas estirpes recomendadas para Inga
marginata, BR 6609 e BR 6610 (controle positivo); um tratamento sem inoculacdo e com
adicéo de nitrogénio mineral e um tratamento sem inoculagéo e sem adicéo de nitrogénio. Os
experimentos foram conduzidos por 60 dias (em condicGes esterilizadas) e por 100 dias nos
demais experimentos. Todos 0s experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. A caracterizacdo de promocgdo de
crescimento foi avaliada através a capacidade das estirpes de B. ingae em solubilizar fosfato
(célcio e aluminio) e producdo de compostos indolicos. Os resultados demonstraram que as
estirpes de B. ingae foram eficientes, com destaque para duas estirpes, ERR 493,ERR 498 e
ERR 569 que favoreceram a producdo de matéria seca da parte aérea e nitrogénio total, nos
trés experimentos. As estirpes de B. ingae também foram capazes de solubilizar fosfato de
calcio e aluminio, além de sintetizar compostos inddlicos. As estirpes de B. ingae mostraram-
se eficientes para fixacdo de nitrogénio e para promocdo de crescimentos, podendo ser

utilizadas para a inoculagdo de mudas de Inga edulis.

Palavras-chave: fixacdo bioldgica de nitrogénio, eficiéncia simbiotica, solubilizagdo de

fosfato, compostos inddlicos.
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ABSTRACT

The aims of this work were evaluate the symbiotic efficiency of eight strains of
Bradyrhizobium genus natives from Roraima in Inga edulis and the ability in vitro the ability
of these strains to develop plant growth promoting characteristics. The symbiotic efficiency
was carried out by three experiments: green house conditions with sterile substrate and
nutritive solution; green house conditions with non-sterile soils and nursery conditions with
non-sterile substrate. Twelve treatments were evaluated: inoculation with eight strains of
Bradyrhizobium ingae (ERR 490, ERR 492, ERR 493, ERR 494" ERR 496, ERR 498 e ERR
569); inoculation with two strains indicated for Inga marginata, BR 6609 e BR 6610 (positive
control); treatment without inoculation and with mineral nitrogen; treatment without
inoculation and mineral nitrogen. The experiments were conducted for 60 days (sterile
conditions) and for 100 days in the other experiments. All the experiments were conducted in
a completely randomized design with four replicates. The strains were also evaluated by the
ability to solubilize calcium and aluminum phosphate and indolic compounds production. The
results showed that B. ingae strains were efficient to biological nitrogen fixation, especially
two strains ERR 493, ERR 498 and ERR 569. These strains favored the production of shoot
dry matter and total nitrogen in all experiments. The B. ingae strains were also able to
solubilize calcium and aluminum phosphate, despite synthetize indolic compounds. The

strains of B. ingae can be used to inoculation in the I. edulis seedlings production.

Key words: biological nitrogen fixation, symbiotic efficiency, phosphate solubilization,

indolic compounds.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio (N) € um dos nutrientes mais importantes para o desenvolvimento
vegetativo das plantas, sendo requerido em quantidade superior a qualquer outro elemento
mineral. Sua baixa disponibilidade no solo geralmente limita a produtividade das plantas em
ecossistemas naturais e agricolas (Epstein & Bloom, 2005). No entanto, um grande estoque
deste nutriente é encontrado na forma gasosa (N,), que para estar disponivel deve ser
transformado em amonia (NHs), o que pode acontecer por meio de descargas elétricas,
processos industriais e, principalmente, pela fixag¢do bioldgica de nitrogénio (FBN).

A FBN é o processo no qual microrganismos procariontes, através da enzima
nitrogenase, rompem a tripla ligacdo do gas dinitrogénio (N=N) ¢ transforma em amonia
(NHg3), sendo, dessa forma, possivel de ser assimilado pelas plantas e por outros organismos
(Moreira & Siqueira, 2006). Este processo é realizado por bactérias, denominadas de bactérias
diazotroficas, que podem viver livremente, associadas ou em simbiose com vegetais (Moreira
etal., 2013).

Dentro da simbiose realizada por bactérias diazotroficas, os rizébios constituem o
grupo ou as interacdes bioldgicas mais estudadas e com maior aplicacdo biotecnoldgica na
agricultura. A simbiose entre rizobios e leguminosas representa uma alternativa econémica e
ecologica por dispensar total ou parcialmente a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados
sintéticos (Hungria et al., 2007). A FBN, além de dispensar o uso desses adubos, faz com que
todo o N fixado biologicamente seja aproveitado pela planta, assumindo uma importante
ferramenta para recuperacdo de ecossistemas degradados, bem como constitui uma
biotecnologia de baixo custo.

Os rizébios induzem a formacdo de estruturas denominadas de nodulos nas raizes
e/ou, excepcionalmente, no caule, através de uma serie de mecanismos quimicos e
moleculares no interior do tecido vegetal. Trata-se de uma relacdo mutualistica onde as
plantas sdo beneficiadas pelo suprimento constante de N, ao custo de fornecer parte dos
carboidratos sintetizados durante a fotossintese para manutencdo da simbiose (Cassini &
Franco, 2006).

As leguminosas, por estabelecerem simbiose com rizobios, sdo amplamente
empregadas para recuperacao de areas degradadas ou para melhoria da fertilidade do solo. O
plantio de leguminosas em areas degradadas é amplamente utilizado e difundido pelos seus
beneficios e fungdes protetoras em programas de reflorestamento, na recuperacdo de areas

degradadas, producao de serapilheira com baixa relacdo C/N, que favorece o desenvolvimento
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de outras espécies vegetais, contribuindo principalmente para o aporte do nitrogénio no solo
(Dias et al., 2007).

Espécies arbdreas leguminosas pertencentes ao género Inga possuem capacidade de
formar nddulos, podendo se beneficiar da FBN, e por isso 0 seu uso é de grande interesse
ecoldgico e florestal. Dentre as muitas espécies do género, o Inga edulis Mart. se destaca pela
frequéncia com que é encontrada em quase todos os estados brasileiros (Garcia & fernandes,
2015), apresentando também ampla distribuicdo na América Central, Argentina, Coldmbia,
Peru, Venezuela (Correa & Bernal, 1995). Essa espécie € indicada, principalmente, para
revegetacdo e recuperacao de areas degradadas, sombreamento de outras culturas em sistemas
agroecolégicos. No entanto, apesar de sua ampla distribuicdo e importancia, ndo héa rizébios
selecionados para esta leguminosa.

Além da capacidade de fixar nitrogénio, os rizébios podem apresentar a capacidade de
promover o crescimento vegetal por outros mecanismos, sendo também conhecidas como
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) (Gray & Smith, 2005). O crescimento
vegetal pode ocorrer de forma direta ou indireta, sendo a primeira pela solubilizacdo de
fosfatos fixados no solo na forma de célcio ou aluminio e a producéo de fitohormdnios, como
0 acido indolacético (AlA), e o indireto pela producdo de sidero6foros ou inducdo de
resisténcia sistémica. O uso das BPCV podem auxiliar a planta a se estabelecer em solos de
baixa fertilidade natural, ou mesmo degradados. No entanto, a maior parte dos estudos com
BPCV esta relacionada com espécies de leguminosas herbaceas de interesse agricola como
feijao, soja e outras, sendo poucos estudos envolvendo leguminosas arbdreas.

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a eficiéncia simbidtica de
estirpes de Bradyrhizobium ingae inoculadas em plantas de Inga edulis, bem como avaliar, in
vitro, a capacidade destas estirpes em promover o crescimento vegetal, solubilizando fosfatos

de calcio e de aluminio e produzindo compostos indélicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fixacdo biologica de nitrogénio (FBN)

O nitrogénio é o componente mais abundante na atmosfera, correspondendo a 79%
dos gases. Encontra-se na forma combinada (N;) e € considerado elemento essencial para 0s
organismos Vvivos, juntamente com o carbono, oxigénio e hidrogénio. O nitrogénio esta
presente na composi¢do das biomoléculas de grande importancia, tais como ATP, NADH,

NADPH, clorofila, acidos nucléicos e proteinas. Porem, a maioria dos organismos nao é capaz
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de utiliza-lo de forma direta, devido a forca da tripla ligacdo de pontes de hidrogénio, que
confere a alta estabilidade a esta molécula (Moreira & Siqueira, 2006).

O nitrogénio, em detrimento aos outros elementos essenciais, é requerido em maior
quantidade pelas plantas, sendo que baixos teores deste elemento limitam a produtividade das
espécies vegetais em muitos ecossistemas naturais e agricolas (Epsein & Bloom, 2005). Em
geral, as plantas podem obter o nitrogénio via adubag¢bes minerais, matéria organica do solo
ou via fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). A fixacdo bioldgica é realizada apenas por
microrganismos procariotos, 0S quais possuem a enzima nitrogenase que hidrolisa 16
adenosinas trifosfato (ATP) e transfere oito elétrons por moléculas de N, fixado, reduzindo o
N, a duas moléculas de aménia (Reis et al., 2006). A reagdo catalisada pela nitrogenase pode
ser resumida da seguinte forma:

N, + 16 ATP + 8¢ + 8H" =>2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi
(Onde e simboliza elétron e Pi simboliza o fosfato inorgénico).

As bactérias fixadoras de nitrogénio podem viver livres no solo ou na agua, associadas
a superficie do tecido vegetal, nos intestinos dos animais, ocupar espacos inter e intracelulares
ou mesmo causando mudancas morfoldgicas e fisiol6gicas nas plantas (Siqueira & Franco,
1988; Moreira & Siqueira, 2006).

Os rizébios ou bactérias fixadoras de nitrogénio induzem a formacdo de nddulos
radiculares, que sdo estruturas hipertroficas habitadas por estes, onde fixam o N, atmosférico.
Em contrapartida, as plantas fornecem fotoassimilados para as bactérias que se encontram no
interior dos nddulos, estabelecendo uma relacdo mutualistica.

O processo simbidtico entre rizdbios e leguminosas representa uma alternativa
econdmica e ecoldgica por dispensar total ou parcialmente a utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados sintéticos. Durante a FBN, todo o N fixado biologicamente é aproveitado pela
planta, assumindo uma importante ferramenta de recuperagdo de ecossistemas degradados e
de baixo custo (Franco & Ddbereineir, 1994; Franco & Faria, 1997).

A FBN é imprescindivel a exploracao agricola racional, sendo responsavel, no Brasil,
pela economia de algo em torno de U$ 10,3 bilhdes de dolares em fertilizantes nitrogenados

na cultura da soja (http://www.embrapa.br). Neste caso, a adubacdo sintética nitrogenada é
totalmente substituida pela utilizacdo de inoculantes contendo bactérias do género

Bradyrhizobium.
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2.2. Bactérias fixadoras de nitrogénio do género Bradyrhizobium

As bactérias do género Bradyrhizobium sdo gram-negativas, aerébias, ndo apresentam
esporos, possuem um flagelo polar ou subpolar tornando-se moveis, apresentam crescimento
lento e promovem a alcalinizacdo do meio de cultura contendo manitol como fonte de
carbono e azul de bromotimol como indicador de pH (Jordan, 1982; Menna et al., 2009). A
temperatura 6tima para seu crescimento ocorre entre 25 e 30 °C e em geral o tamanho da
colbnia ndo excede a um milimetro de didmetro para um periodo de incubacdo de 5 a 7 dias
(Jordan, 1982).

O género Bradyrhizobium estabelece simbiose com varias plantas hospedeiras
herbaceas ou arboreas, sendo encontrado em varias regides do mundo, nos mais variados
ecossistema das regides temperadas e tropicais (Menna et al., 2009). No Brasil, € grandemente
encontrada em nodulos de leguminosas florestais na Amazdnia (Moreira et al., 1993; Moreira,
1997).

Vaérios estudos realizados em solos da regido Amazénica sob diferentes sistemas de
uso da terra tém demonstrado alta diversidade de bactérias simbibnticas que nodulam
leguminosas capaz de fixar nitrogénio (Jesus et al., 2005 e 2009; Lima et al., 2005 e 2009;
Nobrega, 2006; Moreira et al., 2006, Guimaraes et al., 2012; Jaramillo et al., 2013). Entre os
géneros identificados o de maior predominancia foi o de bactérias do género Bradyrhizobium,
com alta diversidade de estirpes.

Segundo Rufini et al. (2014), o género Bradyrhizobium destaca-se por apresentar a
vantagem de ser mais estavel do que outros géneros de bactérias fixadoras de N, pois 0s
genes relacionados a nodulacdo (genes nod) e a fixacdo de nitrogénio (genes nif) estdo
localizados nos cromossomos e ndo em plasmideos, os quais podem ser perdidos em
condi¢cdes ambientais estressantes. Atualmente, o género conta com 28 espécies descritas,
isoladas de diversas plantas em diversas regides do mundo (Tabela 1) no total de espécies
descritas, 04 foram isoladas de plantas no Brasil, correspondendo as espécies de B.
diazoefficiens (Delamuta et al., 2013), B. ingae (Silva et al., 2014), B. manausense (Silva et
al., 2014) e B.neotropicale (Zilli et al., 2014).
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Tabela 1. Espécies descritas pertencentes ao género Bradyrhizobium.

Espécie Planta hospedeira Referéncia

B. japonicun Glycine max Jordan, 1982

B. elkanni Glycine max Kuykendal et al., 1993

B. liaoningense Glycine max Xu et al., 1995

B. yuanmingense Vigna unguiculata e V.radiata Yao et al., 2002

B. betae Betae vulgaris Rivas et al., 2004

B. canariense Legumes genistdide Vinuesa et al., 2005

B. pachyrhizi Pachyrhizi erosus Ramirez-Bahena et al., 2009

B. jicamae Pachyrhizi erosus Ramirez-Bahena et al., 2009

B. iriomotense Koshunensis legume Islam et al., 2010

B. cytisi Cytisus villousus Chahbourne et al., 2011

B. denitrificans Agua do lago na Alemanha Van Berkum; Leibold; Eardly,

2011

B. lablab Purpureus lablab e Arachis hypogaea Chang et al., 2011

B. huanghuaihaiense  Glycine max Zhang et al., 2012

B. dagingense Glycine max Wang et al., 2013

B. diazoefficiens Glycine max Delamuta et al., 2013

B. ganzhouense Acacia melanoxylon Luetal., 2014

B. icense Phaseolus lunatus L. Duran et al., 2014

B. ingae Inga laurina Silvaetal., 2014

B. manausense Vigna unguiculata Silvaetal., 2014

B. oligotrophicum Area de cultivo de Oriza sativa Ohta e Hattori, 1985

B. ottawaense Glycine max Yuetal., 2014

B. paxllaeri Phaeseolus lunatus L. Duran et al., 2014

B. retamae Sphaerocarpa retama e Retama Guerrouj et al., 2014
monosperma

B. rifense Cytisus villosus Chahboune et al., 2014

B. neotropicale Centrolobium paraense Zilli et al., 2014

B. ferriligni Erythrophleum fordii Yao etal., 2015

B. erythrophlei Erythrophleum fordii Yao et al., 2015

B. lupini Lupinus Peix et al., 2015

(http://www.bacterio.net/ bradyrhozobium.htm.>Acesso em 02 fev. 2016).
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Das quatro espécies de Bradyrhizobium descritas no Brasil, duas foram isoladas no
estado de Roraima, B. ingae (Silva et al., 2014) e B. neotropicale (Zilli et al., 2014). Seis
novas estirpes noduliferas do género Bradyrhizobium, isolados de Inga laurina (Sw) Willd,
obtidas na regido do cerrado Amazonico, no estado de Roraima, no qual o nome
Bradyrhizobium ingae foi proposto (Silva et al., 2014). Estas representam as primeiras
bactérias isoladas de nddulos de raizes do Inga laurina.

Ja no trabalho realizado por Zilli et al. (2014) no cerrado de Roraima, 0s autores
avaliaram 18 isolados de rizobios e verificaram que o Centrolobium paraense é capaz de
nodular com diferentes espécies de rizobio, e que 90% dos isolados apresentaram
caracteristicas tipicas para género Bradyrhizobium. Destas bactérias, trés apresentaram maior
eficiéncia para FBN na espécie, podendo ser utilizados como inoculantes para esta
leguminosa.

No Brasil, quatro estirpes pertencentes a duas espécies de Bradyrhizobium séo
utilizadas na agricultura para a cultura da soja, as estirpes Bradyrhizobium elkanii (SEMIA
587 e SEMIA 5019) e Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080); e quatro
estirpes de Bradyrhizobium sp. para feijao caupi SEMIA 6461, SEMIA 6462, SEMIA 6463 e
SEMIA 6464 (MAPA, 2011). Embora atualmente existam 96 estirpes descritas pertencentes
ao género Bradyrhizobium recomendados para diversas culturas, as estirpes mais produzidas e
utilizadas no mercado séo para o cultivo da soja.

Todavia, ha 43 estirpes recomendadas para 0 uso em leguminosas arbdreas, mas estas
sdo pouco utilizadas. Portanto, é imprescindivel a difusdo dessa tecnologia para outras
culturas, especialmente as leguminosas arb6reas, como alternativa para recuperacao de areas
degradadas e préaticas de reflorestamento, atendendo o Novo Cédigo Florestal, BRASIL Lei
12.651/2012, que preveé a recuperacdo de areas de preservacdo permanente e de reserva legal,

e as espécies arboreas nativas com potencial de FBN tém um papel importante nos plantios.

2.3. Mecanismos de promocao do crescimento vegetal por Bradyrhizobium

O uso de microrganismos promotores de crescimento vegetal € uma das alternativas
para a agricultura sustentavel, que requer o uso de praticas que permitam o0 aumento da
producéo de alimentos sem danos ao meio ambiente e a satde, dentro do contexto econémico,
social e politico de cada regido (Mariano et al., 2004).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo aquelas capazes de
promover o desenvolvimento da planta de forma direta ou indireta. Sdo encontradas em

habitats naturais, colonizando o interior e o exterior de 6rgdos de plantas, sendo conhecidas
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como rizobactérias por se localizarem na rizosfera (Gray & Smith, 2005). No solo existe
grande nimero de bactérias, que podem ser divididas em: bactérias que residem no interior
das células vegetais, capazes de produzir nddulos e que estdo localizadas no interior dessas
estruturas especializadas; e bactérias extracelulares, que ndo produzem nddulos, que se
desenvolvem fora das células vegetais, porém, sdo responsaveis pela promoc¢do do
crescimento da planta através da producao de compostos que estimulam o crescimento vegetal
(Gray & Smith, 2005).

Na promocdo do crescimento de forma direta, as BPCV atuam na producdo de
fitormonios, fixacdo do N, atmosférico e solubilizacdo de fosfatos inorganicos insollveis,
podendo aumentar a eficiéncia de utilizagcdo dos adubos fosfatados e a disponibilidade de
fosforo no solo (Hara & Oliveira, 2005; Marra et al., 2012). Por outro lado, a promocéo do
crescimento pode se da de forma indireta, através do antagonismo a fitopatdgenos, da
competicdo e/ou producdo de antibidticos e producdo de sider6foros, que podem auxiliar as
plantas na absorcédo de ions de ferro, quando ha deficiéncia deste no meio (Peixoto Neto et al.,
2002).

Estudos relacionados as BPCV, em sua maioria, tém sido bastante difundidos na
agricultura com espécies de plantas anuais (Kloepper, 1996). Entretanto, pesquisas realizadas
com BPCV em espécies florestais sdo escassas quando comparadas com as espécies anuais
(Chanway, 1997). Os beneficios da utilizacdo de bactérias como promotoras de crescimento
tém se mostrado uma alternativa promissora no auxilio aos ganhos em produtividade e,
podem favorecer o desenvolvimento das mudas em viveiro, diminuindo o tempo de producao
e elevar a capacidade de estabelecimento dessas mudas em campo.

O fésforo, assim como o nitrogénio, é um nutriente essencial para sustentar o potencial
produtivo das culturas agricolas. Encontra-se em baixa disponibilidade no solo, apesar de
estar presente tanto nas formas organicas como nas inorganicas, sendo essencial para o
crescimento da planta, bem como para atividade microbiana (Shmith, 2002; Martinazzo et al.,
2007; Rheinheimer et al., 2008).

O uso de microrganismos solubilizadores de fosfato em inoculantes tem sido sugerido
como alternativa para diminuir ou substituir o uso de fertilizantes fosfatadas soltveis, fosfatos
naturais existentes ou adicionados ao solo, uma vez que na maioria dos solos este nutriente
ndo se encontra na forma disponivel as plantas (Richardson, 2001).

A baixa disponibilidade de fésforo nos solos tropicais se deve a reatividade das formas
solGveis de P com outros componentes quimicos; calcio, ferro, magnésio e aluminio,

formando compostos de baixa solubilidade. Os fosfatos predominantes em solos acidos séo os
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formados pela associacéo de P com Fe e/ou Al, e nos solos com pH mais elevado predominam
as formas associadas ao Ca (Barroso & Nahas, 2005).

Silva et al. (2011), avaliando a presenca de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)
em solos da Amazonia, constataram que a ocorréncia de bactérias solubilizadoras de fosfato
de célcio foi maior do que as que solubilizam fosfato de aluminio. Ainda em solos da
Amazodnia, Chagas Junior et al. (2009), avaliando 205 isolados de rizdbios de solos na
Amazo0nia, constataram que 68 solubilizaram P-Ca, 47 solubilizaram P-Al e 32 solubilizaram
tanto P-Ca quanto P-All.

Santos (2013), avaliando 27 estirpes, destas 24 do género Bradyrhizobium, sendo 13
isolados de solos da Amazonia, foram inoculados nas espécies leguminosas arbdreas tamboril
(Enterolobium cortortisiliguum) e angico-vermelho (Anadenanthera macrocarpa), estas
foram avaliadas quanto a capacidade destas bactérias em solubilizar fosfatos inorganicos, das
quais, 17 estirpes foram capazes de solubilizar fosfato de célcio (P-Ca) a um indice de
solubilizacdo médio, sendo que nenhuma estirpe foi capaz de solubilizar fosfato de ferro (P-
Fe) e de aluminio (P-Al).

Em seu trabalho pioneiro, Gerretsen (1948) relatou que plantas inoculadas com
microrganismos rizosféricos apresentaram maior quantidade de fésforo do que plantas sem
inoculagdo, confirmando a capacidade dos microrganismos de solubilizar fosforo inorgénico.

A capacidade microbiana do solo em solubilizar diferentes formas de fosfatos
apresenta um importante papel no fornecimento de fosforo para as plantas, pois apresentam
capacidade de disponibilizar fosfatos insolUveis, existentes ou adicionados no solo, pelos
processos de quelacdo, reacfes de troca ibnica, especialmente pela producdo de é&cidos
organigos (Souchie et al., 2005a; Barroso & Nahas, 2008).

Vaérios grupos de microrganismos do solo, destacando bactérias e fungos, possuem
habilidade em solubilizar e mineralizar fosfatos inorganicos insollveis, processo responsavel
por aumentar a disponibilidade de P no solo. Quanto a capacidade de solubilizacdo, pesquisas
com diferentes especies bacterianas evidenciam que estirpes do género Bacillus, Rhizobium e
Pseudomonas exibiram o maior potencial de solubilizacdo de fésforo (Rodriguez & Fraga,
1999). Nas populagdes fungicas destacam-se os géneros Aspergillus e Penicillium (Silva Filho
et al., 2002).

As bactérias endofiticas e rizosféricas representam um grande potencial na promocao
de crescimento das plantas por contribuirem com a producdo de fitorménios como as auxinas
(Patten & Glick, 2002; Spaepen et al.,, 2007). A principal auxina produzida, o é&cido

indolacético (AlA), tem papel fundamental no crescimento de raizes e caules, atraves do
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alongamento das celulas recém-formadas nos meristemas. Com muitas raizes a planta
aumenta & habilidade de se ancorar ao solo, melhora a absor¢do de &4gua, nutrientes e aumenta
a chance de sobrevivéncia no ambiente (Patten & Glick, 2002), além de aumentar a liberagédo
de exudados.

Nos mais diferentes exudados, o aminoécido triptofano tem sido identificado como
principal precursor fisiologico para via de biossintese de AIA em plantas e microrganismos
(Khalid et al., 2004). Estimulando as multiplicacGes celulares, e promovendo o crescimento
vegetal, bem como a atividade de nitrogenase. A identificacdo de compostos intermediarios
conduziu & identificacdo de cinco vias diferentes usando triptofano como precursor principal.

A biossintese de AIA com estirpes de Azospirillum brasiliense mostraram a existéncia
de, pelo menos, trés vias biossintéticas: duas dependentes de triptofano, via do acido indole-3-
acetamina (IAM) e via do acido indole-3-piruvato (Ipya), e uma via indepentente de
triptofano (Prinsen et al., 1993; Dobbelaere et al., 1999).

A producdo de AIA pela via indol-3-piruvato (IpyA), a principal via na presenca de
triptofano, tem sido descrita em uma vasta gama de bactérias patogénicas e ndo patogénicas,
tais como Pantoea agglomerans, Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium, Enterobacter
cloacae. Estudos relatam que a maioria das bactérias ndo patogénicas utiliza
preferencialmente a rota (IpyA) (Patten & Glick, 1996).

Oliveira-Longatti et al. (2014), avaliaram 31 isolados de diferentes estirpes de
bactérias de solos da Amazénia, observaram que 94% dos isolados sdo capazes de produzir
AlA e niveis elevados de producéo foram registrados a partir de adicdo de L-triptofano para a
estirpe de Bradyrhizobium spp. Outros trabalhos evidenciaram a sintese de AlA por rizébios
usando 0 L-triptofano para aumentar a producéo deste fitormonio (Costa et al., 2013; Chagas
J. et al., 2009). Estes resultados indicam a importancia do triptofano como um precursor do
AlA.

2.4. Leguminosas e Inga - Inga spp.

A familia boténica Fabaceae (Leguminosae), com mais de 650 géneros, é uma das
mais importantes e abundantes nos tropicos e esta distribuida entre herbaceas, arbustivas e
arboreas (Polhil et al., 1981; Franco et al., 2003). Esta bem representada nos mais diversos
ecossistemas brasileiros, com estimativa de haver cerca de 10% do total das espécies
concentradas principalmente na Amazonia e no Cerrado (Faria et al., 1999). Destaca-se na
Amazo0nia, por ser a mais importante familia de plantas dentre as lenhosas e a mais numerosa

em especies nativas (Silva et al., 1989).
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Uma das caracteristicas mais importantes das leguminosas é conferida, em grande
parte, & sua capacidade de fazer associa¢fes simbidnticas com bactérias denominadas de
rizobios, que fixam nitrogénio atmosférico, fornecendo-o para a planta em uma forma
assimilavel (Nogueira et al., 2012). O resultado desta interacdo é evidenciado pela presenca
de nddulos nas raizes destas espécies.

Muitas espécies de leguminosas despertam grande interesse econdémico, social e
ecologico na recuperacdo de areas degradadas na agricultura em geral, como a producdo de
gréos, carne, biocombustivel e fibras e na alimentacdo humana, como alternativa da proteina
animal e de importante valor nutricional (Phillips, 1993). Além disso, devido a acentuada
perda de cobertura vegetal natural, o uso de leguminosas como adubo verde e cobertura
vegetal € uma préatica que vem sendo usada com beneficio significativo na conservacao e
melhoria do solo, especialmente para aqueles com baixa disponibilidade de nutrientes
(Bertoni & Lombardi Neto, 2008).

Mais um aspecto que vem sendo estudado € o uso das leguminosas arbdreas em
sistemas agroflorestais - SAFs, na reabilitacdo e recuperacdo de areas degradadas - e solos
erodidos (Herrera et al., 1993; Franco & Faria, 1997; Franco et al., 2000; Urquiaga & Zapata,
1997; Resende et al., 2003) geralmente causados por atividade agricola, manejo inadequado
do solo com énfase na monocultura, alta frequéncia do fogo e pastoreio extensivo. Portanto, a
degradacdo ambiental pode ocorrer em diferentes niveis, porém atinge seus estagios mais
avancados quando afeta o solo (Franco et al., 2003).

Uma alternativa para a recuperacdo de solos degradados pode ser obtida pelo uso de
leguminosas arbdreas, espécies vegetais de crescimento rapido, com capacidade de fixacdo
simbionte de nitrogénio, podendo, inclusive, ser empregada para a aceleracdo da sucessdo
secundaria progressiva (Franco et al., 1992). O uso de leguminosas florestais, inoculadas com
bactérias diazotroficas, promovem o retorno da resiliéncia ambiental, favorecendo a
sustentabilidade dos ecossistemas ao reincorporar estas areas degradadas ao processo
produtivo da floresta (Faria & Lima, 2002; Oliveira, 2008).

A inoculacdo de microrganismos em mudas de plantas possui eficiéncia comprovada
pela pesquisa em diferentes espécies arboreas, acrescentando beneficios na promogédo de
crescimento e favorecendo o estabelecimento das mudas em campo durante o transplantio
(Verissimo & Valcarcel, 1992; Dias et al., 2007; Costa et al., 2014).

O conhecimento da habilidade nodulifera e fixadora de N, em leguminosas sao
responsaveis por beneficios econdmicos e de grande relevancia para adogdo de tecnologias

sustentaveis para os sistemas de producfes agricolas e ambientais e, por isso, tem recebido
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atencdo de pesquisas nos ultimos anos. Com a utilizacdo da inoculagdo com bactérias do
género Bradyrhizobium sp, principalmente na cultura da soja, a demanda de N é totalmente
atendida pela FBN (Moreira & Siqueira, 2006) assegurando uma alta produtividade com
reduzido custo de producdo (Hungria et al, 2007).

As espécies do género inga sdo leguminosas arboreas da sub-familia Mimosoideae,
nativa da America Latina Tropical e difundida por toda Amaz6nia, América Central e indias
Ocidentais (Souza et al., 1996). Possui cerca de 300 espécies lenhosas distribuidas em 14
secdes (Pennington, 1997). Destas, 131 espécies sdo de ocorréncia no Brasil (Garcia &
Fernandes 2015). Ocorre nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Para, Ronddnia, Roraima
Bahia, Paraiba, Pernambuco, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito Santo, Minas
Gerais, Parand e Santa Catarina (Rodrigues, 1982; Silva et al., 1989; Garcia & Fernandes
2015). Adaptada a climas tropicais e subtropicais, ocorre em diferentes tipos de solo, é uma
frutifera tolerante a solos &cidos (Hands, 1998), com alta saturacdo de aluminio, além de
apresentar capacidade de fixacdo de nitrogénio através da associacdo simbidntica com
bactérias endofiticas do género rhizobio (Van Kessel & Roskoski, 1983; Grossman et al.,
2006) e/ou fungos micorrizicos (Marques et al., 2001).

Além da importancia ecol6gica, o inga apresenta potencial econdémico por suas
caracteristicas de multiplo aproveitamento, muito utilizada por ser de rapido crescimento,
sombreamento, frutos comestiveis, madeira para lenha, producdo de biomassa, controle de
invasoras e protecdo do solo (Falcdo & Clemente, 2000) e, mais recente, na recuperacdo de
areas degradadas, recomposicdo de matas ciliares, plantios consorciados e uso em sistemas
agroflorestais (Nichols et al., 2001; Palheta & Wandelli, 2002; Leblanc et al., 2006).

Nichols et al. (2001), obtiveram resultados satisfatorios no consércio entre plantas de
Terminalia amaz6nica com Inga edulis, o que favoreceu o crescimento da espécie e
proporcionou maior indice de biomassa e teor de nitrogénio foliar a T. amazbnica. No
México, o Inga é usado na agricultura orgéanica, como leguminosa fixadora de nitrogénio
(Grossman et al., 2006).

Leblanc et al. (2006), em experimento com serapilheira na Costa Rica, considerou a
espécie Inga edulis muito promissora por proporcionar uma melhor cobertura ao solo
favorecendo a relagdo C/N, além de reduzir a temperatura e a intensidade da luz sob suas
copas, permite também um incremento maior de nitrogénio atraves da serapilheira,
melhorando as condicGes abidticas e também bioticas do solo.

A espécie Inga edulis é uma espécie arbdrea de interesse florestal na Amazénia, por

sua caracteristica de multiplo aproveitamento, crescimento satisfatério e adaptacdo aos solos
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4cidos e de baixa fertilidade (Brito & Souza, 1997). E tolerante as regides de cerrado e
resistente a seca e ao frio (Ferrdo, 2001). Ocorre principalmente nas capoeiras localizadas sob
solos de baixadas que alagam durante o periodo chuvoso (Lorenzi, 1998). Ocorre também nas
areas de planicie litoranea e restinga arborea da costa atlantica (Garcia, 1998). Na Guiana, €
comum em florestas ao longo dos rios e também em declives (Roosmalen, 1985).

Apesar da ampla ocorréncia em diferentes ambientes, ndo ha dados na literatura sobre
a existéncia de estirpes recomendadas para o Inga edulis. Atualmente, no Brasil, existe
referéncia a duas estirpes de Bradyrhizobium sp., BR 6609 e BR 6610, recomendadas para

Inga marginata pelo MAPA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem das estirpes

As estirpes utilizadas neste estudo foram isoladas de nodulos de Inga laurina (Sw.)
Willd., em condicdes naturais no Cerrado de Roraima, no Campo Experimental Monte Cristo,
pertencente a Embrapa Roraima e em um ponto localizado na cidade de Boa Vista cujas
coordenadas sdo, (2° 50° 217N, 60 40’ 322570 e 2 577 007N, 6042° 2570,
respectivamente).

Estas estirpes foram caracterizadas genotipicamente e bioquimicamente e identificadas
como uma nova espécie denominada de Bradyrhizobium ingae (Silva et al., 2014). As estirpes
descritas foram: ERR 490, ERR 492, ERR 493, ERR 494", ERR 496, ERR 497, ERR 498, e
ERR 569. Apesar das estirpes terem sido isoladas em plantas de I. laurina, estas foram

capazes de nodular I. edulis Mart., mas a eficiéncia simbiética ndo foi avaliada.

3.2. Eficiéncia simbiotica em mudas de Inga edulis Mart.

A eficiéncia simbidtica foi avaliada em trés experimentos: um em condicéo estéril com
solucdo nutritiva em casa de vegetacdo, um em vaso com solo ndo estéril em casa de
vegetacdo e um em condicdo de viveiro também ndo estéril.

Em todos os experimentos foram utilizadas sementes de Inga edulis coletadas no
campo experimental Agua Boa da Embrapa Roraima, localizado no municipio de Boa Vista —
RR, cujas coordenadas geograficas sdo: 02° 39” 00”’N e 60° 49’ ¢ 40°’0O. As sementes foram
desinfestadas com alcool etilico a 92% por 30 seg, hipoclorito de sédio a 2% por 1 min e
lavada seis vezes com agua destilada estéril.

As estirpes utilizadas foram cultivadas em meio 79 liquido pH de 6,8 (Fred e
Waksman, 1928) e incubadas a 28°C sob agitacdo por 72 horas. Um mililitro de meio
contendo as bactérias crescidas (10° células mL™) foi inoculado em cada planta, aos 15 dias

apos a emergéncia.

3.3. Experimento 1
O primeiro experimento foi conduzido sob condi¢des controladas em casa de

vegetacdo, temperatura (28°C) e luminosidade (cortina reflexiva com 50% de sobreamenteo)
utilizando-se vasos de Leonard (Vicent, 1970). Na montagem dos vasos utilizou-se uma
mistura de areia textura média e vermiculita na propor¢do 2:1 na parte superior, enquanto a
inferior continha solugcdo nutritiva de Hoagland com pH de 7.0 (Hoagland e Arnon, 1950)

modificado por (Guimardes et al., 2012) com baixa concentrac&o de nitrogénio (5,25 mg L™).
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Os vasos foram autoclavados (120 °C, 128 atm) duas vezes por uma hora. Foi semeada uma
semente por vaso, a qual foi primeiramente desinfestada como descrito no item 2.2, inoculada
com um mililitro de meio do cultivo bacteriano. Cada vaso recebeu 800 ml de solucéo
nutritiva por semana com ¥ de forca durante 30 dias, aumentando para */, forca até o término
do experimento. O experimento foi conduzido por 60 dias. O tratamento sem inoculagéo e
com adicao de nitrogénio recebeu 10 mg de N por vaso por semana.

3.4. Experimento 2

O segundo experimento foi realizado em casa de vegetacdo em vasos de polietileno
com capacidade de 2,41 dm™ contendo solo ndo estéril e areia de textura média lavada, na
propor¢do de 1:1. O solo utilizado como substrato foi o Latossolo Amarelo Distrofico,
coletado na camada de 0-20 cm, na sede da Embrapa Roraima, cujas coordenadas geogréaficas
de referéncia sdo: 02° 42” 30”°’N e 47° 38’ 00°°O. O solo utilizado no experimento apresentou
as seguintes caracteristicas quimicas pH (H»O) de 5,2; 0,5 g kg™ de matéria organica; 12 mg
dm™ de P; 0,05 cmol, dm™ de K*; 0,7 cmol. dm™ de Ca**; 0,7 cmol, dm™ de Mg?*; 1,8 cmol.
dm™de H+Al e 0,1 cmol. dm™de AI*".

Foram semeadas duas sementes por vaso, as quais foram desinfestadas como descrito
no item 2.2. Apds a germinacédo foi realizado desbaste, permanecendo uma planta por vaso.
Os vasos foram irrigados com 100 mL de agua destilada sempre que necessario para manter o
solo com umidade.

O experimento foi irrigado com solucdo nutritiva estéril de Hoagland e Arnon (1950)
com adaptacdes (Guimardes et al., 2012). Para cada tratamento foi aplicado 100 mL semana™
de solugo nutritiva sobre o substrato, iniciando com a concentracdo mais diluida (*/, forca)
durante 30 dias, aumentando para /, forca durante 30 dias e posteriormente para 1 forca até o

término do experimento. O experimento foi conduzido por 100 dias.

3.5. Experimento 3
O terceiro experimento foi realizado em condi¢des de viveiro em sacos de polietileno

com capacidade de 3 litros, utilizando a mistura (1:1:1) de solo de textura argilosa (Latossolo
vermelho amarelo), solo de textura arenosa (Latossolo amarelo) e areia de textura grossa. O
Latossolo vermelho amarelo e Latossolo amarelo foram coletados no Campo Experimental
Monte Cristo e Agua Boa, respectivamente, ambos pertencentes a Embrapa Roraima. Apos a
mistura, este substrato apresentou as seguintes caracteristicas quimicas pH (H,0) de 5,9; 6,7 ¢
kg™ de matéria organica; 2,57 mg dm™de P; 0,04 cmol, dm™ de K*; 0,5 cmol dm™ de Ca*,
0,17 cmol mg™ de Mg**; 1,7 cmol dm™ de H+Al e 0,08 cmol dm™de AI**,
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Foram semeadas duas sementes por saco desinfestadas como descrito anteriormente,
sendo que apds desbaste deixou-se uma planta por saco. A irrigacao foi realizada diariamente
com agua potavel, utilizando sistema automatizado de irrigacdo por aspercéo. O experimento
foi conduzido por 100 dias, aplicando-se solucdo nutritiva de acordo com descrito para o

experimento de casa de vegetacdo com solo nédo estéril.

3.6. Tratamentos, coleta de dados e andlise estatistica

Os tratamentos corresponderam as oito estirpes de Bradyrhizobium ingae (ERR 490,
ERR 492, ERR 493, ERR 494", ERR 496, ERR 497, ERR 498 e¢ ERR 569), duas estirpes de
Bradyrhizobium spp. recomendadas pelo MAPA para Inga marginata, (BR 6609 e BR 6610),
um tratamento sem inoculacdo e sem adi¢cdo de N mineral e um tratamento sem inoculacdo e
com adicdo de nitrogénio mineral (10 mg de N na forma de nitrato de aménio por planta
semanalmente) no total de 12 tratamentos. O delineamento experimental utilizado nos trés
experimentos foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, totalizando 48 parcelas por
experimento.

Aos 45 dias apds semeadura de cada experimento, uma repeticdo de cada tratamento
foi retirada para observacdo da presenca de nddulos. Ao término de cada experimento, as
plantas foram coletadas e determinados o nimero de nddulos (NN), a massa seca de nédulos
(MSN), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das raizes (MSR), nimero de foliolos
(NF), altura de planta (AP), diametro do coleto (DC) e nitrogénio total da parte aérea (NT).
Para todos os experimentos foi calculado a relacdo entre MSR/MSPA e o indice de qualidade
de Dickson (1QD) (Dickson et al., 1960), determinado pela expressao:

IQD= MST ()
AP (cm)/DC (mm) + MSPA (g)/MSR (g)
Onde MST refere-se & massa seca total (MSPA+MSR).

Também foi determinada a eficiéncia relativa (EFR) segundo a formula EFR:

EFR= MSPA inoculada x 100
MSPA com N

Onde EFR ¢ a eficiéncia relativa, MSPA inoculada é a matéria seca inoculadas com as

estirpes testadas, MSPA nitrogénio € a matéria seca da parte aérea sem inoculacdo e com a
adicéo de nitrogénio (Bergensen et al., 1971).

Para todas as variaveis foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk a 5% de
significancia. Os dados referentes 8 NN, MSN e NF ndo apresentaram distribuicdo normal e
foram transformados para (x+1)°° antes da anélise de variancia. As médias foram comparadas

pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5%. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
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software R versdo 3.2.2 (R Core Team, 2015) por meio do pacote estatistico ExpDes.pt versdo
1.1.2 (Ferreira et al., 2013). A partir das variaveis analisadas nos trés experimentos de

eficiéncia simbidtica foi calculada a correlacdo de Pearson (r) também no software R.

3.7. Solubilizacao de fosfatos de calcio e de aluminio

Foram conduzidos dois experimentos, um para avaliar a capacidade dos isolados de
solubilizar fontes inorganicas insoluveis de fosfatos de CaHPO, (P-Ca) e outro para a
solubilizacdo de AIPO, (P-Al). Foi utilizado o meio NBRIP (Nautiyal, 1999) no qual foi
modificada a fonte de fosforo. Para a solubilizacdo de fosfato de célcio foi utilizado 2,6 g de
CaHPO, e o pH foi ajustado para 7.0. Para a solubilizacdo de fosfato de aluminio foi utilizado
2,36 g de AIPO, e o pH do meio ajustado para 4.5. Para o meio sélido foi adicionado 10 g de
agar por litro.

Para avaliacdo da capacidade solubilizadora de fosfato de célcio e aluminio em placas,
as bactérias foram cultivadas em meio 79 liquido por 72 horas e a densidade 6tica (DO) foi
ajustado para 0,5-0,7 em comprimento de onda de 630 nm. Procedeu-se entdo a inoculacao de
10 pL de suspensdo bacteriana crescida em trés pontos equidistantes na placa de Petri ja
contendo 0s meios com os fosfatos precipitados. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticbes. Foram incluidas duas
estirpes tipos como controles positivos para avaliagdo da solubilizacéo de fosfatos: BR11001"
(Azospirillum brasiliense), BR11175" (Herbaspirillum seropedicae). As placas foram
incubadas a 28° C por 18 dias e a cada seis dias foi medido o didmetro do halo de
solubilizacdo (areas translicidas ao redor das colbnias), utilizando um paquimetro digital,
resultando em trés medicGes. A partir dessas medidas foi obtido o indice de solubilizacdo (1S)
para cada isolado através da formula: IS = @ halo (mm) / @ colénia (mm) (Berraquero et al.,
1976). Com base nos indices de solubilizago, os isolados foram classificados como de baixa
(IS até 2), média (IS de 3 a 4) e alta (IS > 5) capacidade de solubilizagao.

Para determinacdo da solubilizacdo de fosfatos insollveis em meio liquido,
aproximadamente 1 mg de células cultivadas em meio 79 so6lido foi inoculado em erlenmyer
de 125 mL contendo 30 mL do meio NBRIP tendo o fésforo precipitado. Para 0 meio
contendo fosforo precipitado com aluminio foi utilizado o AIPO4 correspondendo a 12 mg de
P L™ O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Foram
incluidas duas estirpes tipos: BR11001" (Azospirillum brasiliense), e BR11175"

(Herbaspirillum seropedicae). A solubilizacdo de fosfato de calcio em meio liquido ndo foi
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concluida, devido ao CaHPO, apds 4 dias de incubacdo liberar fosforo ao meio sem a
presenca de bactérias (Bashan et al., 2013).

Para determinacdo do fdsforo solubilizado, os erlenmyers contendo 0s meios
inoculados com as estirpes foram incubadas a 28° C, sob agitacdo constante de 150 rpm por
quatro dias. No final desse periodo, procedeu-se a determinacdo do pH e em seguida feita a
centrifugagédo a 10.000 rpm por cinco minutos. Finda a centrifugacéo, transferiu-se 5 mL do
sobrenadante bacteriano para copo descartavel de 50 mL, onde adicionou-se 10 mL da
solucdo de &cido molibidato de amdnio diluido e £ 30 mg de &cido ascorbico (EMBRAPA,
2009). Ap6s uma hora de incubacdo foi realizada a leitura das amostras em espectrofotdmetro
SP 2000 UV, BEL, a 660 nm. A concentracdo de fosforo foi estimada usando uma curva
padrdo preparada anteriormente com 0; 0,1; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 45;: 5e 6 mg L™ de P na
forma de KH,PO,.

3.8. Producéo de compostos inddlicos

Para determinacdo da producdo de compostos indolicos, as estirpes de B. ingae foram
cultivadas em meio 79 liquido por 72 horas, e a densidade éptica (D.O) foi ajustada para 0,6-
0,8 a 630 nm. Aliquotas das solu¢des bacterianas (500 pL) foram inoculadas em 6 mL de
meio 79 (sem triptofano e suplementadas com 100 mg L™ de triptofano) com trés repeticdes e
incubadas no escuro durante 72 horas a 28°C sob agitacao constante de 120 rpm.

Para quantificar os compostos inddlicos produzidos apds este periodo, as culturas
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, sendo 3 mL do sobrenadante vertidos em
frascos aos quais foram adicionados 2 mL de reagente Salkowski (Sarwar e Kremer, 1995).
Esta mistura foi mantida em ambiente escuro por 20 minutos para desenvolvimento de cor,
gue se apresenta rdsea mais intensa quando ha grande quantidade de compostos indolicos. A
intensidade da coloracdo foi determinada num espectrofotometro SP 2000 UV, BEL, a 535
nm. A concentracdo de compostos inddlicos foi estimada utilizando uma curva padréo
previamente preparada com meio de cultura esterilizado ndo inoculado e quantidades
conhecidas de é4cido indol acético (AIA) 0, 10, 25, 50, 75 e 100 pug AIA mL * (Sigma
Aldrich, 13750).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste trabalho foi investigado a capacidade de estirpes de Bradyrhizobium ingae,
especie recentemente descrita (Silva et al., 2014), em promover o crescimento de mudas de

Inga edulis. De forma geral, aos 45 dias ap0s o plantio foi observada a presenca de nédulos
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nos trés experimentos. Estes resultados diferem do encontrados para o l.oerstediana e 1.
jinicuil que apresentaram nodulagdo aos 150 dias e 130 dias ap6s o palntio, respectivamente
(Grossman et al., 2006; Van Kessel & Roskoski, 1981). O rapido estabelecimento da simbiose
entre planta e bactéria, pode ser devido ao rapido crescimento de I. edulis, que é uma planta
adaptada a solos &cidos (Hands, 1998) que é uma caracteristica marcante dos solos de cerrado
em Roraima (Benedetti et al.,, 2011). As diferencas de eficiéncia entre os tratamentos
inoculados e ndo inoculados foram observados aos 60 dias para condicdes estéreis e aos 100
dias para condicdes nédo estereis.

No experimento sob condicdes de substrato esterilizado, todas as estirpes de B. ingae
induziram a formacdo de mais de 200 nddulos por planta (Tabela 1) e ndo houve diferengas
significativas em relacdo as estirpes recomendadas para |. marginata, BR 6609 e BR 6610.
Quanto & MSN, dois tratamentos, ERR 490 e ERR 494" foram semelhantes a BR 6609 e
superiores aos demais tratamentos. Quanto a MSR e NF ndo houve diferenca estatistica entre
0s tratamentos. Para AP, os tratamentos inoculados com as estirpes ERR 492, ERR 493, ERR
494" ERR 496 e ERR 569 foram superiores aos demais tratamentos (Tabela 1). Para DC
quatro estirpes se destacaram, ERR 492, ERR 493, ERR 494" e ERR 569. Para a MSPA, com
excecdo das estirpes ERR496 e ERR 497, todas as demais estirpes de B. ingae foram
superiores aos tratamentos com as estirpes recomendadas BR 6609 e BR 6610. Em relacdo a

variavel NT, apenas o tratamento controle sem inoculagdo e sem nitrogénio foi inferior.

Tabela 2. Resposta de Inga edulis Mart. a inoculagdo com estirpes de Bradyrhizobium ingae
cultivado em vasos de Leonard por 60 dias em casa de vegetacao.
NN MSN MSR AP DC NF  MSPA NT

()  (mg) (mg) (cm) (mm) (n°%)  (9) (mg)
ERR490 367,67a 656,0a 244 3200b 521b 37,67 6,09a 178,34a
ERR492  279,67a 4950b 281 36,33a 6,43a 37,00 6,11a 181,11a
ERR 493 296,67a 4924b 2,78 4183a 6,27a 3533 7,34a 203,03a
ERR494  33167a 633,2a 332 3967a 649a 3500 7,77a 212,72a
ERR496  234,67a 5526b 260 39,67a 536b 3467 553b 19429a
ERR 497  220,00a 328,7c 1,87 29,33b 564b 3400 45b 153,54a
ERR 498 337,00a 507,3b 282 31,00b 576b 3333 597a 201,38a
ERR569 332,00a 4743b 267 3567a 7,14a 3233 690a 214,32a
BR6609 279,00a 690,7a 2,29 3250b 581b 43,00 491b 161,12a
BR6610 14467a 443,1b 193 31,17b 500b 41,33 499b 150,83a

Tratamentos
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Controle—N 0,00b 000d 248 2250b 4,49b 39,00 3,08b 4548Db
Controle+N 3,67b 31,3d 342 31,33b 591b 30,00 543b 13990a
CV (%)** 21,8 262 18,69 16,73 12,09 154 18,03 22,78

NUmero de nédulos (NN), massa seca de nodulos (MSN), massa seca de raiz (MSR), altura de planta (AP),
diametro do coleto (DC), nimero de foliolos (NF), matéria seca da parte aérea (MSPA) e nitrogénio total na
parte aérea (NT). Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p=0.05,
teste Scott-Knott ). Coeficiente de variagdo C.V (%).

Nos experimentos conduzidos em vasos com solo ndo esterilizado em casa de
vegetacdo e em sacos para producdo de mudas, houve reducdo no numero de noédulos sendo
que as médias entre as estirpes de B. ingae variaram de 15,75 a 104,2 e de 16,00 a 97,75,
respectivamente (Tabela 2 e 3). A mesma reducdo ocorreu para a varidvel MSN, sendo
também inferior ao experimento em substrato esterilizado. A reducdo no NN e MSN em
condicdes ndo estéreis com solo pode ter ocorrido devido a presenca de matéria organica e
consequentemente a presenca de nitrogénio, aliado a isso, hd também a competitividade com
as bactérias nativa do solo. Portanto, no processo de selecdo de bactérias para inoculagdo em
leguminosas, uma vez determinada as estirpes que se destacaram quanto a capacidade de fixar
nitrogénio em condicdes estéreis, deve-se avaliar a competitividade com as bactérias nativas
de um determinado solo, sendo recomendados também os testes em solos ndo estéreis
(Storwers & Elkan, 1980; Franco & Faria, 1997).

No experimento 2, conduzido em casa de vegetacio, as estirpes ERR 492, ERR 494" e
ERR 498, se destacaram entre os demais tratamentos em relacdo ao NN (Tabela 2). Ja para a
MSN, observou-se que as estirpes ERR 492, ERR 493, ERR 494" e ERR 498 apresentaram
melhores resultados juntamente com as estirpes ERR 496, ERR 497, ERR 569 e a estirpe
referencia BR 6610 (Tabela 2), sendo estatisticamente superiores aos demais tratamentos.
Com relacdo a MSR, foi observado que, dos 10 tratamentos inoculados, cinco apresentaram
incrementos da massa seca de raiz superior a 5,52 g planta™, sendo que o melhor resultado foi
alcancado pelo tratamento inoculado com a estirpe ERR 496 com 6,68 g.planta™, seguido
pelos tratamentos ERR 497, ERR 569, BR 6610 e tratamento nitrogenado. Quanto ao NT, as
estirpes ERR 492, ERR 493, ERR 494", ERR 496, ERR 497 e ERR 498 foram superiores aos
demais tratamentos. Ja para AP, DC, NF e MSPA ndo houve diferencas estatisticas

significativas entre os tratamentos avaliados.
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Tabela 3. Resposta de Inga edulis Mart. cultivado em vasos contendo solo por 100 dias em
casa de vegetacdo a inoculacdo com estirpes de Bradyrhizobium ingae.

Tratamentos NN* MSN MSR AP DC NF  MSPA NT

(n°) (mg)  (mg) (cm) (mm) (n°)  (9) (mg)
ERR 490 15,75¢ 57,056b 3,45b 29,13 497 3425 392 746b
ERR492 104,25a 333,43a 3,19b 26,00 4,70 33,75 567 168,7a
ERR493  56,75b 292,43a 3,23b 3050 4,82 32,75 481 1270a
ERR 494 91,50a 372,03a 3,60b 2863 4,36 3550 552 1514a
ERR 496 39,75b 28585a 6,68a 2500 4,98 38,00 6,12 1413a
ERR 497 56,50b 389,41a 570a 26,25 453 50,00 587 146,6a
ERR 498 86,50a 401,15a 4,19b 2163 4,42 3575 4,70 134/4a
ERR569  4925b 246,28a 560a 26,00 4,84 2900 486 995b
BR 6609 31,50b 110,35b 3,20b 22,38 4,39 26,75 386 90,1b
BR 6610 3925b 217,17a 552a 27,25 4,66 3125 495 1260b
Controle— N 250c 755b 340b 23,75 426 2500 352 713b
Controle+ N 8,75¢c 31,85b 6,34a 2850 4,48 29,00 457 1023b

CV (%)** 12,38 5,43 37,06 17,03 8,64 12,73 28,86 7,12

Namero de nddulos (NN), massa seca de nédulos (MSN), massa seca de raiz (MSR), altura de planta (AP),
didmetro do coleto (DC), nimero de foliolos (NF), matéria seca da parte aérea (MSPA) e nitrogénio total na
parte aérea (NT). Valores ha mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p=0.05, test
Scott-Knott). **Coeficiente de variacdo C.V (%).

Tabela 4. Resposta de Inga edulis Mart. cultivado em substrato por 100 dias em viveiro a
inoculacdo com estirpes de Bradyrhizobium ingae.

Tratamentos NN* MSN MSR AP DC NF  MSPA NT

() (mg) (mg) (cm) (mm) (n°) (@  (mg)
ERR490 16,00c 84,73b 3,84 2288b 4,89 2475b 354b 749D
ERR492 8250a 26790a 3,13 2388a 4,75 30,00b 494a 1410b
ERR 493 8525a 384,53a 4,16 2350a 4,73 34,75a 5,83a 1730a
ERR 494 4475b 266,23a 290 21,00b 460 36550a 4,17b 1260Db
ERR496 60,00b 33853a 321 24,13a 457 29,75b 330b 1088Db
ERR497 7450a 32653a 3,71 2525a 4,43 3150b 540a 173,0a
ERR 498 9725a 320,75a 4,11 28,00a 435 3750a 6,69a 1995a
ERRS569 97,75a 430,73a 4,94 26,75a 4,26 33,00a 6,34a 222,7a
BR 6609 6,00c 14288b 358 2250b 4,12 30,00b 3,77b 819b
BR6610 53,50b 203,03b 3,39 2525a 4,03 3575a 4,18b 1143b
Control-N  4,00c 68,88b 351 1950b 5,09 2750b 326b 682b
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Control +N  9,25¢ 175,05b 4,78 2525a 4,90 42,00a 5,63a 120,7Db
CV (%)** 22,51 31,48 28,64 10,57 1059 9,12 2432 28,96

Numero de nddulos (NN), massa seca de nédulos (MSN), massa seca de raiz (MSR), altura de planta (AP),
diametro do coleto (DC), nimero de foliolos (NF), matéria seca da parte aérea (MSPA) e nitrogénio total na
parte aérea (NT). Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p=0.05,
Scott-Knott test).**Coeficiente de variacdo CV (%).

No experimento 3, conduzido em viveiro, para a variavel NN, as estirpes ERR 492,
ERR 493, ERR 497, ERR 498 e ERR 569, foram estatisticamente superiores aos demais
tratamentos (Tabela 3). Quanto a MSN, com exce¢do da estirpe ERR 490, todas as demais
estirpes de B. ingae foram superiores as estirpes referencias BR 6609 e BR 6610. Quanto a
MSR e DC nao houve diferencas significativas entre os tratamentos. Para a variavel AP, seis
estirpes se destacaram ERR 492, ERR 493, ERR 496, ERR 497, ERR 498 e ERR 569 sendo
similares a BR 6610 e ao tratamento nitrogenado (Tabela 3). Para variavel NF, as estirpes que
se destacaram foram ERR 493, ERR 494", ERR 498 e ERR 569. Para a varidvel MSPA as
estirpes ERR 492, ERR 493, ERR 497, ERR 498 e ERR 569 e o tratamento nitrogenado
foram superiores aos demais tratamentos. Quanto ao NT quatro estirpes se destacaram e
foram superiores ao tratamento nitrogenado, ERR 493, ERR 497, ERR 498 e ERR 569.
Na figura 1 é apresentada a relagdo MSR/MSPA dos trés experimentos. Apenas houve
diferencas estatisticas no experimento 1 (Figura 1A) conduzido em condicBes estéreis em
vasos de Leonard, onde o controle sem inoculacdo e sem nitrogénio apresentou a maior valor,
seguido pelo tratamento que recebeu adubacdo nitrogenada. No experimento 1, os valores
obtidos variaram de 0,38 a 0,81. Nos demais experimentos ndo houve diferengas significativas
entre ostratamentos utilizados. A relacdo MSR/MSPA € um dos parametros utilizados para
verificar a estabilidade de mudas florestais, onde valores muito reduzidos podem
comprometer o estabelecimento no campo (Ferraz e Engel, 2011). No entanto, esse parametro
deve ser avaliado com cautela em experimentos de inoculagdo, visto que o tratamento sem
inoculacdo e sem adubacdo nitrogenada apresenta menor desenvolvimento da parte aérea,
podendo resultar em maior valor na relacdo MSR/MSPA. Quanto ao 1QD (Figura 1) apenas
no experimento 2 em vaso com solo em casa de vegetacdo houve diferencas significativas
entre os tratamentos, com maiores valores obtidos para os tratamentos inoculados com as
estirpes ERR 496, ERR 497, ERR 498, ERR 569 ¢ SEMIA 6610, além do tratamento sem
inoculacdo e com adigdo de N (Nitrogenado). Apesar de na literatura ndo existir valores de
referéncia quanto a qualidade para as diferentes espécies arbdreas nativas, o que dificulta a

analise do 1QD (Ferraz & Engel, 2011), neste trabalho os resultados nos trés experimentos
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foram superiores aos obtidos por Goes et al. (2015) para mudas de Inga laurina. Estes autores
obtiveram através da inoculagcdo com bactérias fixadoras de nitrogénio indices variando de
0,36 a 0,43 e de 0,97 com tratamento que recebeu adubacdo nitrogenada. Estes resultados
indicam que as estirpes sdo eficientes na promocao do desenolvimento de mudas de I. edulis,

Visto as estirpes de B. ingae néo diferiram do tratamento Nitrogenado.

Figura 1. Efeito da inoculagdo com Bradyrhizobium ingae sobre a relacdo massa seca de raiz
(MSR)/massa seca da parte aérea(MSPA) e indice de qualidade de Dickson (IQD) em mudas
de Inga edulis. (A) Experimento 1 (B) Experimento 2. (C) Experimento 3. Letras diferentes
nas barras indicam diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Quanto a eficiéncia relativa, os resultados indicam que ha uma variacdo de eficiéncia

entre as estirpes de B. ingae com valores superiores a 100% nos trés experimentos (Figura 1).
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Estes valores foram superiores ao encontrado por Marques et al.,(2001), na inoculacéo
associada de estirpes de rizobios e fungos micorrizicos em Centrolobium tomentosum, que
apresentou EFR de 56,4%. Em outro estudo realizado por Grossman et al., (2006) com Inga
oerstediana, nenhuma das estirpes apresentou eficiéncia relativa superior a 100%, visto que
todas as estirpes foram inferiores na producdo de biomassa quando comparados aos
tratamentos que receberam nitrogénio nos experimentos em condicdes estéreis e ndo estéreis.
Ja as estirpes BR 6609 e BR 6610, avaliadas em condigdes estéreis inoculadas em Inga
marginata, apresentaram eficiéncia relativa de 81% (Franco & Faria, 1997) e sdo atualmente
recomendadas para inoculacdo nesta espécie (MAPA, 2011). Através dos resultados obtidos
neste estudo, trés estirpes foram selecionadas como as mais eficientes para fixacdo bioldgica
de nitrogénio em 1. edulis, a ERR 493, ERR 498 e ERR 569, pois se destacaram
principalmente na producdo de MSPA e, consequentemente NT e apresentaram eficiéncia
relativa acima de 100%.

Figura 2. Eficiéncia relativa de Bradyrhizobium ingae inoculados em plantas de Inga edulis
Mart.
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Com a analise de correlacdo entre as variaveis avaliadas nos trés experimentos (Tabela
4), verificou-se que a MSN correlacionou-se positivamente com NN, sendo altamente
significativa nos trés experimentos. AP e DC correlacionaram-se significantemente com NN e
MSN, exceto no experimento 2 em vaso com solo. NF correlacionou-se positivamente com
NN, MSN e DC no experimento em viveiro. Ja a MSPA foi altamente significativo com NN,
MSN, MSR e AP. Por fim, o NT teve correlacdo altamente significativa com NN, MSN, AP,

e MSPA, indicando que estes podem ser considerados bons pardmetros para avaliagdo da
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eficiéncia de estirpes em plantas de Inga. Apesar do NN ter correlacdo positiva com varias
variaveis avaliadas, € recomendado que a MSN seja considerada para efeitos de selecdo
(Norris & Date, 1976). Outra variavel de extrema importancia para a selecdo de estirpes
superiores para fixacdo bioldgica de nitrogénio em plantas leguminosas € o incremento na
producdo de matéria seca ou teor de nitrogénio total em relacdo a massa de nddulos, isto por
que existe uma correlacdo direta entre producdo de matéria seca e a concentracdo de N
encontrada na planta com a massa de nddulos (Dobereiner, 1966; Stowers & Elkan, 1980).
Isto pode ser evidenciado nos experimentos, onde houve uma correlacdo de altamente
significativa entre MSPA e NT. E de interesse selecionar bactérias que promovam o
incremento da parte aérea e, consequentemente, incremento de nitrogénio para a melhoria da
fertilidade do solo, visto que plantas do género Inga tém sido utilizadas principalmente para
recuperacdo de areas degradadas e em sistemas agroflorestais para o fornecimento de
nitrogénio (Grossman et al., 2006). Além disso, plantas de Inga tém sido utilizadas para
sombreamento no plantio com plantas de café no México, mas foi verificado que além do
sombreamento o plantio de I. jinicuil também foi uma fonte de entrada de nitrogénio dentro

deste sistema de producao (Roskoski, 1981).

Tabela 5. Matriz de correlacdo de Pearson (r) das variaveis utilizadas nos trés experimentos
de inoculacdo com Bradyrhizobium em Inga edulis Mart.

NN MSN MSR AP DC NF MSPA  NT
1.00
NN* 1.00
1.00
0.75***  1.00
MSN  0.79%**  1.00
0.70%**  1.00

0.33ns 0.25ns 1.00
MSR  -0.13*** (.14*** 1.00
0.27ns 0.39** 1.00
0.45** 0.52** 0.30ns 1.00
AP 0.20ns 0.08ns -0.03ns 1.00
0.51%** 0.36* 0.17ns 1.00
0.62*** 0.41* 0.53**  0.59***  1.00
DC -0.03ns 0.11ns 0.21ns 0.37* 1.00
0.39** 0.30* 0.33* 0.56***  1.00
0.11ns 0.01ns 0.00ns -0.16ns  0.05ns 1.00
NF 0.17ns 0.25ns  0.12***  0.17ns  0.26ns 1.00
0.34* 0.31* 0.16ns 0.14ns 0.35* 1.00
0.74***  0.63*** (0.64*** 0.76*** 0.75*** -0.02ns 1.00
MSPA  0.52***  0.70*** 0.23***  0.14** 0.21ns 0.36*** 1.00
0.69***  0.67*** 0.50***  0.46** 0.43** 0.43** 1.00
NT 0.69*%**  0.67*** 0.37* 0.68*** (0.72*** 0.10ns 0.78*** 1.00
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0.63*** 0.75*** -0.04*** 0.13ns 0.05ns 0.26ns 0.83*** 1.00

0.75***  0.71***  0.43** 0.49*** 0.45** 0.43** 0.92*** 1.00
INumero de nédulos (NN), massa seca de nodulos (MSN), massa seca de raiz (MSR), altura de planta (AP),
didmetro do coleto (DC), numero de foliolos (NF), matéria seca da parte aérea (MSPA) e nitrogénio total na
parte aérea (NT). Os valores da primeira linha sdo do experimento 1 em condicdes estéreis, da segunda
experimento 2 ndo estéril em vaso com solo e a terceira experimento 3 substrato ndo estéril em viveiro.
*Significancia estatistica a p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001.

Além da fixacdo bioldgica de nitrogénio, é de interesse que as estirpes selecionadas
apresentem outros mecanismos de promocao do crescimento vegetal, pois isto pode resultar
na producdo de mudas de maior qualidade. Desta forma, foi avaliada a capacidade das estirpes
em solubilizar fosfatos de calcio e de aluminio, além da capacidade de produzir compostos
ind6licos. Quanto a solubilizagdo de fosfato de célcio (CaHPO,4) em meio solido, das oito
estirpes de B. ingae avaliadas, apenas duas apresentaram a formacao de halo de solubilizacéo,
a ERR 490 com indice de solubilizacdo (I.S.) de 1,57 e ERR 496 com I.S. de 1,20, ambos
classificados com 1.S. baixo. Das estirpes recomendadas para I. marginata, a estirpe BR 6609
(Bradyrhizobium sp.) apresentou 1.S. de 4,10 (alto). As estirpes controle BR 11175"
(Herbaspirillum seropedicae) e BR 11001" (Azospirillum brasilense) apresentaram 1.S. de
3,23 (médio) e I.S. de 2,18 (baixo), respectivamente (Tabela 5).

Nenhuma das estirpes testadas apresentou halo de solubilizacdo em meio sélido
contendo fosfato de aluminio (AIPO,). Estes resultados diferem dos obtidos em outros
trabalhos para solubilizacdo de fosfato de aluminio (Hara & Oliveira, 2005; Marra et al.,
2011, 2012; Oliveira-Longatti et al., 2013), no entanto, ndo foram utilizados os mesmos meios
e mesmas fontes de fosfato de aluminio que pode justificar a auséncia de halo nas estirpes de
B. inage testadas. Quanto a quantificacdo da solubilizacdo de AIPO, em meio liquido foi
verificado que das estirpes de B. ingae e Bradyrhizobium spp. avaliadas, quatro apresentaram
esta caracteristica, ERR 490 (0,34 mg P L), ERR 492 (0,06 mg P L™), ERR 493(0,03 mg P
L), BR 6609 (0,53 mg P L) o que corresponde a 2,83%, 0,5%, 0,25% e 4,42%,
respectivamente de solubilizagdo do total de foésforo adicionado ao meio (Tabela 5). As
estirpes utilizadas como controles positivos BR 11001" e BR 11175" apresentaram 6,25%
(0,75 mg P L) e 3,66% (0,44 mg P L) de solubilizacdo, respectivamente. Portanto, a ndo
formacdo de halo em meio solido ndo deve ser utilizado com unico critério de selecdo de
solubilizadores, pois bactérias podem solubilizar fosfatos (calcio, aluminio ou ferro) sem
formacdo de um halo visivel em meios solidos (Bashan et al., 2013). Esses resultados

corroboram com Souchie et al., (2005b) nos quais constataram baixa incidéncia de
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solubilizadores de aluminio em meio sélido, j& no meio liquido todas as estirpes foram

capazes de solubilizar fosfato de aluminio.

Tabela 6. Solubilizacdo de fosfatos de célcio e aluminio e produgdo de compostos indolicos
por estirpes de Bradyrhizobium ingae.

Solubilizagéo de Producao de

Solubilizacéo de AIPO, compostos
_ CaHPO, ind6licos
Estirpes
S, P soll]\_/lel Ph % (;Ie P Trip+ Trip-
(mgL™) solavel 1

(Lg mL™)

ERR 490 1,57 (baixo) 0,34 3,85 2,83 2,48 b -
ERR 492 - 0,06 4,20 0,5 482a 577b

ERR 493 - 0,03 4,27 0,25 2,55b -
ERR 4947 - 0 0 148b 757D
ERR 496 1,20 (baixo) 0 0 - 2,62 ¢

ERR 497 - 0 0 - -

ERR 498 - 0 0 - -

ERR 569 - 0 0 - -
BR 6609 4,10 (alto) 0,53 3,78 4,42 - 2,30 c

BR 6610 - 0 0 4,23 a -
BR 11175" 3,23 (medio) 0,44 4,22 3,66 250b 49,02a
BR 11001" 2,18 (baixo) 0,75 3,48 6,25 - 3,94 c
C.V. (%)** - 28,09 - 1368 35,03

*|.S. = Indice de solubilizagdo, sendo classe baixa (IS < 2,99), média (.S 3 a 4) e alta (1.5>4).
**C.V.= Coeficiente de variacdo. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade

Quanto a producdo de compostos indolicos, na presenca de triptofano, das oito estirpes
de B. ingae avaliadas, quatro apresentaram producdo, ERR 490, ERR 492, ERR 493e ERR
494", com valores variando de 1,48 a 4,82 pg mL™ (Tabela 5). Além das estirpes de B. ingae,
a BR 6610 foi capaz de sintetizar 4,23 pg mL™ de compostos indélicos juntamente com o
controle positivo BR 11175 com 2,50 pg mL™. Na auséncia de triptofano, trés estirpes
apresentaram esta caracteristica, ERR 492, ERR 494" e ERR 496, com valores de 5,77, 7,57 e
2,62 ng mL™, respectivamente. Entre as estirpes recomendadas para |. marginata, apenas a
BR 6609 sintetizou 2,30 pg mL™ de compostos inddlicos na auséncia de triptofano. Os
controles positivos BR 111175" e BR 11001" sintetizaram 49,02 pg mL™ e 3,94 ug mL™,
respectivamente. Os resultados encontrados da sintese de compostos inddlicos por B. inage
estdo similar a encontrado por outras espécies do género Bradyrhizobium nativos da
Amazodnia, com e sem a presenca de triptofano com valores maximo obtidos de 10 ug mL™
(Oliveira-Longatti et al., 2013). Das estirpes de B. ingae, a ERR 494" e ERR 492
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apresentaram quantidades significativas em uma via independente da presenga de triptofano,
sendo de interesse selecionar bactérias que sintetizam compostos indélicos por vias
independentes, pois no solo a disponibilidade de aminoacidos geralmente € baixa.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio por Bradyrhizobium é bem conhecida. No entanto,
alguns trabalhos ja relataram que estirpes deste género também compartilham de
caracteristicas de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal, através de processos como
a producéo de fitorménios, solubilizacdo de fosforo e producédo de sider6foros (Antoun et al.,
1998; Boiero et al., 2007; Oliveira-Longatti et al., 2013). As estirpes de B. ingae apresentaram
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal que podem auxiliar no melhor
desenvolvimento de mudas de ingd, como também podem ser futuramente testadas em néo
leguminosas como promotores de crescimento. Das estirpes que foram mais eficientes na
fixacdo bioldgica de nitrogénio (ERR 493, ERR 498 e ERR 569), a estirpe ERR 493, além da
alta capacidade de fixar nitrogénio, também apresentou capacidade de solubilizar fosfato de
aluminio e produzir compostos indolicos na auséncia de triptofano, demonstrando o seu
potencial para promocao de crescimento e desenvolvimento de mudas de I. edulis. Estas
caracteristicas sdo de grande importancia para a producdo de mudas de leguminosas arboreas
de qualidade, pois podem auxiliar na sobrevivéncia destas mudas quando plantadas no campo,

em condigdes adversas comparadas ao Vviveiro.
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5. CONCLUSOES

1. As estirpes avaliadas de B. ingae sdo capazes de nodular eficientemente plantas de Inga
edulis Mart.

2. As estirpes ERR493, ERR 498 e ERR 569 foram as mais eficientes para fixacdo bioldgica
de nitrogénio.

3. Além da fixacdo bioldgica de nitrogénio, as estirpes de B. ingae possuem outros
mecanismos de promogéo do crescimento, isto €, sdo capazes de solubilizar fosfatos de calcio
e de aluminio e sintetizar compostos inddlicos.

4. Mudas de Inga edulis se mostraram mais vigorosas quando inoculadas com estirpes de B.
ingae em comparacao as estirpes atualmente recomendadas.

5. As estirpes de B. ingae podem ser utilizadas para a inocula¢do na producdo de mudas de

Inga edulis.
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