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RESUMO

Perboni, Anelise Tessari. Desempenho de plantas de canola originadas de
sementes microbiolizadas com bactérias promotoras de crescimento.
Universidade Federal de Pelotas. 2014. 98f. Tese (Doutorado) - Programa de PO4s-
Graduacao em Fisiologia Vegetal, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas fotossintéticas, o
crescimento e a producdo de plantas de canola originadas de sementes
microbiolizadas com bactérias promotoras de crescimento. Foram desenvolvidos
ensaios sequenciais utilizando diferentes isolados de bactérias promotoras de
crescimento em associacdo com hibridos de canola. No primeiro ensaio foram
utilizados 96 isolados para a selecdo massal de bactérias promotoras de
crescimento. Foram avaliados os parametros do Teste JIP obtidos a partir da
fluorescéncia da clorofila, a area foliar e a massa seca da parte aérea de plantas do
hibrido Hyola 433 aos 55 dias ap6s a semeadura (DAS). O segundo ensaio foi
desenvolvido em duas etapas com isolados selecionados no ensaio I: na etapa |
avaliaram-se a fluorescéncia da clorofila, trocas gasosas e a massa seca da parte
aérea das plantas do hibrido Hyola 433 por meio de trés medi¢cdes em diferentes
periodos do ciclo da cultura; na etapa Il procedeu-se a contagem das plantulas
emergidas, avaliacdo da fluorescéncia da clorofila, area foliar, massa seca das
folhnas e dos peciolos e caules nas plantas do hibrido Hyola 61 aos 41 DAS. No
terceiro ensaio foram utilizados os isolados DFs 104, DFs 320, DFs 513 e DFs 628,
selecionados nos experimentos anteriores; avaliou-se a emergéncia de plantulas, os
indices de performance, a area foliar, a particdo de massa seca e o indice de
clorofila durante o crescimento das plantas. Ao final do experimento foram
determinados os componentes de producdo por planta e a composicao de acidos
graxos dos gréos. A correlacdo entre os parametros do Teste JIP e as variaveis de
crescimento permitiu a determinacdo de parametros de interesse (Fo/Fnm, Fv/Fo,
ABS/RC, TRo/RC, @po, Plass € Pliia) para selecdo de isolados com potencial para
promocao de crescimento das plantas. De forma geral, os parametros do Teste JIP
foram capazes de detectar modificac6es no funcionamento da cadeia de transporte
de elétrons nas plantas dos diferentes tratamentos, contudo as respostas
apresentaram-se bastante variaveis em cada ensaio. Alguns isolados promoveram
aumento dos parametros de crescimento destacando-se DFs 320, DFs 513 e DFs
628, os quais também apresentaram tendéncias de incremento dos componentes de
producdo. Além disso, estes isolados ndo modificaram a composicdo de acidos
graxos dos graos de canola, ou seja, a microbiolizacdo das sementes pode
promover o crescimento das plantas sem provocar alteragdes na qualidade do 6leo
obtido. Conclui-se que a fluorescéncia da clorofila a pode ser utilizada nas
avaliacbes das respostas fotossintéticas das plantas provenientes de sementes
microbiolizadas com isolados bacterianos. A microbiolizacdo das sementes com os
isolados bacterianos DFs 320 [nao identificado], DFs 513 [Pseudomonas veronii] e
DFs 628 [Bacilus sp.] promove aumento do crescimento das plantas de canola do
hibrido Hyola 61.

Palavras chave: Brassica napus var. oleifera; promocdo de crescimento;
microbiolizag&o; fotossintese; fluorescéncia da clorofila a.



ABSTRACT

Perboni, Anelise Tessari. Performance of canola plants originated from seeds
microbiolized with growth-promoting bacteria. Universidade Federal de Pelotas.
2014. 98f. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The work aimed to evaluate the photosynthetic traits, growth and production of
canola plants originated from seeds microbiolized with growth-promoting bacteria.
Sequential tests were developed using different isolates of growth-promoting bacteria
in association with canola hybrids. In the first test, 96 isolates were used for the mass
selection of growth-promoting bacteria. JIP test parameters obtained from the
chlorophyll fluorescence, leaf area and shoot dry weight of the Hyola 433 hybrid were
evaluated at 55 days after sowing (DAS). The second test was conducted in two
stages with isolates selected in the test I: in the stage |, chlorophyll fluorescence, gas
exchange and shoot dry weight of Hyola 433 hybrid were evaluated through three
measurements in different periods of the crop cycle; in the stage Il, the seedlings
emerged, chlorophyll fluorescence, leaf area, leaves, petioles and stems dry weight
in plants of the Hyola 61 hybrid were evaluated at 41 DAS. In the third test, the
isolated DFs 104, DFs 320, DFs 513 and DFs 628 were used, selected in previous
experiments; the seedling emergence, performance indexes, leaf area, dry matter
partitioning and chlorophyll index were evaluated during the plants growth. At the end
of the experiment, the yield components per plant and grain composition of fatty
acids were determined. The correlation between the JIP test parameters and growth
variables allowed the determination of interest parameters (Fo/Fum, Fv/Fo, ABS/RC,
TRo/RC, ®po, Plaps and Pliota) for selection of isolates with potential to promote plant
growth. Generally, the JIP test parameters were able to detect changes in the
operation of the electron transport chain in plants of different treatments; however the
responses were highly variable in each test. Some isolates caused an increase of the
growth parameters especially DFs 320, DFs 513 and DFs 628 which also showed
trends of increase of yield components. In addition, these isolates did not change the
fatty acid composition of canola grains, i.e., the seed microbiolization can promote
plant growth without causing changes in the quality of oil obtained. We conclude that
chlorophyll fluorescence can be used in the evaluation of photosynthetic responses
of plants from seeds microbiolized with bacterial isolates. The seeds microbiolization
with bacterial isolates DFs 320 [unidentified], DFs 513 [Pseudomonas veronii] and
DFs 628 [Bacillus sp.] promotes increase of Hyola 61 hybrid canola plants growth.

Keywords: Brassica napus var. oleifera; growth promotion; microbiolization;
photosynthesis; chlorophyll a fluorescence.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda mundial por energias renovaveis esta levando a um
aumento nitido do uso de matérias-primas agricolas para a producdo de
biocombustiveis. A canola (Brassica napus L. var. oleifera) esta entre as espécies
utilizadas para esta finalidade e vem se destacando como a cultura de inverno de
maior importancia econémica no cenario mundial, ocupando hoje a terceira posi¢ao
entre as oleaginosas em producdo, principalmente pelo alto teor de dleo e
composicdo quimica do gréo, além do fornecimento de farelo com elevado contetudo
proteico.

Cotada pelo mesmo valor da soja no mercado, a canola € a principal fonte
para obtencéo de biodiesel na Europa, onde 70% de sua producéo sao destinadas a
este processo e onde também ndo ha mais areas para expansao das lavouras. Tal
fato, associado ao aumento do poder aquisitivo do brasileiro e da preocupagéo com
a qualidade alimentar da populacdo, vem despertando novos horizontes para a
cultura da canola no Brasil.

A busca por tecnologias limpas, que ndo oferecam riscos ao meio ambiente e
ao ser humano, ganha cada vez mais destaque. Os resultados de pesquisas e a
conscientizacdo a cerca dos efeitos prejudiciais dos fertilizantes quimicos e
agrotoxicos, juntamente com o alto custo de aquisicdo destes insumos, justificam os
estudos sobre o uso de inoculantes bacterianos para a promocdo do crescimento
vegetal e controle de patdgenos.

Neste sentido, as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR
- promoting growth plant rhizobacteria) podem favorecer o desenvolvimento vegetal
através de varios mecanismos, seja por meio da producdo de substancias
reguladoras do crescimento, pelo aumento na disponibilidade de nutrientes na
rizosfera, bem como pelo controle de fitopatdogenos.

Em sistemas sustentaveis, o uso de PGPR pode ser uma das alternativas
tecnologicas viaveis para aumentar a producdo, podendo ser implantada pela
microbiolizacao de sementes.

Os efeitos destes microrganismos no desenvolvimento das plantas séo
investigados em varias culturas e seus beneficios em biossistemas especificos
amplamente relatados na literatura. Contudo, tais resultados provém, na maioria das
vezes, de medidas biométricas de crescimento, sendo a avaliacdo das

caracteristicas fotossintéticas pouco empregada.
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A capacidade fotossintética das plantas tem sido intensamente estudada, uma
vez que a fotossintese é o processo inicial para a producdo de biomassa. Varios
métodos sdo descritos na literatura e utilizados para verificar as caracteristicas
fotossintéticas de plantas. Dentre esses métodos, a andlise da fluorescéncia da
clorofila a tem se tornado uma ferramenta altamente eficiente para obtencdo de
informacdes relacionadas ao transporte de elétrons e aos fatores que afetam
diretamente ou indiretamente a cadeia de transporte de elétrons da fotossintese.
Esta técnica possibilita também a identificacdo de gendtipos que apresentam melhor
aproveitamento da energia absorvida pelos fotossistemas, e que potencialmente
possam gerar mais poder redutor e ATP utilizados na reducéo do CO..

A associacdo da avaliacdo da fluorescéncia transiente da clorofila a com
medicdes de trocas gasosas da superficie foliar permite a compreensdo do
metabolismo fotossintético como um todo, englobando a elucidagdo dos processos
biofisicos responsaveis pela conversao da energia luminosa em energia quimica e
dos processos bioquimicos de assimilacdo do CO, da atmosfera nas plantas.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas
fotossintéticas, o crescimento e a producdo de plantas de canola originadas de

sementes microbiolizadas com bactérias promotoras de crescimento.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura da canola

Espécie da familia Brassicaceae, a canola € cultivada em regides de clima
temperado e ocupa a posicdo de terceira oleaginosa mais importante no
agronegocio mundial (CONAB, 2012). No Brasil, cultiva-se apenas canola da
espécie Brassica napus L. var. oleifera que foi desenvolvida por melhoramento
genético de colza, planta da espécie Brassica napus (TOMM, 2007).

O cultivo de colza teve inicio no Canada em 1942, com o objetivo de fornecer
Oleo para utilizacdo em lamparinas e motores a vapor (GENE TECHNOLOGY
REGULATOR, 2008), sendo posteriormente introduzido como 6leo comestivel na
Asia (CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY, 2009). Apenas apos 1974 houve
um incremento de sua utilizacdo na alimentacdo humana pelas nacdes ocidentais,

em virtude da criagdo de variedades de Brassica napus com teores reduzidos de
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acido erucico e glucosinolatos que passaram a ser conhecidas pelo nome de canola
(CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY, 2009).

O nome canola (derivado da expressdo CANadian Oil Low Acid) foi
inicialmente registrado para referir-se ao 6leo, torta, gréos e farelo provenientes de
variedades resultantes de melhoramento genético, que continham menos que 2% de
acido eracico no 6leo e no maximo 30 pmoles de glucosinolatos por grama de
componente solido seco do grao (SANTOS et al., 2001). Atualmente, canola € um
termo genérico internacional e ndo mais uma marca registrada.

No Brasil cultiva-se canola em uma area de aproximadamente 40 mil
hectares, sendo estes responsaveis pela producéo anual de 53 mil toneladas. O Rio
Grande do Sul € o maior produtor dos grdos com 26 mil hectares cultivados
anualmente (CONAB, 2012). Segundo Peres et al. (2005), a producao nacional de
grdos de canola € insuficiente em relacdo a demanda, atendendo apenas 30% do
consumo, o que evidencia a grande potencialidade de expanséao da cultura.

O principal uso da canola esta na alimentacdo humana onde o consumo de
seu Oleo tem sido indicado por médicos e nutricionistas como um alimento funcional
por possuir grande quantidade de acidos graxos insaturados e alta percentagem de
acido oleico (BUTKUTE et al., 2006). Além disso, os grdos de canola também s&o
utilizados como matéria prima para a producao de biodiesel e, no caso do farelo,
para a formulacéo de racdes (TOMM, 2007).

A canola também possui grande importancia como excelente alternativa para
a rotacdo de culturas, particularmente com o trigo, pela reducdo do inéculo de
doencas causadas por fungos necrotroficos que comprometem o rendimento e a
gualidade dos gréos produzidos (TOMM, 2007).

No mercado brasileiro existem varios genoétipos de canola disponiveis, 0s
quais tém comercializacdo assegurada da producdo por empresas interessadas no
refino do 6leo comestivel (TOMM, 2005). Os hibridos Hyola 43 e Hyola 60, com
resisténcia a canela-preta (doenga fangica de grande importancia na cultura)
viabilizaram o inicio da expansao da area de cultivo de canola no Brasil. Contudo,
devido aos relatos de infec¢do do fungo causador da canela-preta nestes genotipos,
0S mesmos vém sendo substituidos, nas ultimas safras, pelos hibridos Hyola 61,
Hyola 411 e Hyola 433 com resisténcia poligénica que tende a ser mais duravel e
estavel do que a resisténcia associada a apenas trés genes de Hyola 43 e Hyola 60
(TOMM, 2009).
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Com o aumento potencial da implantacdo dessa cultura torna-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas buscando informacdes sobre a mesma para as
condicOes brasileiras, uma vez que o rendimento da canola no Brasil € mais limitado
por falhas em aplicar, modificar e ajustar fatores de producdo do que pelas

condicdes edafoclimaticas do pais (TOMM, 2007).

2.2. Microrganismos promotores do crescimento de plantas

O crescimento e o desenvolvimento das plantas em solos agricultaveis sao
influenciados por diversos fatores bidticos e abidticos. A comunidade microbiana na
rizosfera € representada por populacdes diversificadas em estado de equilibrio
dindmico, refletindo o ambiente fisico, quimico, biolégico e suas relacbes
(EHRENFELD et al., 2005).

Dentre a ampla gama de organismos que coexistem no solo, diferentes
géneros de bactérias sdo componentes vitais deste ecossistema e estao envolvidos
em Varios processos, tornando-o dinamico na reciclagem de nutrientes e sustentavel
para a producéo das culturas (AHEMAD et al., 2009).

As bactérias do solo interagem especificamente com as raizes das plantas, na
rizosfera, onde sua densidade € bastante elevada (HAGHIGHI et al., 2011). Estes
microrganismos podem ser classificados de acordo com o0s seus efeitos sobre as
plantas e a forma como eles interagem com as raizes. As bactérias que colonizam a
rizosfera ou raizes e exercem efeito benéfico sobre as plantas sdo denominadas
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR - promoting-growth plant
rhizobacteria) (ABBASI et al., 2011).

PGPR sado capazes de estimular o crescimento da planta através da
mobilizacdo de nutrientes e melhorias na estrutura do solo, producao de reguladores
de crescimento, controle ou inibicdo da atividade de fitopatdogenos, biorremediacéo
de elementos contaminantes do solo como metais pesados e agroquimicos
(RICHARDSON et al., 2009; AHEMAD & MALIK, 2011; BULGARELLI et al., 2013),
entre outros mecanismos.

Na era da producdo agricola sustentavel, as interacfes planta-microrganismo
que ocorrem na rizosfera desempenham um papel de grande importancia na
transformacao, mobilizacéo e solubilizagdo de nutrientes que ser&o absorvidos pela
planta para desenvolver seu maximo potencial genético (HAYAT et al., 2010). As

abordagens bioldgicas para melhoria da producdo agricola estdo tornando-se cada
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vez mais populares, pela necessidade atual de se estabelecer alternativas adicionais
a adubacao com fertilizantes quimicos (SAHARAN & NEHRA, 2011).

As rizobactérias sédo alternativas ideais para protecdo das culturas, pela
possibilidade de aplicacdo as sementes ou pela mistura com o solo durante a
semeadura ou transplante. Representam uma ferramenta potencialmente valiosa
para o controle de doencgas, principalmente, em sistemas de producédo de alto valor
associado, onde ha escassez de produtos quimicos registrados ou, quando
disponiveis, apresentam baixa eficacia (ZEHNDER et al., 2001).

Neste contexto, uma ampla investigacdo tem sido desenvolvida em todo o
mundo, com o objetivo de explorar rizobactérias que possuem, além das
propriedades de promocdo do crescimento vegetal, outras caracteristicas como
potencial de desintoxicacdo de metais pesados no solo (MA et al., 2011a),
degradacdo/tolerancia a agroquimicos (AHEMAD & KHAN, 2012a), tolerancia a
estresse abitticos (PATEL et al., 2012; GURURANI et al., 2013) entre outras.

As PGPR tém sido identificadas em diversos géneros incluindo Acinetobacter,
Azospirillium, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter,
Pantoea, Pseudomonas e Ralstonia (SUDHAKAR et al.,, 2000; KUKLINSKY-
SOBRAL et al., 2004; KARAKURT & KOTAN, 2011). Embora os mecanismos
envolvidos na promoc¢ao do crescimento de plantas, mediado por rizobactérias, nédo
estejam completamente elucidados, varias descobertas tém sido descritas na
literatura.

Este conhecimento a respeito do cenario atual da utilizacdo de
microrganismos na busca da promocdo do crescimento vegetal, e de seu
desempenho em diferentes agro-ecossistemas, amplia as perspectivas da

aplicabilidade das PGPR nas mais variadas culturas.

2.2.1. Rizosfera

A rizosfera compreende a porcdo do solo que rodeia o sistema radicular,
sendo o termo rizobactérias empregado para definir um grupo de bactérias
associado a este ambiente (DOBBELAERE et al., 2003).

Além de proporcionar suporte mecanico, agua e nutrientes, as raizes também
executam outras funcdes mais especializadas na rizosfera, que contam com a
sintese e exsudacdo de metabdlitos (BERTIN et al.,, 2003). Compostos como

carboidratos, aminoacidos, acidos organicos, fendis, acidos graxos, vitaminas e
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enzimas compreendem os principais exsudatos secretados pela raiz (CARVALHAIS
et al., 2011).

Através do processo de secrecdo radicular, os microrganismos sédo atraidos
por quimiotaxia em direcdo aos exsudatos liberados que servirdo como substrato
metabdlico, juntamente com os produtos da decomposicao das células mortas das
raizes (rizodeposicdo) (BULGARELLI et al., 2013). Ao metabolizar as fontes de
carbono e nitrogénio provenientes destes compostos, algumas moléculas produzidas
pelos microrganismos serdo re-absorvidas pelas plantas e utilizadas em seu
crescimento e desenvolvimento (KANG et al., 2010).

Cabe salientar, que a composicao dos exsudatos radiculares é dependente do
estado fisiolégico e da espécie da planta, assim como dos microrganismos
presentes no solo (KANG et al., 2010). Sendo assim, os compostos liberados pelas
raizes podem estimular relacdes benéficas as plantas, alterar as propriedades do
solo bem como repelir organismos deletérios e inibir o crescimento de espécies
competidoras (MATHESIUS & WATT, 2011).

2.2.2. Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas

O termo rizobactérias foi inicialmente introduzido na década de 70 para
designar bactérias ndo simbidticas que ocorrem naturalmente no solo e possuem a
capacidade de colonizar as raizes e estimular o crescimento das plantas
(KLOEPPER & SCHROTH, 1978),

Com o passar dos anos e 0s avancos no conhecimento das relagbes entre a
microbiota, a rizosfera e as raizes das plantas, novas definicbes foram
estabelecidas. De acordo com Vessey (2003) as espécies de bactérias do solo que
crescem na rizosfera, em torno das raizes ou dentro de tecidos vegetais e estimulam
o0 crescimento das plantas, por uma infinidade de mecanismos, sdo conhecidas
coletivamente como PGPR.

Entretanto, Gray & Smith (2005) incluiram as bactérias que estabelecem
relacdes simbidticas com a planta no grupo das rizobactérias propondo um novo
conceito de classificacdo destes microrganismos: as PGPR intracelulares (iPGPR),
as quais englobam as bactérias que habitam o interior das células da raiz, produzem
nédulos e geralmente estdo localizadas dentro destas estruturas especializadas; e
as PGPR extracelulares (ePGPR), que compreendem as bactérias que se

desenvolvem na rizosfera, rizoplano ou nos espacos entre as células do cortex da
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raiz, sem a formacdo de nodulos, mas com capacidade de promover o0
crescimento vegetal através da producdo de sinais ou substancias especificas.

Atualmente, as bactérias pertencentes ao género Rhizobium sdo as mais
estudadas dentre as IPGPR. No grupo das ePGPR, os géneros Bacillus,
Pseudomonas e Serratia tém sido o foco da maioria das pesquisas (SILVEIRA,
2008). Deve-se destacar a existéncia de rizobactérias que podem se estabelecer
tanto no interior, quanto no ambiente externo a célula, encaixando-se em ambos o0s
grupos, como por exemplo, as pertencentes ao género Burkholderia (GRAY &
SMITH, 2005).

O uso potencial de PGPR para estimular o crescimento e aumentar a
producdo das plantas tem evoluido ao longo dos ultimos anos devido aos estudos
desenvolvidos a cerca deste tema, bem como do sucesso na reprodutibilidade dos
resultados obtidos nos experimentos de campo (FARZANA et al., 2009).

Incrementos no crescimento e na produtividade tém sido relatados em uma
série de culturas, climas, solos e faixas de temperatura, em resposta a aplicacéo de
PGPR. Por exemplo, em plantas de trigo cultivadas em casa de vegetacdo, a
producdo de grédos e a biomassa total de plantas aumentaram em 34 e 39%,
respectivamente, devido a microbiolizacdo de sementes com Azorhizobium
caulinodans (WEYENS et al., 2009). Por outro lado, o tratamento de sementes de
milho com Pseudomonas alcaligenes, Bacillus polymyxa e Mycobacterium
phleistrains aumentou significativamente a massa seca total das plantas cultivadas
em casa de vegetacao em até 38% (EGAMBERDIYEVA, 2007).

Estudos desenvolvidos a campo no Brasil com trigo e milho, também tem
demonstrado que a utilizacdo de rizobactérias, entre elas Pseudomonas spp. e
Bacillus spp., promove a maximizagdo do crescimento das plantas resultando no
aumento do rendimento de grdos ao nivel de 18 a 28% para o trigo e de 8 a 16%
para o milho (LUZ, 2001a; 2001b).

Os géneros Pseudomonas e Bacillus tém sido amplamente estudados e seus
beneficios observados em varias culturas. Em plantas de cebola cultivadas em
campo, originadas de sementes microbiolizadas com espécies correspondentes a
estes géneros, foram obtidos acréscimos de 15,7 a 24,4% na producgéo total de
bulbos por hectare e de 4,3 a 13,5% na massa média de cada bulbo (HARTHMANN
et al., 2010)
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Além do uso isolado, as associacdes de rizobactérias tém apresentado
resultados satisfatoérios na promocao do crescimento vegetal. Em plantas de soja, a
inoculacdo de sementes com trés espécies de Bacillus e Bradyrhizobium japonicum
proporcionou 0 aumento de crescimento bem como dos niveis de nodulacdo das
raizes tanto em casa de vegetacdo como em condi¢Bes de campo (BAI et al., 2003).

Assim, os amplos beneficios ocasionados pela associacdo das PGPR aos
vegetais, como o incremento da biomassa da planta e do volume de raizes, aumento
do indice de germinacdo de sementes e emergéncia de plantulas, aceleracdo do
crescimento, antecipacdo da colheita e acréscimos na produtividade ocorrem
através de diversos mecanismos de promoc¢do do crescimento presentes ao longo
do ciclo da planta e que se alternam durante estadios de desenvolvimento

especificos.

2.2.3. Mecanismos de promoc¢dao do crescimento de plantas

A complexa rede de interacbes que ocorre entre os vegetais e as PGPR pode
afetar o crescimento da planta diretamente pela facilitacdo da aquisicdo de
nutrientes (nitrogénio, fésforo e nutriente essenciais) e modulacao de reguladores de
crescimento ou indiretamente através da diminuicdo dos efeitos inibitérios de

patégenos sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas (GLICK, 2012).

2.2.3.1. Fixacéo bhioldgica de nitrogénio

A fixacdo biolégica de nitrogénio € o processo de conversao do nitrogénio
atmosférico (N2) a amoénia (NH3), atravées de um complexo enzimético denominado
nitrogenase (BULGARELLI et al., 2013). Por meio deste mecanismo, compostos
nitrogenados séo fornecidos diretamente para as plantas por meio de associacdes,
ou entdo, quando 0s microrganismos morrem, sao liberados no ambiente
(LINDERMANN & GLOVER, 2003).

O nitrogénio é um elemento essencial, necessario para a sintese celular de
enzimas, proteinas, clorofilas, DNA e RNA, sendo extremamente importante para o
crescimento das plantas e producdo de alimentos (HAYAT et al., 2010). O
suprimento de nitrogénio atravées da fixagdo bioldgica corresponde a
aproximadamente dois tercos de todo nitrogénio utilizado globalmente, enquanto o
restante é industrialmente sintetizado (RUBIO & LUDDEN, 2008).



17

Acompanhando o expressivo aumento populacional, a necessidade de
grandes quantidades de nitrogénio na agricultura tendera a crescer com o passar
dos anos a fim de suprir a demanda por alimentos. Com isso, a utilizacdo de
rizobactérias que promovem a fixacdo biologica deste elemento podera reduzir as
aplicacOes de fertilizantes quimicos nitrogenados reduzindo os custos de producéo e
preservando o meio ambiente (STEFAN et al., 2008).

Os microrganismos fixadores de nitrogénio, também denominados
diazotroficos, sdo geralmente classificados como: (a) bactérias simbidticas fixadoras
de N, incluindo, além dos membros da familia Rhizobiaceae, que apresentam
simbiose com plantas leguminosas (AHEMAD & KHAN, 2012), os do género Frankia
gue estabelecem relacdo com plantas lenhosas ndo leguminosas; e (b) bactérias
fixadoras de N, ndo-simbidticas que podem apresentar vida livre, associativa e
endofitica tais como Azospirillum, Azotobacter, Azocarus e cianobactérias
(Anabaena, Nostoc) (BHATTACHARYYA & JHA, 2012).

A fixacdo biolégica por meio da simbiose que ocorre entre 0s rizobios e as
leguminosas é responsavel pela fixacdo de até 460 kg de nitrogénio por hectare ao
ano (BULGARELLI et al., 2013). Os rizébios, os quais compreendem espécies da
familia Rhizobiaceae (Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Allorhizobium e Sinorhizobium), estabelecem relacdes simbidticas com leguminosas
gue resultam na formacdo de nédulos que sé@o os sitios de fixacdo do nitrogénio
(MATIRU & DAKORA, 2004).

Além de possibilitar que o N, atmosférico seja utilizado pelas leguminosas,
varios estudos tém destacado que os produtos da fixacdo realizada pelos rizobios
também podem beneficiar plantas ndo leguminosas através da transferéncia direta
aos cultivos consorciados ou as espécies subsequentes utilizadas na rotacdo de
culturas (HAYAT et al.,, 2008). O isolamento do rizébio como enddfito natural tem
ocorrido em varias espécies como, por exemplo, o milho (MARTINEZ-ROMERO et
al., 2000).

As bactérias fixadoras de N, ndo simbidticas apresentam uma menor
contribuicdo no fornecimento de nitrogénio para a planta hospedeira quando
comparadas aos microrganismos simbiontes. No entanto, uma gama de PGPR
estabelece interacbes com plantas como arroz, trigo, milho, cana de agucar e
algodao, promovendo fixacdo biolégica de N, e aumentando significativamente o

crescimento vegetativo e a produtividade de grdos (KENNEDY et al., 2004).



18

Sao diversos os exemplos de bactérias de vida livre que fixam nitrogénio
biologicamente. As espécies do género Azobacter sdo expressivamente utilizadas
em culturas como inoculantes, principalmente em associagdo com Azospirillum
(TILAK et al, 2001). Estudos de inoculacdo com Azobacter demonstraram
incremento no rendimento de plantas de algoddao (ANJUM et al., 2007) e trigo
(GHOLAMI et al., 2009).

Por sua vez, membros do género Azospirillum séo bactérias diazotréficas que
vivem em estreita associacdo com raizes de varias plantas hospedeiras, em especial
0S cereais. A associacdo de espécies de Azospirilum com as plantas promove
aumento do desenvolvimento e rendimento do vegetal, atribuido, principalmente, a
melhoria no desenvolvimento radicular e incrementos na absorcdo de agua e de
minerais, e em menor proporcdo a fixacdo biologica de N, (OKON & ITZIGSOHN,
1995). Estudos de inoculagcdo com Azospirillum brasilense identificaram maior
absorcdo de nitrogénio e aumento da concentracdo de proteinas nos gréos de
plantas de trigo (SAUBIDET et al., 2000).

As espécies do género Burkholderia também sao capazes de fixar Na.
Burkholderia vietnamiens foi utilizada em ensaio de campo para inoculacéo de arroz
irrigado, na semeadura e transplante, ocasionando até 22% de aumento no
rendimento de grdos (TRAN VAN et al., 2000).

Também consideradas como diazotréficas, as bactérias do género
Herbaspirillum caracterizam-se por ser endofiticas e colonizar as raizes de culturas
como cana de acucar, arroz, milho e outros cereais (JAMES et al., 2000). Ensaios
realizados em arroz mostraram que a inoculacdo com Herbaspirillum pode promover
a fixacdo de 31 a 45% do nitrogénio total de plantulas com 30 dias apos a
semeadura (BALDANI et al., 2000).

A fixacdo de nitrogénio e promocao do crescimento de plantas, também tem
sido constatada em varias espécies da familia Enterobacteriaceae entre elas
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter e provavelmente em outras ainda nao
identificadas (KENNEDY et al., 2004).

2.2.3.2. Solubilizacéo de fosfato
O fosforo, segundo nutriente limitante do crescimento das plantas depois do
nitrogénio, é abundante nos solos em formas organicas e inorganicas (KHAN et al.,

2009). Porém, na maioria dos solos, o fosforo encontra-se indisponivel para as
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plantas que sdo capazes de absorver apenas suas formas solaveis (ions H,PO4 e
HPO,?) (BHATTACHARYYA & JHA, 2012).

Portanto, estratégias para maximizar a disponibilidade e absorcao do fosforo
podem contribuir significativamente para o crescimento e produtividade das culturas,
uma vez que a fragcdo prontamente disponivel deste mineral para a planta
corresponde a apenas 5% da quantidade total existente no solo (DOBBELAERE et
al., 2003). Neste contexto, microrganismos com atividade de solubilizacdo do fosfato
podem atuar como substitutos ideais de fertilizantes quimicos fosfatados,
amplamente utilizados na agricultura (KHAN et al., 2006).

Tipicamente, a solubilizacdo do fésforo inorganico ocorre como consequéncia
da producéo de acidos organicos (como acetato, sucinato, citrato e gluconato) que
sao sintetizados por varios grupos de bactérias do solo (BULGARELLI et al., 2013).
Por outro lado, a mineralizacdo do fésforo orgénico ocorre através da sintese de
diferentes fosfatases que promovem a liberacédo de &cidos fosforicos (GLICK, 2012).

Dentre os microrganismos que habitam a rizosfera, as rizobacérias
solubilizadoras de fosfato sdo consideradas biofertilizantes promissores, podendo
fornecer fésforo para as plantas a partir de fontes pouco aproveitaveis através de
varios mecanismos (ZAIDI et al., 2009). Bacillus, Pseudomonas e Rhizobium séo
relatados como os géneros de PGPR mais eficientes neste processo (SAHARAN &
NEHRA, 2011).

Os efeitos benéficos da inoculacdo com diversos géneros de rizobactérias
solubilizadoras de fosfato, utilizadas de forma isolada (AHEMAD & KHAN, 2012a;
CHEN et al., 2008) ou em combinacdo com outros microrganismos rizosféricos
(VIKRAM & HAMZEHZARGHANI, 2008) tém sido amplamente relatados.

2.2.3.3. Producéao de sidero6foros

Semelhante ao fosforo, o ferro € abundante no solo, mas nédo se encontra
disponivel para as plantas em grandes quantidades, devido a baixa solubilidade dos
oxidos de ferro (11) (RAJKUMAR et al., 2010).

As plantas desenvolveram diferentes estratégias para combater esta limitacédo
como a liberagcédo de protons e acidos organicos pelas raizes para diminuir o pH do
solo e aumentar assim a disponibilidade de ferro e/ou a liberacdo de moléculas de
baixo peso molecular (sideréforos) que podem se ligar ao mineral e, em seguida, ser
absorvidas pelas células da raiz (JEONG & GUERINOT, 2009).
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Assim como as plantas, as rizobactérias podem produzir uma ampla gama de
sideréforos atuando como agentes quelantes de ferro a partir de compostos minerais
ou organicos em condic¢des de limitacdo do elemento (BULGARELLI et al., 2013).

Além da disponibilizacdo de ferro para o desenvolvimento da bactéria, a
formacao do complexo ferro-sideréforo também impede a proliferacdo de patdégenos
devido a competicdo pelo nutriente no ambiente (DOBBELAERE et al., 2003).

Ao contrario dos fitopatdbgenos, as plantas ndo sdo prejudicadas pela
deplecdo de ferro pela rizobactérias, pelo fato de conseguirem capturar complexos
ferro-sideréforos bacterianos utilizando o ferro liberado bem como o sideréforo, que
serd reciclado ou entdo destruido (RAJKUMAR et al., 2010).

Vérios trabalhos identificaram a promocdo do crescimento vegetal por
rizobactérias capazes de produzir sideréforos. Por exemplo, em estudo realizado em
plantas de Arabidopsis thaliana, constatou-se a absorcdo de complexos ferro-
pioverdinas sintetizados por Pseudomonas fluorescens, levando a um aumento da
concentracdo de ferro no interior dos tecidos da planta e incremento do crescimento
(VANSUYT et al.,, 2007). Além disso, varios pesquisadores tém relatado a efetiva
reducdo da severidade de doencas flngicas em plantas ocasionada por diversas
espécies de rizobactérias que produzem sideréforos (DEY et al., 2004).

2.2.3.4. Producao de reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento sdo compostos quimicos que influenciam e
promovem o0 crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo muitas vezes
divididos em cinco grandes grupos - auxinas, citocininas, giberelinas, &cido abscisico
e etileno - embora jA se tenha reconhecido a atividade hormonal em outros
compostos como brassinosterdides e estrigolactonas (SANTNER & ESTELLE,
2009).

Moléculas que pertencem ao grupo das auxinas, destacando-se o acido indol
acético (AIA) como mais abundante, estdo envolvidas em muitos aspectos do
crescimento e desenvolvimento vegetal (BULGARELLI et al., 2013). Além de mais
abundante, o AIA é a auxina fisiologicamente mais ativa nas plantas e tem sido foco
da maioria dos estudos ligados a producdo de reguladores de crescimento por
rizobactérias. Estima-se que 80% das bactérias isoladas da rizosfera possam
produzir AIA (PATTEN & GLICK, 1996).
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O AIA proveniente das rizobactérias promove a alteracdo do pool de AlA da
planta ao ser absorvido, influenciando consequentemente todos 0S processos
fisiologicos afetados por este hormoénio. Além disso, o AlA apresenta um importante
papel no aumento da superficie, area e comprimento das raizes ampliando o acesso
a dgua e aos nutrientes no solo (GLICK, 2012).

Estudos com mudas de eucalipto cultivadas em substrato inoculado com
rizobactérias produtoras de AIA demonstraram o aumento do enraizamento e da
massa seca das raizes das plantas (TEIXEIRA et al., 2007). A inoculacdo de plantas
de batata doce com isolados capazes de produzir AIA promoveu aumentos
significativos no crescimento da planta e na absorcdo de nitrogénio, fésforo,
potassio, célcio e magnésio, que podem estar vinculados aos beneficios no
crescimento radicular (FARZANA & RADIZAH, 2005)

Dentre os inumeros trabalhos realizados com rizobactérias, tem-se verificado
gue a maioria das espécies de Rhizobium produz AlA, fato este que pode estar
associado aos processos de divisdo e diferenciacdo celular e formacao do feixe
vascular, afetados pelo horménio, que sdo essenciais a formacdo do ndodulo
(AHEMAD & KHAN, 2012b).

Além das auxinas, outros importantes reguladores de crescimento sao
produzidos por rizobactérias como as citocininas (SALAMONE et al.,, 2001),
giberelinas (GUTIERREZ-MANERO et al., 2001) e o acido abscisico (DOBBELAERE
et al.,, 2003) e, embora estudados em menor escala, participam da promocao do
crescimento das plantas bem como das respostas de defesa contra patégenos e

estresses ambientais.

2.2.3.5. Atividade da 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase

O etileno é um horménio produzido endogenamente por todas as plantas,
sendo essencial para o crescimento e desenvolvimento adequado (SALEEM et al.,
2007). Em situacbes de estresse, geradas, por exemplo, por seca, alagamento,
salinidade, metais pesados e patdgenos, o nivel enddgeno de etileno cresce
significativamente (BHATTACHARYYA & JHA, 2012). Inicialmente, verifica-se um
pico da concentracdo de etileno, induzido pelas condicbes adversas, o qual é
considerado benéfico por promover respostas de defesa nas plantas (STEARNS &
GLICK, 2003). Com a persisténcia do estresse ha um segundo pico da concentracdo

de etileno, mais acentuado que o primeiro, responsavel por desencadear processos
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de senescéncia, clorose e abscisdo, causando assim um efeito inibitério para o
crescimento da planta (STEARNS & GLICK, 2003).

Algumas PGPR podem interferir na biossintese de etileno pela expresséo da
enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase que cliva o ACC, o
precursor imediato do etileno em todas as plantas superiores, produzindo a-
cetobutirato e amonia (GLICK, 2005).

Atualmente, as PGPR que produzem ACC deaminase tém sido identificadas
em varios géneros como Azospirilum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Pseudomonas, Serratia e Rhizobium (SHAHAROONA et al., 2007; ZAHIR et al.,
2008; KANG et al., 2010). Estas bactérias associam-se as raizes dos hospedeiros e
podem atuar como drenos de ACC, limitando as respostas inibitérias do etileno
sintetizado nos tecidos das plantas e promovendo o crescimento, principalmente em
condi¢Oes de estresse (CHENG et al., 2012).

Os principais efeitos relatados pela inoculacdo de sementes e raizes com
rizobactérias que produzem ACC deaminase estdo relacionados ao aumento da
germinacao (ZAFAR-UL-HYE et al., 2007), promocao do alongamento radicular e do
crescimento da parte aérea e aumento da nodulacdo rizobial e absorcdo de
nutrientes como nitrogénio, fésforo e potassio (GLICK, 2012).

2.2.3.6. Mecanismos indiretos

O papel das rizobactérias no biocontrole de fitopatdgenos, promovendo o
crescimento da planta de forma indireta, tem sido um assunto de consideravel
interesse em termos de compreensdo de alguns dos mecanismos envolvidos e da
aplicabilidade comercial destes microrganismos com o objetivo de substituir produtos
quimicos.

O principal mecanismo indireto de promocdo do crescimento vegetal esta
relacionado com a atuacdo das PGPR como agentes de biocontrole contra
fitopatdbgenos (GLICK, 2012). Em geral, a exclusdo competitiva, a inducdo de
resisténcia e a producdo de metabdlitos antifingicos sdo 0s principais mecanismos
ligados a esta atividade (LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009).

Muitas rizobactérias tém sido relatadas como produtoras de metabdlitos
antifngicos como o acido cianidrico e enzimas que degradam a parede celular dos
fungos como quitinases e [(3-1,3-glucanases (PERSELLO-CARTIEAUX et al., 2003).

A interacdo de rizobactérias com as raizes das plantas pode resultar em resisténcia
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contra algumas bactérias patogénicas, fungos e virus caracterizando um fenémeno
denominado resisténcia sistémica induzida (ISR - induced systemic resistance), que
€ desencadeado por meio da liberacdo de varios compostos como, por exemplo,
sideroforos e substancias volateis (LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009).

A maioria das respostas no biocontrole por meio da inoculagdo com
rizobactérias tém sido visualizada em plantas de Arabidopsis thaliana, contudo a ISR
também é verificada em culturas como feijdo, tabaco e tomate e por espécies
pertencentes principalmente aos géneros Pseudomonas, Bacillus e Serratia
(SHORESH et al., 2010).

Dentre as rizobactérias biocontroladoras, as estirpes de Bacillus subtilis sdo
as mais utilizadas devido a sua ampla capacidade de reducdo de doencas e
producdo de antibiéticos, quando aplicadas no tratamento de sementes (KOKALIS-
BURELLE et al., 2006). Pseudomonas fluorescentes sdo amplamente conhecidas
pela supresséo de fungos patogénicos no solo através da producdo de metabdlitos
antifingicos e pelo sequestro de ferro com a liberacdo de sideroforos na rizosfera
tornando-o indisponivel para outros organismos (DWIVEDI & JOHRI, 2003).

Varias espécies destes dois genéros de bactérias tém sido utilizadas em
estudos de biocontrole de doencas. Por exemplo, em trabalho realizado com a
microbiolizacdo de sementes de tomate verificou-se a reducdo do percentual de
folhas apresentando sintomas de murcha ocasionada por Ralstonia solanacearum e
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici através da utilizacdo de isolados bacterianos
dos genéros Pseudomonas e Bacillus (ROCHA & MOURA, 2013).

E importante observar, que além do controle de fungos e bactérias deletérias,
estudos tém identificado efeitos positivos no controle de fitonematdides. Ensaios
conduzidos em plantas de meldo e melancia demostraram reducéo da severidade do
ataque de nematoides com a aplicacéo de formulagdes compostas por rizobactérias
(KOKALIS-BURELLE et al., 2003). Ainda, combinagdes de rizobactérias, utilizadas
para microbiolizar sementes de arroz, promoveram o controle de Meloidogyne
graminicola associado a promoc¢ao de crescimento das plantas (SOUZA JUNIOR et
al., 2010)

2.3. Fotossintese: Fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas
A fotossintese, associada a uma série de processos fisioldgicos, bioquimicos

e moleculares, € um processo chave para o crescimento e desenvolvimento da
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planta (ASHRAF & HARRIS, 2013). A vida na Terra depende das transducgdes de
energia dos processos fotossintéticos a partir da energia luminosa absorvida para a
energia de excitacdo, energia de oxidoreducao (transporte de elétrons) e, por fim,
energia armazenada em estruturas ordenadas e na biomassa produzida (TSIMILLI-
MICHAEL & STRASSER, 2013).

O comportamento energético do aparato fotossintético € fundamental na
investigacdo da fotossintese e pode ser avaliado por meio de medicbes da
fluorescéncia da clorofila a. A analise da cinética da fluorescéncia da clorofila a €
uma técnica ndo invasiva e confidvel, amplamente utilizada em estudos
desenvolvidos com organismos fotossintéticos oxigénicos (plantas superiores, algas
e cianobactérias) no que diz respeito tanto a pesquisa basica quanto a pesquisa
aplicada (STIRBET & GOVINDJEE, 2011).

Embora a fluorescéncia corresponda a uma fragcdo muito pequena da energia
nao aproveitada no processo fotoquimico que é dissipada (aproximadamente 2-10%)
(TRISSL et al., 1993), ela é facilmente mensuravel e tem sido utilizada como uma
ferramenta poderosa na investigacdo de eventos fisioldgicos nas plantas e obtencéo
de informagbes detalhadas sobre a estrutura e funcionamento do aparelho
fotossintético (DAYAN & ZACCARO, 2012).

Quando as folhas de plantas adaptadas ao escuro séo iluminadas por luz
actinica saturante, a emissao da fluorescéncia aumenta a partir de um nivel minimo
(Fo ou O) a um nivel maximo (Fy ou P), em trés fases distintas separadas por pelo
menos dois passos intermediarios, J e | (STRASSER et al., 1995), caracterizando a
curva de inducdo de fluorescéncia ou curva OJIP. De acordo com a interpretacéo
mais aceita, denominada modelo Qa e proposta por Duysens e Sweers (1963), este
aumento de fluorescéncia esta diretamente relacionado ao estado redox da quinona
A [Qa] (STIRBET & GOVINDJEE, 2012).

A excitacdo do fotossistema Il (FSIl) adaptado ao escuro conduz a formacao
reversivel do par radical primario Psgo Feo™ que pode ser eficientemente utilizado na
reducdo da Qa, resultando no decréscimo da captura de elétrons pelo centro de
reacdo (RC) e no aumento da dissipacdo da energia luminosa absorvida, como
fluorescéncia e calor (JOLY et al., 2009).

Dessa forma, a indugéo da fluorescéncia reflete o fechamento dos RC do FSlI
ap0s o acumulo de Qa reduzida, o qual, também é dependente da cinética de

oxidacdo pelo aceptor secundario quinona B e da entrada de elétrons a partir do
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lado doador do FSIlI (BUKHOV et al.,, 2004). Portanto, as altera¢cdes que ocorrem
durante a inducéo da fluorescéncia podem ser essencialmente correlacionadas com
0S eventos sucessivos de oxidacao/reducdo dos aceptores de elétrons da cadeia de
transporte de elétrons fotossintético como um todo (PAPAGEORGIOU &
GOVINDJEE, 2004).

Com base na teoria dos fluxos de energia em biomembranas (STRASSER,
1978), a avaliacdo da cinética de emissdo da fluorescéncia transiente pode ser
descrita utilizando-se o Teste JIP (STRASSER & STRASSER, 1995).

O Teste JIP fornece uma série de parametros, dentre 0s quais estéo,
principalmente, as estimativas de fluxos de energia por centro de reacdo ou por
seccdo transversal (area) da amostra, e as razfes entre os diferentes fluxos de
energia (STIRBET & GOVINDJEE, 2011). Estes parametros sao calculados
utilizando-se os valores das intensidades de fluorescéncia, registrados através de
medicbes do transiente OJIP, que levam em consideracdo uma série de hipoteses
sobre o funcionamento do aparelho fotossintético, tais como a conversao de energia
de excitacdo e as caracteristicas peculiares das fases da transferéncia de elétrons
entre os dois fotossistemas (TSIMILLI-MICHAEL & STRASSER, 2008).

A selecdo adequada dos parametros matematicos propostos pelo Teste JIP,
permite quantificar a energia absorvida e aproveitada no sistema fotossintético,
podendo também avaliar o desempenho fotossintético das plantas (TSIMILLI-
MICHAEL & STRASSER, 2008).

Atualmente, a fluorescéncia da clorofila a, além de amplamente empregada
em investigacdes do transporte de elétrons, € utilizada para a compreensdo do
processo de assimilacdo de CO, em folhas. A combinacdo desta técnica com a
avaliacao das trocas gasosas, por meio de analisadores de gases no comprimento
de onda infravermelho, possibilita a compreensdo do metabolismo fotossintético
associando as reacodes fotoquimicas e bioquimicas da fotossintese (MARTINAZZO,
2011).

Medicbes das trocas gasosas tipicas sdo empregadas principalmente para
quantificar os fluxos de CO, e agua que ocorrem nas superficies foliares permitindo
também o entendimento do mecanismo de abertura e fechamento estomatico
(ENNAHLI & EARL, 2005).

A variagdo diaria da assimilacdo de CO, e as curvas de resposta da

fotossintese em relacdo ao aumento da densidade de fluxo de fotons
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fotossinteticamente ativos, temperatura e concentragcdao de CO,, sdo amplamente
verificadas em diversos trabalhos sendo utilizadas para desenvolver modelos de
predicdo das respostas das culturas as mudancas climaticas globais (RUIZ-VERA et
al., 2013), obter caracteristicas fotossintéticas das espécies (ZHANG & LIU, 2012) e
para verificar os efeitos das condigbes de crescimento e estresses sobre a
fotossintese (HE et al., 2010; ARANJUELO et al.; 2013).

3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bacteriologia Vegetal do
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel e no
Laboratério de Metabolismo Vegetal e casa de vegetacdo do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia, ambos pertencentes a Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), situada no municipio do Capao do Ledo no Rio Grande do Sul.

3.1. Ensaio | - Selecdo massal de bactérias promotoras do crescimento de
plantas de canola

Foram utilizadas sementes do hibrido de canola Hyola 433 para desenvolver
este ensaio. Os 96 isolados bacterianos destinados para a selecdo de bactérias
promotoras do crescimento sao apresentados na Tabela 1 e foram provenientes da
colecdo do Laboratério de Bacteriologia Vegetal.

Os dados meteoroldgicos de temperaturas minima, maxima e média diaria,
insolacao, radiacdo solar e numero de dias de geada do periodo correspondente a
realizacdo do ensaio foram coletados na Estacdo Agroclimatologica de Pelotas -
Convénio EMBRAPA/UFPEL, localizada a aproximadamente 1000 metros da casa

de vegetacéo onde foi desenvolvido o estudo, e sédo apresentados no Anexo A.
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Tabela 1. Representacdo numérica, identificacdo e habitat dos 96 isolados utilizados
na sele¢cdo massal de bactérias promotoras do crescimento em plantas do hibrido de
canola Hyola 433

Representagéo

numérica Tratamentos Identificacdo* Identidade** Habitat
0 Testemunha - - -
1 DFs 39 Né&o identificado - Tunica de alho
2 DFs 77 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
3 DFs 83 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
4 DFs 93 Bacillus cereus - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
5 DFs 96 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
6 DFs 104 Nao identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
7 DFs 109 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
8 DFs 113 Nao identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
9 DFs 119 Nao identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
10 DFs 127 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
11 DFs 144 Bacillus thuringiensis 98 % Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
12 DFs 149 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
13 DFs 150 N&o identificado - Solo (Capéo do Le&o/UFPel 1)
14 DFs 152 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
15 DFs 155 N&o identificado - Solo (Capéo do Ledo/UFPel 1)
16 DFs 185 Pseudomonas synxatha 100% Sementes de arroz
17 DFs 256 NZo identificado - SO'(?Dél'g{:;jS"a
18 DFs 306 N&o identificado - Sementes de cebola
19 DFs 320 N&o identificado - Folha de alho
20 DFs 326 N&o identificado - Folha de cebola
21 DFs 347 Na&o identificado - Folha de cebola
22 DFs 348 Bacillus cereus 100% Folha de cebola
23 DFs 349 N&o identificado - Folha de cebola
24 DFs 359 N&o identificado - Folha de cebola
25 DFs 381 N&o identificado - Tanica de alho
26 DFs 409 N&o identificado - Sementes de cebola
27 DEs 416 Bacillus sp. ) Indicador de antibiose contra

Bipolaris oryzae
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Represe,n'tagao Tratamentos Identificag&o* Identidade** Habitat
numeérica
28 DFs 419 Bacillus cereus 99% Indicadqr de ?‘”“biose contra
Bipolaris oryzae
~ e Indicador de antibiose contra
29 DFs 422 Nao identificado - Bipolaris oryzae
30 DFs 439 Nao identificado - Bulbilho de alho
31 DFs 447 Nao identificado - Folha de cebola
32 DFs 456 Nao identificado - Folha de cebola
33 DFs 465 N&o identificado - Tanica de alho
34 DFs 506 Nao identificado - Tanica de cebola
35 DFs 513 Pseudomonas veronii 100% Tanica de cebola
36 DFs 532 Nao identificado - Folha de soja
37 DFs 567 N&o identificado - Sementes de milho
38 DFs 582 N&o identificado - -
39 DFs 583 N&o identificado - -
40 DFs 592 Bacillus subtilis 99% Sementes de milho
. Solo - alho
4l DFs 622 Bacillus sp. ) (Capao do Ledo/UFPel I1)
. . Solo - alho
0,
42 DFs 628 Bacillus subtilis 98% (Capdo do Ledo/UFPel Il)
- - Solo - alho
43 DFs 644 Nao identificado - (Capdo do Ledo/UFPel II)
. - Solo - alho
0,
44 DFs 658 Bacillus subtilis 99% (Capéo do Ledo/UFPel II)
45 DFs 755 N&o identificado - Solo - feijéo
46 DFs 756 N&o identificado - Solo - feijao
. Vagens de feijoeiro
0,
47 DFs 769 Bacillus cereus 100% (Cascata/Pelotas II)
~ o Solo - feijao
48 DFs 781 Nao identificado - (Cascata/Pelotas I1)
49 DFs 808 Nao identificado - Vagens de feijoeiro
~ e Solo - feijao
50 DFs 831 Nao identificado - (Cascata/Pelotas Il)
51 DFs 842 Pseudomonas sp. - Folhas de feijoeiro
~ - Solo
52 DFs 859 Nao identificado - (Capao do Leao/UEPel Ill)
. . Solo
0,
53 DFs 876 Bacillus subtilis 96% (Capéo do Leao/UFPel Ill)
54 DFs 912 Rhodococus fascians 99% Folhas de feijoeiro
55 DFs 929 N&o identificado - Vagens de feijoeiro
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Represe,n'tagao Tratamentos Identificag&o* Identidade** Habitat
numeérica
56 DFs 976 N&o identificado - Sementes de feijao
n - Solo
57 DFs 1020 Nao identificado - (Arroio Grande)
58 DFs 1039 Nao identificado - SO'Q
(Cerrito)
59 DFs 1058 Nao identificado - Solo - sem cultivo
60 DFs 1192 Nao identificado - Solo
61 DFs 1219 N&o identificado - Solo
62 DFs 1256 Bacillus subtilis 98% Solo
63 DFs 1258 N&o identificado - Sementes de arroz
a o Indicador de antibiose contra
64 DFs 1320 N&o identificado - Bipolaris oryzae
. . Solo
0,
65 DFs 1341 Bacillus subtilis 99% (Pelotas 1V)
. S Solo
0,
66 DFs 1391 Bacillus thuringiensis 99% (Pelotas IV)
67 DFs 1414 Bacillus sp. - Rizosfera de tomate
(Vicosa)
68 DFs 1420 Bacillus pumilus 99% Rizosfera de tomate
(Vicosa)
69 DEs 1422 Stenotrophomonas 999% Rizosfera de tomate
maltophilia 0 (Vigosa)
- - Solo - sem cultivo
70 DFs 1442 Nao identificado - (Capdo do Ledo/UFPel IV)
. o Solo - sem cultivo
71 DFs 1458 Nao identificado - (Capdo do Ledo/UFPel IV)
n - Solo - sem cultivo
72 DFs 1484 Nao identificado - (Capao do Ledo/UFPel IV)
. Solo - sem cultivo
73 DFs 1486 Bacillus sp. - (Capdo do Ledo/UFPel IV)
74 DFs 1576 Nao identificado - Sementes de arroz
n - Solo
75 DFs 1595 Nao identificado - (Capéo do Ledo/UEPel IV)
- - Solo
76 DFs 1608 Nao identificado - (Capdo do Ledo/UFPel IV)
n - Solo
77 DFs 1612 Nao identificado - (Capao do Ledo/UFPel IV)
- - Solo
78 DFs 1613 Nao identificado - (Capdo do Ledo/UFPel IV)
- - Solo
79 DFs 1615 Nao identificado - (Capdo do Ledo/UFPel IV)
80 DFs 1625 Nao identificado - Caule de picéo preto
81 DFs 1632 N&o identificado - Caule de picéo preto
82 DFs 1810 Néo identificado . Solo

(Capéo do Ledo/UFPel 1V)
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Representagéo

. Tratamentos Identificag&o* Identidade** Habitat
numeérica
83 DFs 1895 N4o identificado - Solo - pessegueiro
(Embrapa 1)
U o ) Solo - pessegueiro
84 DFs 1985 Nao identificado (Ametista X111)
85 DFs 2048 Nao identificado - Sok)-pes§eguewo
(Turmalina V)
86 DFs 2049 NZo identificado . Solo - pessegueiro
(Turmalina V)
O . Solo - pessegueiro
87 DFs 2052 Nao identificado - (Ametista XIV)
88 DFs 2108 Nio identificado - Solo - pessegueiro
(Turmalina VIII)
- o Solo - pessegueiro
89 DFs 2121 N&o identificado - (Turmalina IX)
90 DFs 2137 Nao identificado - Sok)-pesseguewo
(Turmalina VIII)
- o Solo - pessegueiro
91 DFs 2147 N&o identificado - (Turmalina VIl
92 DFs 2162 Nao identificado - Sok)-pes§eguewo
(Turmalina VI)
93 DFs 2172 N&o identificado - Sok)-pesseguewo
(Turmalina VIII)
n o Indicador de antibiose contra
94 DFs 2273 N&o identificado - Monilinia sp.
95 DFs 2282 NZo identificado - Verm'comgos.to de esterco
ovino
96 DFs 2296 Néo identificado - Vermicomposto de esterco

bovino

* |dentificados por sequenciamento do gene 16S rDNA (dados néo publicados)
** Percentual de homologia das sequéncias correspondentes ao gene 16S rDNA dos isolados
bacterianos e das sequéncias das respectivas espécies registradas em banco de dados.

Para o preparo das suspensfes bacterianas, os isolados foram cultivados,
separadamente, em tubos de ensaio contendo o meio 523 de Kado e Heskett
(1970). ApoOs 24 horas de crescimento, as col6nias obtidas foram suspensas em
solugéo salina esterilizada (NaCl 0,85%) (Figura 1A) cuja concentracao foi ajustada
em espectrofotdmetro para Ass = 0,5.

No procedimento de microbiolizagcdo, 30 sementes de canola foram imersas
nas suspensdes de cada isolado bacteriano durante quatro horas sob agitacdo
constante e temperatura de 25 + 1°C (Figura 1B e 1C). As sementes
correspondentes ao tratamento testemunha foram imersas somente em solugao
salina esterilizada (NaCl 0,85%).

A semeadura foi realizada em casa de vegetacao no dia 01 de junho de 2012.
As sementes de cada tratamento foram divididas em cinco repeticoes de seis
unidades cada, as quais foram distribuidas em copos plasticos com capacidade de
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0,5 L, contendo mistura de solo e areia nao esterilizados na proporgéo 2:1 (Figura
1D).

A irrigacéo foi realizada diariamente acrescentando-se a quantidade de agua
necessaria para umedecer totalmente o substrato. Apés a emergéncia, foi realizado
o desbaste, permanecendo apenas uma planta em cada vaso.

Aos 55 dias ap6s a semeadura [DAS] (estadio de roseta com trés/quatro
folhas completamente expandidas) efetuaram-se as determinacfes da fluorescéncia
da clorofila a e a coleta das plantas para avaliacdo da &rea foliar e da massa seca
da parte aérea.

A fluorescéncia transiente polifasica (OJIP) da clorofila a foi registrada nas
primeiras folhas jovens completamente expandidas, utilizando-se um fluorémetro
portatil (Modelo Handy PEA, Hansatech Instruments, King’s Lynn, Norfolk, UK). As
medidas foram realizadas no periodo da manhda, entre 8 e 10 horas, em folhas
previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos para oxidacdo completa do

sistema fotossintético de transporte de elétrons.

Figura 1. Procedimentos realizados na instalacdo do experimento de sele¢cédo massal
de isolados bacterianos: (A) suspensao das col6nias de bactérias em solucéo salina;
(B) imersao das sementes nas suspensdes bacterianas; (C) agitacdo das sementes
e suspensodes; (D) semeadura.



32

A emissao de fluorescéncia foi induzida em uma area de 4 mm de diametro, a
partir da aplicacdo de um pulso de luz saturante numa intensidade de 3000 pmol m™
s, As intensidades de fluorescéncia a 50, 100, 300 us, 2 (F;) e 30 (F) ms e Fy
(fluorescéncia maxima) foram utilizadas para os calculos dos parametros
estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER & STRASSER, 1995).

A érea foliar foi avaliada utilizando-se um medidor de &rea foliar (Modelo LI-
3100, Li-Cor Inc., Lincoln, NE). A massa seca foi obtida pela pesagem do material
vegetal, apos secagem em estufa com circulacdo de ar forcada, a 70°C por um
periodo de pelo menos 72h até obtencdo da massa constante.

As variaveis de crescimento e os parametros da fluorescéncia da clorofila a

avaliados neste ensaio sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis analisadas em experimento de selecdo massal de bactérias
promotoras do crescimento em plantas do hibrido de canola Hyola 433 aos 55 dias
apos a semeadura

Variavel Descrigdo Unidade
MSPA Massa seca da parte aérea g planta™
AF Area foliar cm? planta™
Fo/Fum Relacao entre a fluorescéncia inicial e a fluorescéncia maxima u.a.*
Fv/Fo Relacao entre a fluorescéncia varidvel e a fluorescéncia inicial u.a.*
ABS/RC Fluxo de absorcéo por centro de reacéo u.a.*
TRo/RC  Fluxo de captura de energia por centro de reacdo u.a.*
ETo/RC  Fluxo de transporte de elétrons por centro de reacao u.a*
RE(/RC Fluxo de reducgdo dos aceptores de elétrons finais do lado aceptor do FSI u.a*
por centro de reacao.
Pro Rendimento quantico méximo fotoquimico primario u.a.*
Peo Rendimento quéantico para o transporte de elétrons u.a.*
Pro Rendimento quéntico para reducdo dos aceptores de elétrons do lado u.a.*
aceptor do FSI
Ye, Eficiéncia/probabilidade que um elétron se mova além de Q, u.a.*x
Oro Eficiéncia/probabilidade que um elétron do intersistema de carreadores de u.a.*

elétrons se mova para reduzir os aceptores de elétrons finais no lado
aceptor do FSI

Plaps indice de performance para a conservacdo de energia de excitacdo na u.a.*
reducdo dos aceptores de elétrons do intersistema

Pliotal indice de performance para a conservacdo de energia de excitacdo na u.a.*
reducédo dos aceptores finais do FSI

*u.a.: unidade absoluta.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes para cada tratamento em ambas as avaliagdes, onde a unidade
experimental foi constituida por um vaso contendo uma planta.

Inicialmente, com as medidas registradas dos parametros de fluorescéncia da
clorofila a de interesse, foram construidos diagramas de dispersdo dos dados com
intervalos de confianca de 95% e estimados os coeficientes de correlacdo de
Pearson (r) para estabelecer o grau de associacdo entre estas variaveis e 0s
parametros de crescimento.

Por meio dos resultados obtidos, foram selecionados como parametros de
fluorescéncia mais responsivos 0S que apresentaram maior grau de associacéo
linear com as variaveis de crescimento (area foliar e massa seca total da parte
aérea). ApoOs a avaliacdo da correlacdo, os dados de todas variaveis selecionadas
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo

teste de Scott Knott, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

3.2. Ensaio |l

3.2.1. Etapa I: Fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e crescimento de
plantas do hibrido de canola Hyola 433 originadas de sementes

microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos

Os isolados bacterianos utilizados nesta etapa (DFs 119, DFs 144, DFs 149,
DFs 320, DFs 359, DFs 439, DFs 465 e DFs 628) foram selecionados através do
ensaio inicial em funcdo do desempenho superior a testemunha, em pelo menos
dois dos parametros relacionados ao crescimento e ao indice de performance. Além
dos isolados que apresentaram efeitos positivos, foram incluidos trés isolados (DFs
104, DFs 513 e DFs 2282) cujos parametros utilizados para selecdo foram
semelhantes aos da testemunha com o objetivo de verificar possiveis alteracées do
comportamento destes ao longo do ciclo da planta. Devido ao fato de ndo apresentar
crescimento no meio de cultura, o isolado DFs 185 n&o pode fazer parte do conjunto
de tratamentos.

Os dados meteoroldgicos de temperaturas minima, maxima e média diaria,
insolacado, radiacdo solar e numero de dias de geada do periodo correspondente a

realizacdo do ensaio foram coletados na Estacdo Agroclimatolégica de Pelotas -
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Convénio EMBRAPA/UFPEL, localizada a aproximadamente 1000 metros da casa
de vegetacéo onde foi desenvolvido o estudo, e sédo apresentados no Anexo B.

Os procedimentos de cultivo das bactérias, preparo das suspensdes e
microbiolizacdo das sementes seguiram a mesma metodologia empregada no
Ensaio | (item 3.1.).

Procedeu-se a microbiolizacdo de 80 sementes do hibrido de canola Hyola
433 com cada um dos isolados bacterianos. Posteriormente, realizou-se a
semeadura, no dia 14 de agosto de 2012, onde oito sementes foram distribuidas em
cada vaso plastico (capacidade de 3 L) contendo mistura de solo e areia néo
esterilizados na proporcao 2:1, totalizando dez repeticdes para cada tratamento.

Os vasos foram acondicionados em casa de vegetacdo e a irrigacao foi
realizada diariamente umedecendo totalmente o substrato. Apés a emergéncia, foi
feito o desbaste, permanecendo apenas uma planta em cada vaso.

Avaliacbes da fluorescéncia da clorofila a e das trocas gasosas foram
efetuadas aos 42 DAS (estadio de roseta com trés/quatro folhas completamente
expandidas), 58 DAS (estadio de roseta com quatro/cinco folhas completamente
expandidas) e 70 DAS (inicio da floracdo - botbes florais presentes e envoltos por
folhas). Ao final do experimento, onde os botdes florais apresentavam-se visiveis de
cima (77 DAS), procedeu-se a coleta de todas as plantas para determinagcdo da
massa seca da parte aérea.

A fluorescéncia transiente da clorofila a, registrada em 10 repeticbes em cada
avaliacdo, e a massa seca da parte aérea foram determinadas conforme a
metodologia descrita no Ensaio | (item 3.1.).

As trocas gasosas foram medidas em folhas jovens, completamente
expandidas. As leituras foram realizadas em cinco plantas por tratamento em cada
avaliacdo, entre 10:00 e 11:30h. Foi utilizado um analisador de gases a
infravermelho (modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA) com concentracao
de CO, na camara de 380 pmol mol™ e densidade de fluxo de fétons de 1200 pmol
m? s?, utilizando-se a fonte luminosa LI-COR 6400-02 acoplada a camara de
medida (modelo LI-COR 6400-11). As variaveis analisadas foram: taxa liquida de
assimilagédo de CO, (A, pmol CO, m? s™), condutancia estomatica (gs, mol H,O m™
s™) e concentracéo intercelular de CO, (C;, umol CO, mol™).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado onde

a unidade experimental foi constituida por um vaso contendo uma planta. Os dados
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coletados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Scott Knott, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

3.2.2. Etapa Il: Emergéncia, fluorescéncia da clorofila a e crescimento de
plantas do hibrido de canola Hyola 61 originadas de sementes microbiolizadas
com diferentes isolados bacterianos

O mesmo conjunto de isolados bacterianos correspondente ao item 3.2.1.
(DFs 104, DFs 119, DFs 144, DFs 149, DFs 320, DFs 359, DFs 439, DFs 465, DFs
513, DFs 628 e DFs 2282) foi utilizado para a microbiolizacdo de sementes do
hibrido de canola Hyola 61.

Os dados meteoroldgicos de temperaturas minima, maxima e média diaria,
insolacao, radiacdo solar e nimero de dias de geada do periodo correspondente a
realizacdo do ensaio foram coletados na Estacdo Agroclimatolégica de Pelotas -
Convénio EMBRAPA/UFPEL, localizada a aproximadamente 1000 metros da casa
de vegetacéo onde foi realizado o estudo e sao apresentados no Anexo C.

Os dados meteoroldgicos de temperaturas minima, maxima e média diaria,
insolacdo, radiacdo solar e numero de dias de geada do periodo correspondente a
realizacdo do ensaio foram coletados na Estacdo Agroclimatolégica de Pelotas -
Convénio EMBRAPA/UFPEL, localizada a aproximadamente 1000 metros da casa
de vegetacéo onde foi desenvolvido o estudo, e sdo apresentados no Anexo C.

Os procedimentos de cultivo das bactérias, preparo das suspensdes e 0
processo de microbiolizacdo das sementes seguiram a mesma metodologia
empregada no Ensaio | (item 3.1.1).

Realizou-se a imersdo de 45 sementes nas suspensdes de cada isolado
bacteriano bem como em solugcéo salina esterilizada (testemunha). A semeadura
ocorreu em casa de vegetagdo, no dia 20 de marco de 2013, em vasos plasticos
(capacidade de 3 L) contendo mistura de solo e areia néo esterilizados na proporcao
2:1, onde as sementes de cada tratamento foram divididas em nove repeticbes de
cinco unidades cada. A irrigacgéo foi realizada diariamente umedecendo totalmente o
substrato.

Aos 21 DAS (folhas cotiledonares completamente expandidas) foi feita a

contagem das plantulas emergidas em todos os vasos, sendo calculada a variavel
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emergéncia expressa em percentagem. ApGs obtencdo dos valores de emergéncia
foi realizado o desbaste, permanecendo apenas uma planta em cada vaso.

Efetuou-se a avaliacdo da fluorescéncia transiente aos 41 DAS (estadio de
roseta com trés/quatro folhas completamente expandidas), assim como a coleta de
todas as plantas para determinacdo da &rea foliar, massa seca das folhas e massa
seca dos peciolos e caules.

A fluorescéncia transiente da clorofila a e a massa seca das partes da planta
foram registradas em nove repeticbes e determinadas conforme a metodologia
descrita no Ensaio | (item 3.1.1).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado onde
a unidade experimental foi constituida por um vaso contendo uma planta. Os dados
coletados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias

comparadas pelo teste de Scott Knott, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

3.3. Ensaio lll - Emergéncia, fluorescéncia da clorofila a, crescimento e
producédo de plantas do hibrido de canola Hyola 61 originadas de sementes

microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos

Os isolados utilizados neste ensaio (DFs 104, DFs 320, DFs 513 e DFs 628)
foram selecionados a partir dos resultados obtidos nos Ensaios | e Il. Além dos
isolados com comportamento superior nos parametros area foliar e massa seca das
folhas e da parte aérea, foi incluido ao conjunto de tratamentos DFs 104, o qual
apresentou resposta similar a da testemunha.

Os dados meteoroldgicos das temperaturas minima, maxima e média diaria,
insolacdo, radiacdo solar e dias de geada foram coletados na Estagéo
Agroclimatologica de Pelotas - Convénio EMBRAPA/UFPEL, localizada a
aproximadamente 1000 metros da casa de vegetacdao onde foi desenvolvido o
estudo, e organizados em periodos antecedentes as coletas (Anexo D).

O cultivo dos isolados bacterianos, preparo das suspensdes e o0 procedimento
de microbiolizacdo das sementes seguiram a mesma metodologia empregada no
Ensaio | (item 3.1.1).

Lotes de 200 sementes do hibrido de canola Hyola 61 foram utilizados para a
microbiolizacdo com cada um dos isolados bacterianos. Posteriormente, realizou-se

a semeadura no dia 08 de maio de 2013, onde cinco sementes foram distribuidas
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por vaso plastico (capacidade de 3 L) contendo mistura de solo e areia néo
esterilizados na proporcdo 2:1. A irrigacdo foi realizada diariamente umedecendo
totalmente o substrato.

A emergéncia das plantulas foi determinada aos 21 DAS (folhas cotiledonares
completamente expandidas), através da contagem das plantulas emergidas em dez
vasos e expressa em percentagem. Apds obtencdo dos valores de emergéncia foi
realizado o desbaste, permanecendo apenas uma planta em cada vaso.

As avaliagcbes da fluorescéncia da clorofila a e do indice de clorofila tiveram
inicio aos 35 DAS (estadio de roseta com duas folhas completamente expandidas) e
foram repetidas em intervalos de aproximadamente 14 dias até 146 DAS (plantas
com mais de 50% das siliquas em tamanho final). Juntamente com estas avaliacdes
foram coletadas as plantas para obtencdo dos parametros de crescimento (area
foliar e massa seca das partes das plantas).

A fluorescéncia transiente OJIP foi medida de acordo com a metodologia
descrita no Ensaio | (item 3.1.1) utilizando-se dez repeticdes, enquanto que a area
foliar, a massa seca das folhas, caule e peciolos, folhas senescentes,
inflorescéncias e siliquas foram avaliadas em quatro repeti¢cdes por coleta.

Os teores de clorofila foram estimados nas folhas selecionadas para as
determinacdes dos parametros de fluorescéncia utilizando-se um medidor portétil de
clorofila CL-01 (Hansatech Instruments, King’s Lynn, Norfolk, UK) e expressos em
indice de clorofila, conforme descrito por Cassol et al. (2008).

Ao final do experimento, aos 168 DAS (maturacdo - 50% dos gréos do caule
principal com colora¢cdo marrom ou preta), foram determinados, além da massa seca
das partes da planta, os componentes de producgédo. Para tanto, coletaram-se as
siliquas juntamente com os grdos de cinco plantas, sendo estas acondicionadas
durante sete dias a temperatura de 26 + 2°C, antes de compor a média dos
seguintes caracteres: nimero de siliquas planta™; nimero de gréos planta™; massa
fresca dos grdos planta™; nimero de gréos siliqua™; e massa fresca de 1000 gréos.

A partir dos grdos coletados, procedeu-se a extracdo de lipidios para
determinacdo da composicdo dos acidos graxos. A extracdo e transmetilacdo dos
acidos graxos foi realizada pelo método direto (BROWSE et al., 1986), a partir de
amostras constituidas de 100 mg de massa seca de grdos. As amostras foram
colocadas em tubos de ensaio com tampa de rosca com teflon, sendo adicionados

em seguida 2 mL de solu¢do de metanol:H,SO4 (2,5% v/v). ApOs permanéncia por
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uma hora em banho maria (70°C), os tubos foram colocados para resfriar em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 1,5 mL de solu¢do de
NaCl (1%) e 2 mL de hexano, para a separacao das fases.

A aliquota da fase hexano (que continha os acidos graxos metilados - FAME)
foi coletada com auxilio de uma pipeta de Pasteur. A partir desta fase os FAME
foram analisados em Cromatdgrafo Gasoso Shimadzu GC-2010 Plus, equipado com
injetor automatico, detector por ionizagcdo de chama (FID) e coluna capilar Rtx-Wax
(30 m x 0,25 mm diametro interno, 0,25 ym espessura de filme). Os parametros de
operacdo foram: temperatura do detector, 250°C; temperatura do injetor, 240°C;
temperatura da coluna inicial de 100°C, de 100 para 190°C a 20°C/min e para 230°C
a 4°C/min, com tempo de manutencao de 10 min. Os picos de interesse dos acidos
graxos [acido palmitico (C16:0); acido esteérico (C18:0); acido oleico (C18:1); acido
linoleico (C18:2); e acido linolénico (C18:3)] foram comparados com o0s tempos de
retencdo de padrao conhecido (FAME Mix GCL 10, Sulpeco-Sigma) e quantificados
a partir de curva padrdo. Os valores foram expressos em percentagem deste FAME
na amostra.

O delineamento do experimento foi o inteiramente casualizado onde a
unidade experimental foi constituida por um vaso contendo uma planta. Para anélise
dos resultados calcularam-se os erros padrdo das médias. Além disso, os dados de
producdo e de composicado de acidos graxos dos grdos foram submetidos a anélise
de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% de probabilidade de erro.

4. RESULTADOS

4.1. Ensaio |

Na Tabela 3 sdo apresentados os coeficientes de correlacdo de Pearson e 0
nivel de significancia dos parametros analisados, obtidos a partir dos dados de todos
0s tratamentos.

Observa-se alta correlacédo entre a massa seca da parte aérea e a area foliar
(r = 0,90) (Tabela 3). Para os demais parametros, os coeficientes de correlacdo nao

foram elevados. Admitindo as observacbes de Dancey e Reidy (2005), pode-se
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inferir que tais valores apresentaram correlagfes classificadas como fracas. Porém,
Figueiredo Filho e Silva Junior (2009) citam que a utilizacdo dos coeficientes de
correlacdo de Pearson de forma isolada pode gerar interpretacdo equivocada,
sugerindo a complementacdo com graficos de dispersdo entre as variaveis
analisadas. Assim, optou-se pela analise de dispersdo dos parametros com niveis
de p < 0,05, mesmo apresentando coeficientes de correlacéo de Pearson fracos. Tal
procedimento foi necessario em face da grande quantidade de parametros obtidos a
partir do Teste JIP, podendo, desta forma, estabelecer os mais representativos para
a selecéo dos isolados.

Os parametros Fo/Fy, Fv/Fo, ABS/RC, TRo/RC, @po, Plaps © Pliota, CUjOS
diagramas de dispersdo em relacéo a area foliar e a massa seca da parte aérea sao
apresentados nas Figuras 2 e 3, respectivamente, tiveram 0 maior grau de
correlagdo com as variaveis de crescimento, dentre os demais parametros

estudados, sendo portanto selecionados como variaveis de interesse neste estudo.

Tabela 3. Coeficiente de correlacdo de Pearson e nivel de significancia entre os
parametros avaliados em plantas de canola do hibrido Hyola 433, originadas de
sementes microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos aos 55 dias apo6s a
semeadura [n = 485]

Massa seca

Aérea foliar R’
da parte aérea

Parametros

Massa seca da parte aérea* 0,90 (0,0000)

FolFu* -0,15 (0,0018) -0,12 (0,0111)
Fu/Fo* 0,16 (0,0011) 0,13 (0,0081)
ABS/RC* -0,19 (0,0001) -0,23 (0,0001)
TR/RC* -0,18 (0,0001) -0,25 (0,0002)
ETo/RC -0,09 (0,0593) -0,14 (0,0055)
RE,/RC -0,06 (0,2173) -0,16 (0,0015)
Pro* 0,15 (0,0018) 0,12 (0,0112)
Pco 0,09 (0,0517) 0,09 (0,0721)
Pro 0,10 (0,0261) 0,04 (0,3922)
Weo 0,06 (0,2222) 0,06 (0,2185)
Bro 0,05 (0,3249) -0,03 (0,5353)
Plabs* 0,17 (0,0003) 0,18 (0,0002)
Plioga* 0,17 (0,0004) 0,12 (0,0112)

* Parametros de maior correlagdo com as variaveis de crescimento e especificamente com a area

foliar no caso da massa seca da parte aérea.
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Figura 2. Diagramas de dispersdo da massa seca da parte aérea, g planta™, e de
parametros da fluorescéncia da clorofila a, unidade absoluta, versus area foliar, cm?
planta’, de plantas de canola hibrido Hyola 433 originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos obtidos aos 55 dias apds a
semeadura. As elipses marcadas com linhas pontilhadas correspondem ao intervalo
de confianca de 95%.
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Figura 3. Diagramas de dispersdo de parametros da fluorescéncia da clorofila a,
unidade absoluta, versus massa seca da parte aérea, g planta™, de plantas de
canola do hibrido Hyola 433 originadas de sementes microbiolizadas com isolados
bacterianos obtidos aos 55 dias ap0s a semeadura. As elipses marcadas com linhas
pontilhadas correspondem ao intervalo de confianga de 95%.
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Para os parametros de crescimento verificaram-se diferentes respostas das
plantas aos tratamentos (Figura 4). Em relacéo a area foliar pode-se destacar: a) um
grupo de trés isolados [11 (DFs 144), 16 (DFs 185) e 42 (DFs 628)] superiores aos
demais tratamentos, apresentando valores aproximadamente 140, 120 e 90%
maiores que os encontrados na testemunha (Figura 4A); b) um segundo grupo que
também diferiu da testemunha com 28 isolados [2, 5, 8, 9, 12, 15, 18, 21, 22, 23, 24,
29, 36, 43, 52, 62, 64, 66, 72, 74, 77, 80, 84, 86, 87, 88, 92 e 93], com valores de
incremento de 32 a 74%; c) e um terceiro grupo com os demais tratamentos que nao
diferiram da testemunha, onde se evidencia os isolados DFs 104 (6), DFs 447 (31),
DFs 1219 (61) e DFs 145 (71) com as maiores reducfes na area foliar (21 a 36%).
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Figura 4. Area foliar, cm? planta™, (A) e massa seca da parte aérea, g planta™, (B) de
plantas de canola do hibrido Hyola 433 originadas de sementes microbiolizadas com

diferentes isolados bacterianos obtidas aos 55 dias apds a semeadura. As linhas na
horizontal destacam o valor médio de cada variavel apresentado pela testemunha.
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Para a massa seca da parte aérea verificou-se: a) incrementos de
aproximadamente 140% no tratamento 11 (DFs 144) e 110% no tratamento 16 (DFs
185) (Figura 4B) em relacédo a testemunha; b) um segundo grupo de isolados que
também apresentou valores superiores aos da testemunha, variando de 11% a 67%,
com 32 tratamentos [2, 4, 8, 9, 12, 15, 18, 21, 22, 23, 24, 25, 29, 42, 43, 44, 52, 58,
62, 64, 66, 74, 77, 80, 84, 86, 87, 88, 89, 91, 92 e 93]; ¢c) e um terceiro grupo com 0s
tratamentos que nao diferiram da testemunha onde se evidenciam DFs 104 (6), DFs
419 (28), DFs 1192 (60), DFs 1219 (61), DFs 1414 (67), DFs 145 (71) e DFs 1810
(82) com as maiores reducdes na massa seca da parte aérea (32 a 43%).

Na Figura 5 observa-se a variacdo dos parametros do Teste JIP em funcao
dos diferentes tratamentos. Em relacdo aos parametros Fo/Fy e Fv/Fo (Figura 5A e
5B) verificou-se que a maioria dos isolados apresentou valores semelhantes aos da
testemunha. O parametro Fo/Fy indica o rendimento quéantico basal do processo néo
fotoquimico no FSIl e é representado pela formula Fo/Fy = @Fo + @po, ONde @ro € 0
rendimento quantico minimo e @p, 0 rendimento quantico de dissipacao térmica no
FSII, ambos no estado adaptado ao escuro (ROHACEK & BARTAK, 1999). Varios
autores tém identificado que o aumento de Fo/Fy pode estar relacionado com
situacOes de estresses, e tém sugerido uma faixa de valores, variando de 0,14 a
0,20, que pode ser considerada como padrédo em condi¢cdes normais de crescimento
(ROHACEK, 2002).

Para a relacdo F/Fo, que indica a relacdo maxima do rendimento quantico
dos processos concorrentes fotoquimicos e ndo fotoquimicos no FSII, a faixa de
valores considerada normal é de 4 a 6, evidenciando que no estado adaptado ao
escuro Fy=5 Fo (ROHACEK, 2002).

No presente estudo, parte dos tratamentos apresentaram valores de Fo/Fy
superiores a 0,20 e valores de F/Fo menores que 4 indicando possiveis efeitos
sobre o rendimento quantico basal ndo fotoquimico e a eficiéncia maxima
fotoquimica nas folhas. Os isolados que promoveram estas diferencas de forma
mais acentuada foram DFs 96 (5), DFs 149 (12), DFs 1615 (79), DFs 2121 (89) e
DFs 2282 (95).

Embora Fo/Fy e Fv/Fo estejam diretamente relacionados com rendimento
guantico maximo da fotoquimica primaria (¢p,) € tenham diferido da testemunha em
funcdo do procedimento de microbiolizagdo, ndo foram observadas diferencas

estatisticas dos valores de @p, (Figura 5E).
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Figura 5. Parametros do Teste JIP, unidade absoluta - u.a., de plantas de canola do
hibrido Hyola 433 originadas de sementes microbiolizadas com diferentes isolados
bacterianos obtidos aos 55 dias apds a semeadura. As linhas na horizontal
destacam o valor médio de cada variavel apresentado pela testemunha.
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Em relacdo aos parametros que descrevem fluxos especificos por centro de
reacao (RC), aproximadamente 43% dos isolados promoveram aumento do fluxo de
absorcdo por RC (ABS/RC) (Figura 5C) e em torno de 35% no fluxo de energia
capturado por RC (TR¢/RC) (Figura 5D). Cabe salientar que todos os isolados que
aumentaram o fluxo de energia de excitagdo capturada do sistema antena do FSII
para o RC também apresentaram incrementos da absorcdo de energia pelas
clorofilas do sistema coletor de luz.

Os indices de performance Plays € Pl que descreve a operagcdo em série
dos dois fotossistemas por meio do comportamento dos parametros estruturais
do FSIl até os aceptores finais de elétrons do FSI, variaram em funcdo do
isolado utilizado na microbiolizacdo das sementes. Dentre os isolados avaliados,
65% promoveram aumento nos valores de Ply,s € 55% nos valores de Plita (Figura
5F e 5G).

Com base nas respostas obtidas em relacdo ao crescimento e performance
do aparato fotossintético das plantas de canola em funcdo dos tratamentos de
microbiolizacdo das sementes foram selecionados 12 dos 96 isolados bacterianos

para a segunda etapa de avaliacdo, os quais sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Isolados bacterianos escolhidos para segunda etapa de avaliacdo e
comportamento dos parametros utilizados no procedimento de selecao

Representacéo _
numérical Isolado Parametros superiores aos apresentados pela testemunha

6 DFs 104 *
9 DFs 119 Parametros de crescimento
11 DFs 144 Parametros de crescimento e indices de performance
12 DFs 149 Parametros de crescimento
16 DFs 185 Parametros de crescimento e indices de performance
19 DFs 320 indices de performance
24 DFs 359 Parametros de crescimento e indices de performance
30 DFs 439 indices de performance
33 DFs 465 indices de performance
35 DFs 513 *
42 DFs 628 Parametros de crescimento
95 DFs 2282 *

A representacdo numeérica diz respeito a ordem dos isolados determinada na Tabela 1.
(*) Comportamento dos parametros semelhante ao da testemunha.
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4.2. Ensaio Il

4.2.1. Etapa l

Os tratamentos promoveram alteracbes no funcionamento do aparato
fotossintético das folhas de plantas de canola, as quais sao identificadas através dos
parametros do Teste JIP (Tabela 5, 8 e 9).

Na primeira avaliacdo, aos 42 DAS, a relacdo maxima do rendimento quantico
dos processos fotoquimicos e nao fotoquimicos no FSIlI (Fy/Fo) aumentou em
relacdo a testemunha em sete dos tratamentos avaliados, sendo a maior média
correspondente ao isolado DFs 628 (Tabela 5).

Quanto aos fluxos especificos por RC, apenas os fluxos de transporte de
elétrons (ETo/RC) e de reducdo dos aceptores de elétrons finais do lado aceptor do
FSI (REo/RC) foram reduzidos em funcdo da microbiolizagdo com alguns dos
isolados (DFs 104, DFs 144, DFs 149, DFs 320 e DFs 2282). Os fluxos de absorgao
(ABS/RC) e captura de energia (TRo/RC) nao diferiram estatisticamente da

testemunha.

Tabela 5. Parametros do Teste JIP obtidos a partir da determinacéo de fluorescéncia
da clorofila em plantas de canola do hibrido Hyola 433 originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos aos 42 dias apds a semeadura

Parametros do Teste JIP
Tratamentos

FWF, ABS/RC TRJ/RC ET/RC REJRC @ro @0  ®ro  Weo  Oro

Testemunha 4,107b 2,269™ 1,822 1129a 0,608a 0,804b 0,499 a 0,268 0,620a 0,538")

DFs 104 4,283 a 2,170 1,758 1,022b 0,531b 0,811a 0471b 0,245 0,581 b 0,520
DFs 119 4,218 a 2,213 1,788 1,074a 0,559a 0,808a 0,486b 0,254 0,601b 0,521
DFs 144 4,125 b 2,211 1,777 1,038b 0,521b 0,804b 0,472b 0,237 0,586 b 0,502
DFs 149 4,338 a 2,125 1,726 1,026b 0,519b 0,812a 0,483b 0,244 0,594 b 0,505
DFs 320 4,330 a 2,171 1,761 1,047b 0532b 0,812a 0,483Db 0,245 0,594 b 0,509
DFs 359 4,268 a 2,170 1,756 1,079a 056la 0810a 0,498 a 0,258 0,614 a 0,519
DFs 439 4,196 a 2,254 1817 1,084a 0569a 0807b 0481lb 0,252 0,596 b 0,523
DFs 465 4,042 b 2,207 1,766 1,071a 058la 0,801b 0486Db 0,264 0,607 a 0,542
DFs 513 4,027 b 2,263 1,811 1,058a 0,575a 0,801b 0,468b 0,255 0,585b 0,542
DFs 628 4,402 a 2,124 1,730 1,069a 0,547b 0,815a 0,503 a 0,257 0,618 a 0,511

DFs 2282 4,103 b 2,117 1,702 1,003b 0,525b 0,804b 0,474Db 0,248 0,590b 0,522

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
™) n50 houve diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Em relagdo aos parametros que descrevem razdes de fluxos, os mesmos
isolados que favoreceram Fy/Fo, com excec¢édo de DFs 439, promoveram 0 aumento
do rendimento quantico maximo fotoquimico primario (¢p,). O rendimento quantico
para o transporte de elétrons (@go), assim como a eficiéncia/probabilidade que um
elétron se mova além de Qa (Wgo) foram reduzidos na maioria dos tratamentos,
exceto aos correspondentes aos isolados DFs 359 e DFs 628 os quais nao diferiram
estatisticamente da testemunha.

N&do foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos nos
parametros rendimento quéantico para reducdo dos aceptores de elétrons do lado
aceptor do FSI (@ro) € eficiéncia/probabilidade que um elétron do intersistema de
carreadores de elétrons se mova para reduzir os aceptores de elétrons finais no lado
aceptor (Sro).

Com o decorrer do experimento, aos 58 DAS, os valores de F\/F, foram
reduzidos, em relacdo a testemunha, em todos os tratamentos (Tabela 6). Os
tratamentos com os isolados DFs 144, DFs 149, DFs 359 e DFs 465 promoveram
aumento em ABS/RC e TRo/RC. Além disso, a maioria dos isolados, com excec¢ao
de DFs 359 e DFs 628, também aumentaram os valores de ET¢/RC. Todavia,
embora observados incrementos nos fluxos de absorgéo, captura e transporte por
RC, ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre os tratamentos no que diz
respeito aos fluxos de reducédo por RC (REy/RC).

O parametro @p, também néo foi influenciado em funcdo da microbiolizacdo
das sementes. Em relacéo as alteracdes verificadas nas razdes de fluxos, observou-
se que os isolados DFs 144, DFs 359, DFs 465 e DFs 628 reduziram os valores de
Peo  Sem modificar Wg, ao contrario dos demais isolados, cuja
eficiéncia/probabilidade que um elétron se mova além de Qa apresentou-se superior
a testemunha. Quanto a Q@ro, € Oro, ambos 0s parametros foram reduzidos em
funcdo dos tratamentos referentes a DFs 144, DFs 149, DFs 465, DFs 513 e DFs
2282, sendo que, em contrapartida, DFs 628 foi o Unico isolado onde verificou-se &ro

superior a testemunha.
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Tabela 6. Parametros do Teste JIP obtidos a partir da determinacgéo de fluorescéncia
da clorofila em plantas de canola do hibrido Hyola 433 originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos aos 58 dias ap0s a semeadura

Parametros do Teste JIP
Tratamento

FyWIFo ABS/RC TRG/RC ETG/RC REJ/RC  @p, Peo Pro Ye, Oro

Testemunha 4,635a 2,059b 1,693b 1,044b 0,465™ 0,823" 0,508a 0,227a 0,617b 0,447 b

DFs 104 ®)
DFs 119 4434b 2120b 1,729b 1,10la 0486 0816 0520a 0,229a 0,637a 0,440 c
DFs 144 4259b 231l1a 187la 115la 0483 0,810 0499b 0,210b 0,617b 0,420 c
DFs 149 4358b 2264a 1840a 11148a 0489 0813 0,507a 0,217b 0624a 0,427 ¢
DFs 320 4486b 2,092b 1,709b 1,106a 0505 0,818 0529a 0,24la 0,647a 0,455b
DFs 359 4450b 2224a 18l4a 1084b 0483 0816 0489b 0,218b 0,599c 0,446 b
DFs 439 4419b 2186b 1782b 1,108a 0498 0815 0507a 0,227a 0,622a 0,448 b
DFs 465 4315b 2323a 1885a 1150a 0498 0812 0496b 0,215b 0,611b 0,433¢c
DFs 513 4356b 2146b 1745b 1,103a 0470 0813 05l4a 0,219b 0632a 0,426¢
DFs 628 4423b 2175b 1773b 1046b 0502 0,815 048lb 0,23la 0,590c 0,481 a

DFs 2282 4380b 2,149b 1,749b 1,102a 0,466 0,814 0,513a 0,217b 0,630a 0,423c

(*) Tratamento perdido por ataque de formigas cortadeiras.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
™) n50 houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

Na ultima avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a, aos 70 DAS, apenas trés
isolados (DFs 144, DFs 513 e DFs 2282) reduziram os valores de Fy/Fo (Tabela 7).
Os fluxos de ABS/RC e TRy/RC foram superiores a testemunha nos tratamentos
com DFs 119, DFs 144, DFs 359, DFs 465 e DFs 2282. O aumento em relacéo a
testemunha também foi verificado em ETo/RC e RE(/RC, para maioria dos isolados,
com excegao dos tratamentos DFs 149 e DFs 2282 os quais ndo promoveram
diferencas em ambos o0s parametros.

Os isolados que reduziram F\/Fg, induziram a mesma resposta em @p,. Os
parametros @g, € Wg, aumentaram em relacdo a testemunha nos tratamentos
correspondentes a DFs 320, DFs 439 e DFs 628, sendo verificada reducdo dos
mesmos apenas em DFs 2282. De forma geral, todos os parametros de razbes de
fluxos foram reduzidos pelo tratamento DFs 2282. Para os demais isolados,
verificou-se valores de @r, superiores aos da testemunha nos tratamentos DFs 144,
DFs 320, DFs 439 e DFs 628 e valores de 0gr, inferiores em funcdo da

microbiolizagdo com DFs 119 e DFs 359.
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Tabela 7. Parametros do Teste JIP obtidos a partir da determinacéo de fluorescéncia
da clorofila em plantas de canola do hibrido Hyola 433 originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos aos 70 dias ap0s a semeadura

Parametros do Teste JIP
Tratamentos

FvWIFo ABS/RC TRo/RC ETo/RC REWYRC  @p, Peo Pro Yeo Oro

Testemunha 4,609a 2,080b 1,707b 1,077b 0,449b 0,821a 0,519b 0,216b 0,632b 0,417 a

DFs 104 ®)
DFs 119 4499a 2,166a 1,77la 1,122a 0455b 0,818a 0518b 0211b 0,633b 0,406 b
DFs 144 4243b 2,209a 1,786a 1,133a 0,503a 0,809b 0,514b 0228a 0,635b 0,444 a
DFs 149 4545a 2,044b 1,673b 1,039b 0437b 0,819a 0510b 0215b 0,622b 0,420 a
DFs 320 4553a 2,089b 1,712b 1,113a 0485a 0,820a 0,533a 0,233a 0,65l a 0,436 a
DFs 359 4565a 2,18la 1,787a 1,139a 0446b 0,820a 0523a 0,205b 0,638b 0,392b
DFs 439 4451a 2,146b 1,751b 1,132a 0495a 0,816a 0528a 023la 0,646a 0,436 a
DFs 465 438a 225la 183la 1,162a 0479a 08l4a 0516b 0213b 0634b 0414a
DFs 513 4,045b 2,169a 1,737b 1,095b 0466a 0,801b 0506b 0215b 0,631b 0,426 a
DFs 628 4,468 a 2,137b 1,743b 1,146a 0,476a 0,817a 0,537a 0,224a 0,658a 0,416a

DFs 2282 4,046b 2,295a 1,836a 1,088b 0414b 0,801b 0,476c 0,182c 0,594c 0,381b

(*) Tratamento perdido por ataque de formigas cortadeiras.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).

O indice de performance relativo a absorcéo (Plass) € o indice de performance
total (Plwtar), Obtidos nas avaliacdes de fluorescéncia da clorofila a, sédo apresentados
na Figura 6.

Os valores médios de ambos os indices de performance nado diferiram da
testemunha aos 42 DAS (Figura 6A e 6B). Porém, aos 58 DAS, seis isolados
reduziram os valores de Plays (DFs 144, DFs 149, DFs 359, DFs 439, DFs 465 e DFs
628), destacando-se DFs 465 com reducdo de 19% em relacdo a testemunha
(Figura 6C), e Pliw (DFs 144, DFs 149, DFs 359, DFs 465, DFs 513 e DFs 2282)
com reducao na ordem de 27% em DFs 144 (Figua 6D).

Aos 70 DAS, os tratamentos correspondentes a DFs 144, DFs 465, DFs 513 e
DFs 2282 promoveram a reducéo de Plyys (Figura 6E) assim como DFs 119, DFs
359, DFs 465, DFs 513 e DFs 2282 reduziram Pl (Figura 6F). Os maiores
decréscimos registrados foram os referentes a microbiolizacdo das sementes com
DFs 2282, onde os valores de Plgps € Pliotar apresentaram-se 31 e 40% inferiores aos

da testemunha, respectivamente.
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Figura 6. indice de performance por absorcdo, Plas, € indice de performance total,
Plioa, €m plantas de canola do hibrido Hyola 433 originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos obtidos aos 42 (A e B), 58 (C e
D) e 70 (E e F) dias ap0s a sememeadura. Unidade absoluta. As barras representam
o erro padrdo das médias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott Knott (p<0,05). (*) Tratamento perdido por ataque de formigas
cortadeiras.
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Os parametros de trocas gasosas determinados durante o experimento sao
apresentados na Figura 7. Aos 42 DAS, apenas a taxa assimilatéria liquida de CO;
(A) foi influenciada pela microbiolizacdo das sementes, apresentando-se inferior a
testemunha nos tratamentos DFs 104, DFs 119, DFs 320, DFs 439 e DFs 465
(Figura 7A). A condutancia estomatica (gs) e a concentracéo interna de CO; (C;) ndo
diferiram estatisticamente dos valores da testemunha (Figura 7B e 7C).

254 0,9+ 400
. (A) (B) (©)
o
3 2 300
= < o 1
2 + = £ 0,61 o caRENE
Z 15 1L i i g E i {‘Jf“”L
= 2 E
~§ g £ 200+
=10 2 g
= = ]
E g £
2 3
‘s : £ 1001
3 “ S
=
allblfbffajjalibllafb|bfallalla allallalla||a||allal|a|| a||alla|la
0 v o4 L
254 0,9+ 400+
(D) (E) (F)
o 20] e -
S o o g" 3004
3 {» T _I_{_{_Jf ++ .5 0.6 g B Aormr-T1 Ak
£ s g 1L S Al T
e e ]
E x § 200*
g 10 5 g
= 2 03 g
£ 5 =
Z g £ 100
& 5 & 2
3 S
E o
= al(|allaffallal|al| a|| affa]|al|a a |(*) | allalla|lallallallallallalla al™|allblla||allb|lallc||alla]|lb
L e ] 0,0+ AL L LR e
254 0,9+ 400+
(&) (H) (0
o —I—
@]
20 - .
S M = S 300
] % + s 0.6 < H o
o = 4 5] -+
= < 4 = = —I—+ ++_[_
Ea 5
: 2w
s 10 2 g
= =]
E s 03 £
7 =
Z ) g 5 1001
5 S £
i o]
al|bflaf|lb|{b]| bl allaflblla]|b ble*| bl allbl] al|b|lallal|bllal|lb al (™| al| al|b|lal||b|ja]|a]||al|la]| a
0+L : A b L T R [ R e e R A A
SESESESESSES SESSSSESSSSy SESESSESSSSy
A A A
Tratamento Tratamento Tratamento

Figura 7. Taxa assimilatéria liquida, pmol CO? m? s, condutancia estomatica, mol
H,O0 m?s? e concentracgéo interna de CO», pmol CO? mol™ em plantas de canola do
hibrido Hyola 433 originadas de sementes microbiolizadas com diferentes isolados
bacterianos obtidos aos 42 (A, B e C), 58 (D, E e F) e 70 (G, H e |) dias apds a
semeadura. As barras representam o erro padrao das meédias. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). (*) Tratamento
perdido por ataque de formigas cortadeiras.
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Na segunda avaliacdo, aos 58 DAS, A (Figura 7D) e gs (Figura 7E)
apresentaram valores semelhantes aos da testemunha, sendo alterado apenas C;
(Figura 7F), o qual foi reduzido nos tratamentos com DFs 144, DFs 359 e DFs 2282
e em maior propor¢cdo com DFs 465.

A avaliacéo realizada aos 70 DAS evidenciou alteragcées nos trés parametros
de trocas gasosas. Os isolados DFs 119, DFs 149, DFs 320, DFs 359, DFs 513 e
DFs 2282 reduziram A em comparacdo a testemunha (Figura 7G). Entretanto, os
isolados DFs 144, DFs 320, DFs 439, DFs 465 e DFs 628 promoveram incrementos
nos valores de gs (Figura 7H). Comportamento de redugédo semelhante ao verificado
no parametro A, ocorreu em Ci nos tratamentos DFs 149 e DFs 359 (Figura 71).

A massa seca da parte aérea das plantas foi superior a testemunha em
funcdo da microbiolizacdo das sementes com os isolados bacterianos DFs 465 e
DFs 628 (incremento de 174 e 188%, respectivamente) (Figura 8). Entretanto, houve
reducdo do crescimento verificada pelo decréscimo deste parametro na ordem de 20
a 40% em relacdo a testemunha nos tratamentos com DFs 144, DFs 149, DFs 320 e
DFs 439 e DFs 2282.
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Figura 8. Massa seca da parte aérea, g planta™, de plantas de canola do hibrido
Hyola 433 originadas de sementes microbiolizadas com diferentes isolados
bacterianos obtidas aos 77 dias apds a semeadura. As barras representam o erro
padrdo das médias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Scott Knott (p<0,05). (*) Tratamento perdido por ataque de formigas
cortadeiras.
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4.2.2. Etapa ll

O percentual de emergéncia das plantulas de canola é apresentado na Figura
9. Embora, ndo tenha havido diferenca estatistica entre os tratamentos, verificou-se
uma tendéncia de reducdo da emergéncia das plantulas em funcdo da
microbiolizacdo com DFs 144, DFs 320, DFs 465 e DFs 2282 variando de 11 a 22%

em relacao a testemunha.
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Figura 9. Emergéncia, %, de plantulas de canola do hibrido Hyola 61 originadas de
sementes microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos obtida aos 21 dias
apo0s a semeadura. As barras representam o erro padrdo das médias. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).

Na Tabela 8, observam-se os efeitos dos tratamentos com os diferentes
isolados bacterianos sobre alguns parametros do Teste JIP obtidos a partir da
fluorescéncia da clorofila a nas folhas das plantas de canola. Verifica-se que a
relacdo maxima do rendimento quantico dos processos fotoquimicos e nao
fotoquimicos no FSII (F\/Fo) foi reduzida pela maioria dos tratamentos (DFs 104,
DFs 144, DFs 149, DFs 320, DFs 439, DFs 465 e DFs 513), sendo 0 mesmo
comportamento observado no parametro @p,, que também mostrou decréscimo em

relacdo a testemunha em funcédo dos mesmos isolados.
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Tabela 8. Parametros do Teste JIP obtidos a partir da determinacéo de fluorescéncia
da clorofila em plantas de canola do hibrido Hyola 61 originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos aos 41 dias ap0s a semeadura

Parametros do Teste JIP
Tratamento

Fv/IFo ABS/RC TRo/RC ET¢/RC RE(/RC  @p, Peo Pro Yeo Oro

Testemunha 4,613a 2,115b 1,738b 1,047 0455b 0,822a 0496a 0,216b 0,604a 0,434b

DFs 104 4368b 2225a 1,810a 1,091 0,5501a 0,814b 0491a 0,225a 0,603a 0,458 a
DFs 119 4599a 2110b 1,732b 1,035 0,444b 0,821a 0,491a 0,211b 0598a 0,429b
DFs 144 4349b 2,299a 1,868a 1,118 0,506a 0,813b 0,487a 0,220a 0,599a 0,453 a
DFs 149 4365b 2,293a 1,864a 1,105 0/481la 0,813b 0,483b 0,211b 0,593b 0,436b
DFs 320 4,449b 2,266a 1,850a 1,097 0,474a 0816a 0,484b 0,209b 0593b 0,432b
DFs 359 4518a 2,174b 1,779b 1,070 0,464b 0,819a 0,493a 0,214b 0,602a 0,434b
DFs 439 4,262b 2,295a 1,857a 1076 0,501a 0,810b 0,470b 0,218a 0,580b 0,465a
DFs 465 4,382b 2,201b 1,789b 1,079 0,493a 0814b 0492a 0,225a 0,605a 0,457 a
DFs 513 4,386b 2,152b 1,752b 1,068 0,498a 0,814b 0,497a 0,232a 0,610a 0,466 a
DFs 628 4491a 2,105b 1,721b 1,036 0462b 0,818a 0,493a 0,220a 0,603a 0,446 a

DFs 2282 4546a 2,154b 1,765b 1,064 0457b 0,820a 0,494a 0,212b 0,603a 0,430b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
™) n&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

Referindo-se aos fluxos especificos por RC, observa-se que ABS/RC e
TRo/RC aumentaram em funcdo da microbiolizacdo com os isolados DFs 104, DFs
144, DFs 149, DFs 320 e DFs 439. Os tratamentos ndo promoveram diferencas
significativas de ETo/RC em relagcdo a média apresentada pela testemunha. Os
mesmo isolados que reduziram os parametros Fy/Fo € @po, promoveram o aumento
de REy/RC.

Dentre os parametros que descrevem rendimento/eficiéncia ou taxas de
fluxos, @eo € Wg, foram reduzidos nos tratamentos com DFs 149, DFs 320 e DFs 439
€ Qro assim como Ogr, apresentaram valores superiores aos da testemunha em
funcdo da microbiolizagéo das sementes com DFs 104, DFs 144, DFs 439, DFs 465,
DFs 513 e DFs 628.

O Plaps, que permite a interpretacdo do sistema de absorgcéo e aproveitamento
da energia na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese, foi reduzido nos
tratamentos correspondentes a DFs 104, DFs 144, DFs 149, DFs 320 e DFs 439
(decréscimo de 11 a 23% em relacdo a testemunha) (Figura 10A). J&, para Plia N0

foram observadas diferencas estatisticas em relacéo a testemunha (Figura 10B).
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Os isolados DFs 320, DFs 359, DFs 439, DFs 513 e DFs 628 aumentaram o0s
valores médios da area foliar de 19 a 27% quando comparados aos valores da
testemunha (Figura 11A). N&o foram observadas diferencas estatisticas nos
parametros massa seca das folhas (Figura 11B) e massa seca total da parte aérea
(Figura 11C), contudo evidenciou-se uma tendéncia de incrementos nestes dois
parametros pelos isolados DFs 513 e DFs 628.
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Figura 10. indice de performance por absorcdo, Pl.s (A) e indice de performance
total, Pl (B) de plantas de canola do hibrido Hyola 61 originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos obtidos aos 41 dias apds a
semeadura. Unidade absoluta. As barras representam o erro padrdo das médias.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott
(p<0,05).
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massa seca da parte aérea, g planta™, (C) de plantas de canola do hibrido Hyola 61
originadas de sementes microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos obtidas
aos 41 dias apdés a semeadura. As barras representam o erro padrdo das médias.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott

(p<0,05).
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4.3. Ensaio Il

O percentual de plantulas emergidas aos 21 DAS é apresentado na Figura 12,
sendo observada pequena variacdo na emergéncia das plantulas em relacdo aos
valores obtidos no tratamento testemunha. As percentagens de emergéncia foram
de 98, 88, 84, 92 e 92% para a testemunha, DFs 104, DFs 320, DFs 513 e DFs 628,

respectivamente.
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Figura 12. Emergéncia, %, de plantulas de canola do hibrido Hyola 61 originadas de
sementes microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos aos 21 dias apés a
semeadura. As barras representam o erro padrdo das médias.

O indice de clorofila ndo apresentou alteracbes entre os tratamentos nas
avaliagOes realizadas (Figura 13). Porém, diferencia¢des foram identificadas aos 105
DAS, onde DFs 513 apresentou uma tendéncia de reducéo do indice de clorofila em
10% e aos 146 DAS, onde se visualizou uma tendéncia de aumento de 15% desta

variavel em comparacéo ao seu valor no tratamento testemunha.
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Figura 13. indice de clorofila, unidade absoluta - u.a., de plantas de canola do
hibrido Hyola 61 originadas de sementes microbiolizadas com diferentes isolados
bacterianos. As barras representam o erro padréo das meédias.

O comportamento do Plg,s @0 longo do ciclo de desenvolvimento da planta foi
semelhante em todos os tratamentos (Figura 14A). De forma geral, verificou-se
inicialmente um leve decréscimo do Plg,s, seguido por um pico aos 63 DAS e
reducdo na avaliacdo seguinte. Apés 77 DAS, os valores de Pl,,s foram crescentes
até 132 DAS, onde, mais uma vez, foram reduzidos na ultima avaliacao.

Verificaram-se tendéncias de diferentes respostas dos tratamentos com
isolados bacterianos e a testemunha em quatro das avaliacfes realizadas. Aos 77
DAS os isolados DFs 104 e DFs 320 resultaram em 18 e 13% de reducdo do Plaps
em relacdo a testemunha, respectivamente. Na quinta avaliagdo, aos 91 DAS, DFs
104 reduziu novamente Ply,s N0 mesmo percentual em que DFs 513 aumentou este
parametro (11%). Aos 132 DAS, observou-se gue os tratamentos com DFs 320 e
DFs 513 promoveram decréscimos da variavel em questéo, na ordem de 11 e 14%,
respectivamente.

Para Plyt (Figura 14B), pode-se destacar maior variacdo das respostas dos
tratamentos ao longo do ciclo da planta, sendo verificadas as seguintes tendéncias
de alteracdo do paréametro em relacdo a testemunha: a) reducdo de 14% no
tratamento com DFs 513 aos 36 DAS; b) incrementos ocasionados por DFs 104
(19%) e DFs 320 (26%) aos 50 DAS; c) reducéo, pelos tratamentos com DFs 104 e
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DFs 628, de 19 e 15% aos 77 DAS e de 14 e 15% aos 91 DAS, respectivamente; d)

e reducéo pelo tratamento com DFs 513 (17%) aos 132 DAS.
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Figura 14. indice de performance por absorcao, Plas, (A) e indice de performance
total, Pl (B), unidade absoluta - u.a., de plantas de canola do hibrido Hyola 61
originadas de sementes microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos. As

barras representam o erro padrédo das medias.
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A area foliar das plantas, ao longo do ciclo, diferiu de acordo com os
tratamentos (Figura 15A). Os picos correspondentes as maiores areas foliares
ocorreram aos: 77 DAS para DFs 320; 91 DAS para a testemunha e DFs 628; 105
DAS para DFs 513; e 118 DAS para DFs 104.

As diferencas entre as plantas originadas de sementes microbiolizadas e as
plantas correspondentes a testemunha iniciaram a partir dos 50 DAS, onde todos
isolados promoveram aumento da area foliar. Em geral, os maiores incrementos
foram obtidos nos tratamentos DFs 513 e DFs 628 até os 118 DAS, chegando a
201,97 e 168,84 cm? planta™, respectivamente. Embora o tratamento DFs 320 tenha
apresentado &rea foliar maxima préxima da testemunha (77 DAS), observou-se
reducdo do parametro em relacdo a mesma no decorrer do experimento.
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Figura 15. Area foliar, cm? planta™, (A) e massa seca total, g planta™, (B) de plantas
de canola do hibrido Hyola 61 originadas de sementes microbiolizadas com
diferentes isolados bacterianos. As barras representam o erro padrao das médias.
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A massa seca total das plantas também aumentou em funcdo dos
tratamentos que incrementaram a area foliar (Figura 15B). Observa-se que DFs 628
promoveu o0 aumento da variavel em relacdo aos valores da testemunha a partir dos
63 DAS, sendo observada esta resposta para DFs 513 apenas aos 105 DAS. As
maiores médias da massa seca total foram obtidas na ultima coleta, atingindo
valores de 6,37 g planta® com DFs 513, 6,62 g planta® para DFs 320 e 5,50 g
planta™ para DFs 628.

A particdo de assimilados entre os diferentes 6rgdos das plantas de canola foi
modificada ao longo da ontogenia (Figura 16). De forma geral, pode-se destacar que
0 acumulo de massa seca nas folhas foi crescente até os 77 DAS, onde, a partir
desta coleta, passou a ser reduzido. Comportamento similar foi verificado nos caules
e peciolos, que acumularam maiores quantidades de assimilados até a décima
coleta, aos 146 DAS. Ao final do experimento, aos 167 DAS, verificou-se a reducéo
da matéria seca total das raizes e caules juntamente com peciolos, assim como a
inexisténcia de folhas verdes, em virtude da intensa remobilizacdo e alocacdo de
assimilados nos érgédos dreno, as siliquas.

No inicio do crescimento, aos 21 DAS, o acimulo de massa seca nas folhas
nos tratamentos com DFs 320 e DFs 628, foi superior a testemunha, reduzindo o
percentual destinado as raizes em relagcdo a massa seca total da planta (Figura
16A). Apés este periodo, os tratamentos apresentaram o mesmo comportamento de
distribuicdo dos assimilados entre os diferentes 6rgdos até a quinta coleta (Figura
16E). Aos 91 DAS, verificou-se que a alocacdo de massa seca nas folhas foi
reduzida nos tratamentos com DFs 320 e DFs 513 devido ao aumento da massa
seca da raiz e da massa seca do caule, respectivamente, em comparacdo com a
testemunha (Figura 16F).

Na sétima coleta, aos 105 DAS, os tratamentos DFs 320 e DFs 628
promoveram maior percentagem de acumulo de massa seca nas raizes em relagao
a testemunha (Figura 16G). Aos 118 DAS, verificou-se o surgimento de
inflorescéncias nas plantas de todos os tratamentos e em maior propor¢do nos
correspondentes a DFs 513 e DFs 628 (1,2 e 2,2% em relacdo a massa seca total
da planta, respectivamente), ocasionando reducdo do percentual de massa seca

concentrado nas folhas em relagéo aos demais tratamentos (Figura 16H).
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Aos 132 DAS, verificou-se a presenca de siliquas em todos os tratamentos, e
em maior propor¢cdo em DFs 628 (4,9% em relacdo a massa seca total da planta)
(Figura 161). Ainda nesta coleta, a alocacdo de matéria seca para a raiz com o0
tratamento DFs 104 foi superior a testemunha e o percentual de matéria seca
destinada as folhas foi reduzido por DFs 513 e DFs 628. Aos 146 DAS, as siliquas
acumularam diferentes quantidades de matéria seca em cada um dos tratamentos,
dentre os quais se destacaram DFs 104 e DFs 320 com 13,4 e 15,2% de acumulo
em relacdo a massa seca total da planta (Figura 16J). Ao final do crescimento (167
DAS) a distribuicdo de assimilados nos diferentes 6rgdos das plantas foi bastante
similar em todos os tratamentos, ndo sendo observadas diferencas marcantes
(Figura 16K).

Os componentes de producdo, determinados ao final do experimento, sao
apresentados na Tabela 9. Embora nao tenham sido verificadas diferengas
estatisticas, € possivel observar ligeiras diferencas entre os tratamentos. Observou-
se uma tendéncia de acréscimo do numero de siliquas planta® (24 a 29%) em
relacdo a testemunha nos tratamentos DFs 320, DFs 513 e DFs 628. Resposta
similar foi verificada na quantidade de graos pelos tratamentos DFs 513 e DFs 320.
Adicionalmente, nestes tratamentos e no tratamento DFs 628 foi verificado uma
tendéncia de incremento da massa fresca dos gréos variando de 17 a 25%. O
isolado DFs 628 apresentou tendéncia de aumento da massa fresca de mil gréos

(10% em relacao a testemunha).

Tabela 9. Componentes de producdo de plantas do hibrido de canola Hyola 61
originadas de sementes microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos.

Ndmero de ) Massa fresca )
. Ndmero de Ndmero de Massa fresca de
Tratamento siliquas 4 dos gréos 4
4 gréos planta 1 gréos siliqua 1000 gréos (9)
planta planta™ (g)

Testemunha ~ 23,3+1,2(" 296+16™  0,909+0,070™  12,8+0,4"™ 3,061+0,153™
DFs 104 25,5+2,1 27822 0,864+0,090 11,3%1,3 3,111+0,215
DFs 320 28,8+2,6 335+34 1,085+0,138 11,9+1,3 3,208+0,087
DFs 513 30,0+0,6 347+15 1,139+0,028 11,6+0,7 3,301+0,218
DFs 628 29,8+1,8 315+16 1,059+0,054 10,7+0,6 3,377+0,106

™) n&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05) [n=5].
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A composicao dos acidos graxos presentes nos graos coletados (Tabela 10)
dos tratamentos de microbiolizacdo n&o diferiu dos valores encontrados na
tetemunha. O acido oleico (C18:1) foi predominante nos grdos de todos os

tratamentos correspondendo a 60% dos acidos graxos determinados.

Tabela 10. Composicdo de acidos graxos (C16:0 - C18:3) em graos de canola
obtidos de plantas originadas de sementes microbiolizadas com diferentes
rizobactérias.

pzﬁr?":?t?co Acido esteérico Acido oleico  Acido linoleico Iin,g%?](i)co
Tratamento (C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)
Percentagem em area
Testemunha 6,5+0,1™ 2,1+0,1™ 59,8+0,5™ 19,1+0,1™ 12,3+0,4™
DFs104 6,1+0,2 2,1+0,1 61,9+0,7 18,7+0,4 10,9+0,2
DFs320 6,5+0,2 2,0+0,1 61,5+0,6 18,5+0,1 11,2+0,2
DFs513 6,0+0,3 2,2+0,3 61,1+0,1 18,4+0,1 12,0+0,3
DFs620 6,4+0,3 1,9+0,2 59,7+0,2 19,4+0,1 12,4+0,5

™) hao houve diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05) [n=4].

5. DISCUSSAO

O efeito da inoculacdo das sementes com rizobactérias é o resultado de
complexas interacfes que ocorrem entre estes microrganismos e seus hospedeiros.
As medidas biométricas de crescimento tém sido amplamente utilizadas como
ferramentas para avaliar as respostas dos vegetais frente aos microrganismos
promotores de crescimento, gerando informagdes amplamente relatadas.

A avaliagdo do comportamento/atividade do fotossistema Il (FSIl) por meio
dos parametros obtidos através da fluorescéncia da clorofila € pouco empregada
para detectar e avaliar respostas positivas relacionadas a fatores benéficos.
Contudo, no presente estudo, a analise da fluorescéncia da clorofila a através do
Teste JIP, assim como as medi¢cbes das trocas gasosas, foram empregadas para
verificar as caracteristicas fotossintéticas de plantas de canola provenientes de
sementes microbiolizadas com diferentes isolados bacterianos.

Devido a rapidez na realizacdo das medidas e obtencdo dos resultados, e
principalmente por constituir-se em uma técnica ndo destrutiva, a fluorescéncia da

clorofila a pode ser utilizada para o “screening” de véarias amostras, contribuindo
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assim para selecdo de microrganismos de interesse (TSIMILLI-MICHAEL et al.,
2000).

Os resultados da andlise da area foliar e da massa seca da parte aerea das
plantas originadas das sementes microbiolizadas no Ensaio |, permitiram identificar
tratamentos que promoveram o crescimento destas, sendo DFs 144, DFs 185 e DFs
628 os isolados que apresentaram os efeitos mais marcantes. Estes resultados
estdo de acordo as respostas de promocao do crescimento identificadas em varias
culturas, através de ensaios com inoculacdo de sementes ou solo com uma ampla
gama de rizobactérias (SINGH et al., 2010).

Além disso, alguns parametros da fluorescéncia foram selecionados neste
estudo como variaveis de interesse em virtude da maior correlacdo com o0s
parametros de crescimento avaliados. Garson (2009) cita que o coeficiente de
correlagcdo de Pearson estabelece uma medida de associacao bivariada (forca) do
grau de relacionamento entre duas varidveis, ou mesmo uma medida de associagao
linear entre variaveis. Dentre os parametros do Teste JIP que mais se associaram
com as variaveis de crescimento, Plays € Plioa foram superiores a testemunha em 65
e 55% dos isolados, respectivamente, sendo utilizados para a sele¢do das bactérias
empregadas no decorrer do experimento.

Em ensaio realizado com bactérias fixadoras de nitrogénio (Azospirillum e
Rhizobium) e fungo micorrizico, Pla,s foi um dos parametros do Teste JIP capaz de
detectar os efeitos de sinergismo e antagonismo verificados pela combinacdo
destes microrganismos em plantas de alfafa (TSIMILLI-MICHAEL et al., 2000).

Segundo Stirbet e Govindjee (2011), um grande numero de estudos
relacionados a fotossintese utilizam o parametro F\/Fy, baseado nos valores de
florescéncia em Fo e Fy, para detectar alteragcBes no funcionamento do aparato
fotossintético, porém este parametro nem sempre é sensivel o suficiente para
detectar diferencas entre diversas amostras. O indice de performance, calculado
através de componentes individuais obtidos pelo Teste JIP, foi estabelecido por
Srivastava et al. (1999) como um parametro mais responsivo, capaz de detectar
alteracdes na cadeia de transporte de elétrons mais facilmente do que através de
um parametro isolado.

Os indices de performance fotossintéticos, Plas € Plioa, S840 produtos de
parametros que expressam potenciais parciais para a conservacao de energia em

bifurcacbes de energia sequenciais, a partir do éxciton para a reducdo do
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intersistema de aceptores de elétrons e reducdo dos aceptores finais do FSI,
respectivamente (YUSUF et al., 2010).

O indice de performance por absorcdo (Plas) € uma combinacdo de trés
componentes parciais, que descrevem: a) a quantidade de RC fotossintético
(RC/ABS); b) o fluxo méximo de energia que atinge o RC do FSII [@po/(1- @po)]; € C) O
transporte de elétrons no inicio da iluminacdo [Weo/(1- Weo)], conforme equacéo

abaixo:

RC Y RC TR ET
Plas = g5 * (o) x (12ie) - 0 L

ABS “\1- ¢, 1-W,,)~ aBS DI, *1- ET,

Por sua vez, o indice de performance total (Pliy) conta com mais um
componente (introduzido por Tsimilli-Michael e Strasser, 2008), que descreve as
reacfes de oxidacdo e reducdo que ocorrem no lado aceptor de elétrons do FSI
sendo descrito pela seguinte férmula:

8R0
1—8go

Por meio dos critérios de selecdo estabelecidos, determinou-se o conjunto de

Pliotal = Plaps X (

)

tratamentos utilizado no Ensaio |l, formado por isolados que promoveram
incrementos nos parametros de crescimento (DFs 119, DFs 149 e DFs 628);
isolados que aumentaram o0s parametros de crescimento e os indices de
performance (DFs 144, DFs 185 e DFs 359); isolados que aumentaram apenas 0S
indices de performance (DFs 320, DFs 439 e DFs 465); e isolados que induziram
comportamento similar ao da testemunha (DFs 104, DFs 513 e DFs 2282).

As respostas dos parametros do Teste JIP ocasionadas pelos tratamentos de
microbiolizagdo das sementes foram distintas ao longo do desenvolvimento das
plantas de canola do hibrido Hyola 433. Entre as principais alteracdes observadas
aos 42 DAS pode-se observar a maximizacdo do rendimento quantico maximo
fotoquimico primario (¢p,) € da relacdo maxima do rendimento quantico dos
processos fotoquimicos e ndo fotoquimicos no FSII (F\/Fo) pelos tratamentos com
DFs 104, DFs 119, DFs 149, DFs 320, DFs 359 e DFs 628. Estes dois parametros
s8o estreitamente relacionados (ROHACEK, 2002) e sugerem que os tratamentos
mencionados acima foram capazes de maximizar a transferéncia de elétrons no lado
doador do FSIlI (JAFARINIA & SHARIATI, 2012). A reducdo dos parametros ETo/RC
(fluxo de transporte de elétrons além de Qa), Qg0 (rendimento quéantico para o
transporte de elétrons) e Wg, (eficiéncia/probabilidade que um elétron se mova além
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de Qa) também foi observada neste periodo pelos tratamentos DFs 104, DFs 144,
DFs 149 e DFs 320 e DFs 2282. Os decréscimos de ¢@g, € da eficiéncia da
transferéncia de elétrons de Qa para Qg (Wgo) indicam que possivelmente o lado
aceptor do intersistema dos transportadores de elétrons tenha sido afetado pelos
tratamentos, ocasionando limitagcdes no processo de reoxidagao de Qa'.

Embora, o transporte de elétrons além da Qa tenha diminuido, esta alteracéo
nao foi capaz de interferir na reducédo dos aceptores de elétrons do fotossistema |
(FSI). Além disso, os indices de performance nado detectaram diferencas no
funcionamento do aparato fotossintético entre as plantas provenientes de semente
microbiolizadas e as plantas correspondentes a testemunha.

Os parametros relacionados ao transporte de elétrons (ETo/RC e Wg,) foram
maximizados pelo procedimento de microbiolizacdo com alguns isolados aos 58
DAS, ou seja, pode-se inferir que o fluxo de energia direcionada além de Qa foi
intensificado pelos tratamentos DFS 119, DFs 149, DFs 320, DFs 439, DFs 513 e
DFs 2282.

Contudo, os isolados DFs 144, DFs 149, DFs 465 e DFs 513 foram inferiores
a testemunha nos parametros Qg (rendimento quantico para reducao dos aceptores
de elétrons do lado aceptor do FSI) e &g, (eficiéncia/probabilidade que um elétron do
intersistema de carreadores de elétrons se mova para reduzir os aceptores de
elétrons finais no lado aceptor do FSI), evidenciando, neste periodo, a reducdo do
transporte de elétrons ao final da fase fotoquimica em funcéo destes tratamentos. Os
indices de performance demonstraram decréscimo do desempenho das reacfes
fotoquimicas entre o FSIl e o FSI em alguns tratamentos, com diferencas mais
acentuadas ocasionadas por DFs 144, DFs 359 e DFs 465. As alteracdes destes
indices ocorreram em virtude da reducao de, pelo menos um de seus componentes,
ou seja, a redugao de RC/ABS e Wg, foi responsavel pelos decréscimos de Plgys €
estes dois parametros juntamente com dr, diminuiram Pl NOS trés tratamentos.

Embora a grande maioria dos tratamentos apresentasse parametros do Teste
JIP semelhantes ou superiores a testemunha na fase final do experimento (70 DAS),
os indices de performance foram reduzidos em relagcéo a testemunha por alguns dos
tratamentos, principalmente por DFs 513 e DFs 2282. A alteracdo do Plys do
tratamentos DFs 513 foi verificada em funcdo da diminuicdo de @p,, assim como
para DFs 2282 juntamente com Wg, A reducdo de Pl foi ocasionada pelos

componentes que influenciaram Ply,s € pelo decréscimo de &g, em DFs 2282.
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As principais reducdes na taxa assimilatéria liquida de CO, (A) foram
provocadas pelos tratamentos com DFs 104, DFs 119 e DFs 320 aos 42 DAS e DFs
119, DFs 149 e DFs 359 aos 70 DAS. Ao observar os dados correspondentes a
todas as avaliacdes de trocas gasosas, infere-se que a reducédo de A ndo pode ser
atribuida ao aumento da resisténcia difusiva estomética e a reducdo da
disponibilidade interna de CO, estando possivelmente relacionada com alteragbes
na funcionalidade do aparelho fotossintético verificadas pelas diferencas na
fluorescéncia da clorofila a como, por exemplo, a reducdo de Pl NOS tratamentos
DFs 119 e DFs 359 aos 70 DAS.

A microbiolizacdo das sementes com os isolados bacterianos DFs 465 e DFs
628 promoveu o crescimento das plantas de canola através do aumento da massa
seca da parte aérea em relacdo a testemunha. Resultado semelhante foi obtido em
estudo realizado com plantas de canola, que demonstrou que a microbiolizacéo de
sementes com bactérias (Achromobacter, Klebsiella, Pantoea e Chryseobacterium)
isoladas da rizosfera e das raizes da prépria espécie, resulta em maior acumulo de
massa seca total da parte aérea em relacdo as plantas ndo inoculadas (FARINA et
al., 2012).

Todavia, é importante destacar que os tratamentos com os isolados DFs 144,
DFs 149, DFs 320, DFs 439 e DFs 2282 promoveram reducdo do acumulo de
biomassa na parte aérea das plantas, evidenciando a importancia dos estudos para
estabelecer as efetivas respostas promovidas no crescimento em virtude da
inoculacdo de sementes com diferentes géneros bacterianos.

Na Etapa Il do Ensaio Il, as principais alteracbes dos parametros do Teste JIP
verificadas nas plantas do hibrido Hyola 61 foram a reducdo de Fv/Fo € @po,
refletindo uma diminuicdo na capacidade do FSIl em reduzir o aceptor primario Qa
(CALATAYUD & BARRENO, 2001), assim como 0 aumento dos parametros
referentes a reducado do lado aceptor do FSI (REo/RC, @ro € Oro) pelos tratamentos
DFs 104, DFs 144, DFs 439, DFs 465 e DFs 513. A maximizacdo do rendimento e
da eficiéncia do movimento de elétrons na fase final da etapa fotoquimica pode ser
uma estratégia das plantas para compensar o baixo rendimento durante o processo
de captacdo de luz no FSIlI e de transporte de elétrons ao longo da cadeia
transportadora (GAMA, 2013). O Plgs foi reduzido pelos tratamentos
correspondentes a DFs 104, DFs 144, DFs 149, DFs 320 e DFs 439 em funcéo da

diminuicdo de RC/ABS (dados ndo mostrados) e @p, para os cinco tratamentos e de
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We, para DFs 439. Contudo, devido a maximizacado do desempenho das reacdes de
oxi-reducao do FSI, o Pl N&o foi alterado em relagéo a testemunha.

Efeitos positivos nos parametros de crescimento também foram obtidos pelo
procedimento de microbiolizacdo das sementes de Hyola 61. Os isolados DFs 320,
DFs 359, DFs 439, DFs 513 e DFs 628 aumentaram os valores médios da area foliar
quando comparados aos valores da testemunha. Além disso, a massa seca das
folhnas e massa seca total da parte aérea apresentaram uma tendéncia de aumento
nos tratamentos com DFs 513 e DFs 628. Os incrementos observados nestes
parametros de crescimento podem estar relacionados a uma série de mecanismos
de acdo caracteristicos de cada isolado bacteriano como, por exemplo, a facilitacdo
na aquisicdo de nutrientes, sintese de reguladores de crescimento e diminuicdo dos
efeitos inibitérios de patdgenos resultando consequentemente em aumento da
vitalidade e vigor da planta (HAYAT et al., 2010).

No Ensaio Il o desempenho da cadeia de transporte de elétrons foi
monitorado através da analise dos indices de performance (Figura 14). Da mesma
forma que nos ensaios anteriores, tendéncias de decréscimo tanto de Plgs quanto
de Pl OcCasionadas por alguns tratamentos foram as verificadas em relacdo a
testemunha. Estas respostas ndo foram observadas em todas as avaliagbes, mas
sim em periodos especificos (77, 91 e 132 DAS). Dentre os tratamentos, DFs 104,
DFs 320 e DFs 513 apresentaram uma tendéncia de diminuicdo de Pl,s € DFs 104,
DFs 513 e DFs 628 de Pliga.

Os tratamentos correspondentes aos isolados DFs 513 e DFs 628
promoveram incrementos da area foliar das plantas os quais iniciaram aos 50 DAS,
atingindo os maiores valores, entre todos os tratamentos, até os 118 DAS. O
aumento da area das folhas tem como objetivo elevar o potencial da fonte,
inicialmente pela maior captacdo de energia luminosa para o processo fotossintético,
visando maximizar a producdo de material organico que serd destinado para
manuten¢ao estrutural e o crescimento vegetal, aumentando consequentemente a
matéria seca da planta (LOPES & MAESTRI, 1973).

Dessa forma, estes isolados, assim como DFs 320, promoveram incrementos
da massa seca total das plantas (Figura 15B). Estes efeitos positivos no acumulo de
biomassa foram identificados inicialmente pelo tratamento com DFs 628 [Bacilus sp.]
(63 DAS) e em estagio mais avancado do ciclo com DFs 513 [Pseudomonas veronii]

(105 DAS). As médias de massa seca total das plantas no tratamento com DFs 320
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foram bastante variaveis, sendo até mesmo reduzidas em algumas coletas, porém,
atingindo valores superiores aos da testemunha na avaliacéo final.

Varios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de demonstrar 0s
efeitos positivos no crescimento através da inoculacdo de plantas de diversas
espécies com rizobactérias, corroborando com os resultados observados no
presente trabalho. Dastager et al. (2011) verificaram aumento do crescimento da raiz
e da parte aérea de plantas de Piper nigrum inoculadas com Bacillus tequilensis. Em
ensaio realizado com a inoculagéo de sementes de arroz pela irrigacdo do substrato
com suspensdes de bactérias do género Herbaspirilum, Acinetobacter,
Burkholderia, Pseudacidovorax, Rhizobium e Azospirillum, Souza et al. (2013)
observaram aumento do acumulo de biomassa da parte aérea e da raiz na ordem de
96 e 85% em relacédo a testemunha. Por sua vez, Liu et al. (2013) constataram que
mesmo que a inoculacdo com Bacillus subtilis ndo fosse capaz de promover o
crescimento de plantas da espécie Fraxinus americana, sua utilizacdo em
combinacgédo com fertilizante resultou em aumento do acumulo de matéria seca total
da planta em comparacao com a aplicacéo de fertilizante de forma isolada.

Segundo Vessey (2003), uma Unica espécie de bactéria pode apresentar
varios mecanismos de acao que atuam na promocao do
crescimento/desenvolvimento da planta hospedeira. Entre as varias PGPR
identificadas, Pseudomonas spp. e Bacillus spp., as quais foram capazes de
estimular o crescimento das plantas de canola, dispdem de uma ampla distribuicdo e
séo extensivamente estudadas.

A promocao do crescimento das plantas através dos diferentes membros dos
géneros Bacillus e Pseudomonas tem sido atribuida a diversas propriedades, que
podem estar relacionadas ao aumento da area foliar e da massa seca total das
plantas de canola verificados no presente estudo. Entre os mecanismos de
promocdo do crescimento vegetal, a fixacdo biologica de nitrogénio tem sido
observada em espécies destes géneros (CAKMAKCI et al., 2006; JOSEPH et al.,
2007). A reducédo do nitrogénio atmosférico a amoénia, por meio do complexo da
enzima nitrogenase presente nestas bactérias, aumenta a disponibilidade deste
nutriente (BULGARELLI et al., 2013), que sera destinado para sintese de
aminoacidos, clorofilas, DNA, RNA e outros compostos essenciais para a
sobrevivéncia das plantas (HAYAT et al., 2010). Os aminoacidos formados sé&o

utilizados na sintese de proteinas e enzimas que participam de diversos processos
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fisiologicos como, por exemplo, a fotossintese, que por sua vez governa o
crescimento e desenvolvimento da planta (KANT et al., 2011). Além disso, durante o
estadio reprodutivo, o aumento da oferta de compostos nitrogenados favorece os
processos de floracdo e enchimento de grdos contribuindo para incrementos na
producao das plantas (KANT et al., 2011).

Outra importante caracteristica de espécies de Bacillus e Pseudomonas esta
relacionada a solubilizacdo de fosfatos (WANI et al., 2007; TANK & SARAF, 2009).
Os microrganismos solubilizadores de fosfatos contribuem para o aumento da
fertilidade do solo pela capacidade de converter o fosforo insollvel, presente na
forma orgénica ou inorgéanica, em fésforo soltvel, por meio da sintese de fosfatases,
liberacdo de acidos organicos, quelacdo e trocas idnicas (NARULA et al., 2000). O
fésforo é essencial para a divisdo celular e 0 metabolismo vegetal e atua em varios
processos celulares como a geracdo de energia, sintese de acidos nucléicos,
ativacdo/desativacao enziméatica, reacdes redox, sinalizacédo, entre outros (VANCE,
2003).

A promocao de crescimento das plantas por Bacillus sp. e Pseudomonas sp.
também pode ser atribuida pela producédo de &cido indol acético (JOSEPH et al.,
2007; MA et al., 2012a). Os principais beneficios observados por este regulador de
crescimento estdo relacionados ao aumento do comprimento e volume da raiz além
da formacado de raizes laterais e pelos absorventes, resultando em maior area de
superficie que permite maior absorcdo de agua e nutrientes do solo pela raiz
(SINGH et al., 2010; GLICK, 2012). Além disso, a absorcdo de AIA produzido pelas
rizobactérias através das raizes contribui para um efeito fitoestimulatério no
crescimento da planta (HUSSAIN & HASNAIN, 2011).

A producéo de sider6foros como um mecanismo de promoc¢ao do crescimento
vegetal tem sido verificada em membros dos géneros Bacillus e Pseudomonas em
uma série de estudos (WANI et al.,, 2007; WANI & KHAN, 2010). A excrecao de
sideroforos por estas bactérias rizosféricas pode estimular o crescimento das plantas
tanto pelo aumento de ferro disponivel para a nutricdo (MASALHA et al., 2000) como
pela indisponibilizacdo deste nutriente para os fitopatdégenos (AHMAD et al., 2008).
Além da producéo de sideroforos, espécies destes dois géneros podem sintetizar
compostos como o acido cianidrico, fenazina, pirrolnitrina, 2,4-diacetil floroglucinol,
pioluteorina, viscosinamida e tensina 0s quais possuem atividade antimicrobiana e

conferem a estes microrganismos a capacidade de atuacdo como agentes de
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biocontrole contra fitopatégenos (AHMAD et al., 2008; SHORESH et al., 2010). Os
beneficios do biocontrole de fitopatbgenos podem ser obsevados na reducdo de
doencas radiculares e aumento de vigor da planta podendo resultar em incrementos
no rendimento da cultura (KOKALIS-BURELLE et al., 2006).

Outra propriedade que tem sido identificada em Bacilus spp. e Pseudomonas
spp. € a interferéncia na biossintese de etileno pela expressdo da enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase (BARNAWAL et al.,, 2013;
AHMAD et al., 2013). Estas bactérias atuam como drenos de ACC nas raizes dos
hospedeiros limitando as respostas inibitdrias do etileno sintetizado nos tecidos da
planta, principalmente em condicbes de estresses (CHENG et al, 2012),
contribuindo para o alongamento radicular e aumento da absorcdo de nutrientes,
assim como para o maior crescimento da parte aérea. (GLICK, 2012)

A particdo da massa seca entre os diferentes 6rgdos nas plantas de canola
originadas de sementes microbiolizadas diferiu da testemunha em apenas alguns
periodos do ciclo de desenvolvimento (Figura 16). De forma geral, as alteracbes
mais marcantes estiveram relacionadas ao crescimento inicial; ao maior acumulo de
massa seca da raiz em DFs 320 aos 91 DAS e em DFs 320 e DFs 628 aos 105
DAS; e a reducao da proporcédo da massa seca das folhas em virtude das diferencas
de direcionamento dos assimilados as flores e siliguas em cada tratamento, durante
parte do estadio reprodutivo (118 DAS aos 146 DAS). A alocacdo de assimilados
entre 0os 6rgaos das plantas foi semelhante nos tratamentos de microbiolizacdo e a
testemunha na fase final do ciclo, aos 167 DAS (Figura 16K).

As diferencas na particdo de fotoassimilados identificadas de forma mais
marcante na fase inicial de crescimento das plantas de canola podem ser explicadas
pela elevada taxa de multiplicacdo das bactérias inoculadas durante este periodo.
Com o decorrer do experimento, o0 crescimento populacional dos isolados
bacterianos pode ter sido reduzido, devido a possiveis condi¢des limitantes do meio
em que estes microrganismos estavam inseridos, como, por exemplo, a reducgéo de
nutrientes essenciais e do espaco fisico ocupado. Ao longo do ciclo de
desenvolvimento da planta, a exsudacdo de uma ampla gama de compostos
quimicos pelas raizes modifica as propriedades quimicas e fisicas do solo,
regulando, dessa forma, a estrutura da comunidade microbiana localizada em torno
do sistema radicular (DAKORA & PHILLIPS, 2002). Além disso, esses exsudatos

também promovem as interacdes simbidticas que sdo benéficas para o vegetal,
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podendo estimular o crescimento e desenvolvimento deste em estadios pontuais do
ciclo (NARDI et al., 2000).

Os tratamentos correspondentes ao isolados DFs 320, DFs 513 e DFs 628
promoveram efeitos positivos na producdo de gréos das plantas de canola em
relacdo a testemunha. Para os tratamentos com DFs 320 e DFs 513, uma tendéncia
de aumento do numero de siliquas e do numero de gréos pode explicar o leve
incremento da massa fresca do total de gréos produzidos por planta em relacdo a
testemunha, embora ndo se tenham verificado diferencas estatisticas. Mesmo
apresentando quantidade de graos semelhante a testemunha, DFs 628 também
resultou em tendéncia de incremento da massa fresca dos grdos por planta que
pode ter ocorrido por uma tendéncia de aumento do nimero de siliquas e tamanho
dos gréos (verificado pela massa seca de mil graos). Estudo realizado com canola
demonstrou aumento do numero de graos por siligua e da massa de mil gréos pela
microbiolizacdo de sementes com Azospirillum brasilense (NOSHEEN et al., 2011)

Quanto a composicao de acidos graxos nos graos coletados observou-se que
o procedimento de microbiolizacdo das sementes pode promover o crescimento das
plantas de canola sem provocar alteracdes na qualidade do 6leo obtido. Em todos os
tratamentos foi verificada a predominancia do acido oleico (60%), em quantidade
bastante similar a relatada na literatura em perfis de composicdo de acidos graxos
de d6leo de canola. Em estudo realizado com trés cultivares de canola (Libea,
Sunday e Valesca) o conteudo de &cido oleico compreendeu 61-66% do total de
acidos graxos do 6leo extraido (NOVICKIENE et al., 2010). Além disso, a analise da
composicdo de &cidos graxos do O6leo de canola, obtido a partir de plantas
provenientes de sementes microbiolizadas com Azospirilum brasilense e
Azotobacter vinelandii, demonstrou conteudo de acido oleico de aproximadamente
55 e 59%, respectivamente (NOSHEEN et al., 2011).

De forma geral, os parametros do Teste JIP foram capazes de detectar
modifica¢cdes no funcionamento da cadeia de transporte de elétrons nas plantas dos
diferentes tratamentos. Embora tenham sido identificadas diferencas ocasionadas
pela microbiolizagcdo nos parametros de fluorescéncia em relagéo a testemunha, néo
foi possivel observar um comportamento padrao de alteracdo destes parametros nos
diferentes ensaios realizados.

Deve-se destacar que o aparelho fotossintético das plantas é muito sensivel

aos estresses ambientais e que mesmo pequenas alteracdes na sua estrutura e no
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seu funcionamento podem ser facilmente detectadas através da fluorescéncia da
clorofila a (YUSUF et al., 2010). Sendo assim, as alteragcdes nos parametros do
Teste JIP observadas no presente estudo, evidenciando-se as reducoes
ocasionadas nos indices de performance por alguns tratamentos, podem estar
associadas ao funcionamento do aparato fotossintético frente as mudancas
climaticas pontuais que antecedem o periodo da coleta.

A diferenciacdo do comportamento verificada nos tratamentos pode estar
relacionada a maior ou menor capacidade adquirida pela planta de tolerar as
modificacdes nas condi¢cbes climaticas, atribuida pelos beneficios associados a
diversos mecanismos de acédo caracteristicos das bactérias inoculadas. Além disso,
o desempenho de PGPR esta relacionado aos fatores ambientais como a
temperatura, umidade e presenca de compostos quimicos no solo, os quais podem
afetar seu crescimento e a capacidade de exercer seu efeito sobre a planta (AHMAD
et al., 2008).

Varios estudos tém demonstrado o aumento da vitalidade, crescimento e, em
alguns casos, da produtividade de diferentes espécies de plantas pela aplicacdo de
PGPR sob condi¢cbes de alagamento (GRICHKO & GLICK, 2001), seca (ZAHIR et
al., 2010), metais pesados (MA et al., 2011), salinidade (CHENG et al., 2007), baixas
temperaturas (MURYOI et al., 2004) entre outros estresses.

As PGPR podem proteger as plantas dos efeitos deletérios ocasionados por
estresses através dos diferentes mecanismos de promocdo de crescimento como,
por exemplo, a atividade da ACC deaminase produzida por algumas bactérias, que
tem sido amplamente relatada em condi¢des de crescimento adversas.

Neste contexto, alguns isolados bacterianos utilizados no presente estudo
promoveram resultados positivos nos parametros do Teste JIP, demonstrando um
melhor aproveitamento da energia absorvida pelos fotossistemas. Tal fato pode ser
explicado, possivelmente, pelos efeitos benéficos destes microrganismos nas
plantas de canola ocasionados através de mecanismos de acado distintos, 0os quais
devem ser investigados e elucidados em pesquisas futuras.

Outro fator que pode explicar a variabilidade de respostas obtidas no presente
estudo esta relacionado a capacidade de colonizacdo da rizosfera pelos isolados
bacterianos utilizados. O estabelecimento bem sucedido e eficaz das bactérias
introduzidas na rizosfera desempenha um papel central para a utilizagcdo de PGPR

nas praticas agricolas (BENIZRI et al., 2001) e para a verificacdo do sucesso da
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inoculacdo, ou seja, a ocorréncia dos beneficios ocasionados pela interacdo destes
microrganismos e as plantas. Dessa forma, a colonizacdo das raizes depende da
capacidade de uma bactéria em se estabelecer nesse ambiente e competir com a
microbiota nativa presente na rizosfera (BUDDRUS-SCHIEMANN et al.,, 2010).
Deve-se salientar que o desempenho de alguns isolados bacterianos utilizados no
presente estudo pode ter sido prejudicado pela competicdo com 0s microrganismos
presente no solo utilizado, devido ao fato deste nao ter sido submetido ao processo
de esterilizacdo. Segundo Kloepper et al. (1980), a variabilidade observada em
estudos de inoculacdo de plantas com bactérias com o objetivo de se obter
incrementos no rendimento € ocasionada provavelmente por falhas em introduzir a
bactéria na rizosfera. Ainda, conforme o mesmo autor, fatores como a utilizacdo de
estirpes ineficazes, viabilidade da bactéria introduzida, tipo e temperatura do solo e
constituicdo da comunidade microbiana nativa afetam a sobrevivéncia das bactérias,
a colonizagdo das raizes e a persisténcia na rizosfera.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo verificou-se que a
fluorescéncia transiente da clorofila a pode ser utilizada nas avaliagbes das
respostas fotossintéticas das plantas provenientes das sementes microbiolizadas
com isolados bacterianos, sendo provavelmente mais eficaz em condicbes de
crescimento totalmente controladas.

Este € um dos poucos trabalhos a analisar o efeito da microbiolizacao de
sementes no funcionamento da cadeia de transporte de elétrons gerando, portanto,
resultados preliminares importantes. Contudo, sdo necessarios mais estudos para se
estabelecer os parametros mais responsivos que podem ser empregados para
diagnosticar os efeitos da interacdo da planta e do microrganismo no aparelho
fotossintético em processos de selecéo de rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas.

Além disso, estudos adicionais utilizando os isolados que promovem
superioridade no crescimento as plantas de canola devem ser desenvolvidos a fim
de elucidar detalhadamente os fenbmenos pelos quais eles beneficiam a planta
hospedeira, uma vez que um unico isolado pode apresentar varios mecanismos de
acao.

Estes isolados bacterianos poderdo ser utilizados em ensaios futuros, em
nivel de campo, para verificacdo das interac6es entre estes microrganismos e outros

membros da comunidade microbiana nativa da rizosfera, para que a inoculacdo seja
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bem sucedida e possa ter impacto na produgdo da cultura. O monitoramento do
comportamento destes isolados em fung&o dos tratos culturais utilizados ao longo do
ciclo da cultura podera trazer informacfes sobre a capacidade de sobrevivéncia
destes isolados no ambiente e avaliar possiveis mudancas na estrutura da
comunidade bacteriana ap0s o estabelecimento das estirpes.

Como perspectiva futura, a aplicagdo destes microrganismos como
biofertilizantes ou agentes de biocontrole podera reduzir a utilizacdo de produtos
guimicos, um dos fatores responsavel pelo encarecimento da producéo, além de ser
uma medida sustentavel para o desenvolvimento de tecnologias mais limpas

contribuindo para redugéo da contaminagao ambiental.
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6. CONCLUSAO GERAL

A fluorescéncia transiente da clorofila a pode ser utilizada nas avaliacdes das
respostas fotossintéticas das plantas provenientes das sementes microbiolizadas
com isolados bacterianos, possibilitando a selecdo de rizobactérias com potencial
para incremento do crescimento de plantas de canola.

Isolados bacterianos apresentam potencial para promover o crescimento de
plantas de canola quando utilizados por meio da microbiolizacdo de sementes.

Os isolados bacterianos DFs 320, DFs 513 [Pseudomonas veronii] e DFs 628
[Bacilus sp.] promovem o maior crescimento das plantas de canola do hibrido Hyola
61.
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ANEXO A

Tabela 1A. Dados meteorolégicos do periodo correspondente a realizacdo do
Ensaio | (01 de junho a 27 de julho de 2012)

Elementos Dados meteoroldgicos (01/06 a 27/07/2012)
Temperatura média (°C) 11,4
Temperatura média das minimas (°C) 6,5
Temperatura minima absoluta (°C) -3,0
Temperatura média das maximas (°C) 18,2
Temperatura maxima absoluta (°C) 30,0
Insolacdo média (h) 6,0
Radiac&o solar (cal cm™ dia™) 207,5
Numero de dias de geada 15

Fonte: Estacao Agroclimatoldgica de Pelotas - Convénio EMBRAPA/UFPEL



96

ANEXO B

Tabela 1B. Dados meteorologicos do periodo correspondente a realizagdo da
Etapa | do Ensaio Il (14 de agosto a 30 de outubro de 2012)

Elementos Dados climatoldgicos (14/08 a 30/10/2012)

Temperatura média (°C) 17,5
Temperatura média das minimas (°C) 13,8
Temperatura minima absoluta (°C) 51

Temperatura média das maximas (°C) 22,6
Temperatura maxima absoluta (°C) 30,5
Insolacdo média (h) 57

Radiac&o solar (cal cm™ dia™) 308,9

Numero de dias de geada -

Fonte: Estacao Agroclimatoldgica de Pelotas - Convénio EMBRAPA/UFPEL
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ANEXO C

Tabela 1C. Dados meteorolégicos do periodo correspondente a realizacdo da
Etapa Il do Ensaio Il (20 de marco a 30 de abril de 2013)

Elementos Dados climatoldgicos (20/03 a 30/04/2013)

Temperatura média (°C) 18,9
Temperatura média das minimas (°C) 14,2
Temperatura minima absoluta (°C) 7,3

Temperatura média das maximas (°C) 25,2
Temperatura maxima absoluta (°C) 30,7
Insolacdo média (h) 7,6

Radiac&o solar (cal cm™ dia™) 352,5

Numero de dias de geada -

Fonte: Estacao Agroclimatoldgica de Pelotas - Convénio EMBRAPA/UFPEL
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Tabela 1D. Dados meteorologicos do periodo correspondente a realizacdo do

Ensaio 11l (08 de maio a 21 de outubro de 2013)

Periodo T Tm TmA ™ TMA | RS DG
(DAS)* (°C)  (°C) (°C) (°C)  (°C) (hy  (calcm®dia™) (DAS)*
0-20 143 10,0 25 206 262 55 214.,6 2-9-10
21-34 129 84 46 198 245 6,9 225,1 30
35-49 124 83 38 17,7 246 48 176,4 38
50-62 126 7.9 23 187 228 55 193,0 54-55
63-76 11,3 7,7 21 169 274 53 197,8 69-73-75
77-90 11,1 66 -10 180 258 7,0 250,8 77-78-79-89
91-104 10,7 5.8 06 16,7 232 53 237,2 95-96-99-100-102
105-117 12,3 8,1 45 17,8 254 3,9 213,1 112
118-131 18,3 13,2 43 240 347 63 309,5 119
132-145 13,3 9,5 53 17,9 206 46 283,4 -
146-166 17,5 135 7,0 223 30,2 6,8 383,8 -

T = temperatura média; Tm = temperatura média das minimas; TmA = temperatura minima absoluta;
TM = temperatura média das maximas; TMA = temperatura maxima absoluta; | = insolagdo média; RS
= radiacao solar; e DG = dias de geada. *DAS: dias apds a semeadura

Fonte: Estacdo Agroclimatolégica de Pelotas - Convénio EMBRAPA/UFPEL



