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RESUMO

A associacdo das plantas com rizobactérias pode contribuir para 0 aumento do crescimento,
reproducdo e resisténcia a insetos e patdgenos, devido a alteracdo nos hormonios e absor¢do
mais eficiente de nutrientes, principalmente a fixacdo de nitrogénio. Essa interacdo também
traz beneficios para os microrganismos, além de um local propicio para o desenvolvimento e
formacéo de coldnias, as plantas fornecem carbono reduzido e outros metabdlitos para esses
organismos. Os efeitos dessa simbiose podem ser alterados por aspectos bidticos, como
espécie e linhagem da rizobactéria. Algumas linhagens tendem a ser menos competitivas e
isso pode reduzir a eficdcia durante a colonizagdo. Os aspectos abidticos também devem ser
considerados, pois as adversidades climaticas no campo podem prejudicar a estabilidade das
coldnias. Diante desse cenério, o objetivo desse estudo foi avaliar se a inoculacdo da planta de
feijdo (Phaseolus vulgaris) pela rizobactéria Rhizobium tropici (CIAT 899) causa alteracdes
no crescimento, reproducdo e resisténcia da planta a insetos herbivoros. Além disso,
investigamos se os fendis, importante grupo quimico que atua nas defesas das plantas, seriam
alterados pela associagdo com a rizobactéria. Foram realizados dois plantios para conduzir 0s
experimentos, um na estacdo seca, de junho a setembro, e outro na estacdo chuvosa, de
setembro a dezembro. Os ensaios continham plantas dos tratamentos controle (sem
inoculacdo) e Rhizobium (inoculadas). Avaliamos parametros relacionados ao crescimento
(biomassa radicular e parte aérea, altura e altura com gavinha) e reproducédo (data de abertura
das flores, numero de flores, niUmero de vagens e peso dos graos) das plantas, mas a maior
parte deles néo foi alterada em funcgéo da inoculacdo por Rhizobium nos dois plantios. Apenas
0 numero de flores de plantas inoculadas foi maior que o das plantas ndo inoculadas na
estacdo seca. Foi avaliada a abundancia e composi¢do da comunidade de insetos herbivoros
nas plantas dos dois tratamentos e nao houve diferenca significativa entre eles nas duas
estacOes. Apesar disso, na estacdo seca, foi observada uma tendéncia de maior resisténcia das
plantas inoculadas, que foram 2 vezes menos visitadas por herbivoros do que as plantas ndo
inoculadas. A analise de fendis totais constitutivos (anteriormente a transferéncia das plantas
para 0 campo) mostrou que as plantas inoculadas tiveram o contetdo de fendis reduzido em
relacdo as plantas nao inoculadas. Porém, ap0s a exposicdo a estresses abioticos e bidticos do
campo, essa diferenga nos niveis de fendis totais ndo foi mais observada. Ao contrério da
nossa hipotese, na qual os efeitos da inoculacdo seriam positivos no crescimento, reproducédo
e resisténcia da planta de feijdo a insetos, os resultados indicam um efeito neutro de R. tropici
no crescimento da planta de feijdo, mas um efeito positivo discreto na reproducdo e
resisténcia que merece ser melhor investigado.

Palavras-chave: Fenois totais. Rizobactérias fixadoras de N. Defesas induzidas das plantas.
Microrganismos benéficos. Inoculante.



ABSTRACT

The association of plants with rhizobacteria can contribute to increased growth, reproduction
and resistance to insects and pathogens, due to changes in hormones and more efficient
absorption of nutrients, mainly the application of nitrogen. This interaction also brings
benefits to microorganisms, in addition to a favorable place for the development and
formation of colonies, plants provide reduced carbon and other metabolites for these
organisms. The effects of this symbiosis can be altered by biotic aspects, such as rhizobacteria
species and lineage. Some strains tend to be less competitive and this can reduce effectiveness
during colonization. Abiotic aspects must also be considered, as climatic adversities in the
field can impair the stability of the colonies. Given this scenario, the objective of this study
was to evaluate whether the inoculation of the bean plant (Phaseolus vulgaris) by the
rhizobacteria Rhizobium tropici (CIAT 899) causes changes in the growth, reproduction and
resistance of the plant to herbivorous insects. In addition, we investigated whether phenols, an
important chemical group that acts in plant defenses, would be altered by the association with
rhizobacteria. Two plantings were carried out to conduct the experiments, one in the dry
season, from June to September, and the other in the rainy season, from September to
December. The tests contained plants from the control (without inoculation) and Rhizobium
(inoculated) treatments. We evaluated parameters related to growth (root biomass and aerial
part, height and height with tendril) and reproduction (date of opening of flowers, number of
flowers, number of pods and weight of grains) of the plants, but most of them were not
changed due to Rhizobium inoculation in both plantations. Only the number of flowers from
inoculated plants was greater than that of plants not inoculated in the dry season. The
abundance and composition of the herbivorous insect community in the plants of the two
treatments was evaluated and there was no significant difference between them in the two
seasons. Despite that, in the dry season, a trend towards greater resistance of the inoculated
plants was observed, which were 2 times less visited by herbivores than the non-inoculated
plants. The analysis of total constitutive phenols (prior to the transfer of the plants to the field)
showed that the inoculated plants had reduced phenol content in relation to the non-inoculated
plants. However, after exposure to abiotic and biotic stresses in the field, this difference in
total phenol levels was no longer observed. Contrary to our hypothesis, in which the effects of
inoculation would be positive on the growth, reproduction and resistance of the bean plant to
insects, the results indicate a neutral effect of R. tropici on the growth of the bean plant, but a
discreet positive effect on reproduction and resistance that deserves further investigation.

Key words: Total phenols. N-fixing rhizobacteria. Plant induced defenses. Beneficial
microorganisms. Inoculant.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Os microrganismos sdo seres microscopicos que estdo em abundancia no solo
(TORSVIK; Sgrheim; Goksgyr, 1996, WHITMAN et al. 1998). Desempenham diversas
funcBes, podendo inclusive regular os processos essenciais que acontecem no ecossistema,
como a ciclagem de alguns nutrientes e a decomposicdo. Esses organismos podem mudar a
dindmica da vegetacdo, pois em associagdo com as plantas podem causar efeitos positivos,
neutros e negativos, interferindo no desenvolvimento e habilidade competitiva das plantas
(NANNIPIERI; BADALUCCO, 2003; VAN DER HEIDEN; BARDGETT; VAN
STRAALEN, 2008). Entre os microrganismos do solo, alguns vivem na rizosfera, como
fungos e bactérias. As superficies radiculares sdo predominantemente colonizadas por
bactérias (STARKEY, 1931). Esses organismos interagem de diversas maneiras (NORMAN,
1947), incluindo servicos benéficos para as plantas, como o aumento na absorcdo de
nutrientes. Em contrapartida, os organismos vegetais fornecem aos individuos associados
carbono reduzido e outros metabdlitos. Sendo assim, eles desenvolvem uma relagdo de
simbiose, onde as duas espécies se beneficiam dessa interacdo (BACKER, 2018).

A associacdo com rizobactérias podem alterar fenologia das plantas e interagdes com
organismos acima do solo, por exemplo, com insetos herbivoros, devido a inducdo de
resisténcia sistémica (IGIEHON; BABALOLA, 2018). A utilizacdo das rizobactérias
fixadoras de nitrogénio gera aumento no crescimento da planta e na reprodugédo
(RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 1999; YADEGARI et al.,2000). Sabe-se que rizobactérias
fixadoras de nitrogénio podem alterar a fenologia e a altura das plantas, quantidade de flores,
os tracos florais basicos e a morfologia vegetal (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009;
BARBER; SOPER GORDEN, 2014; STANLEY; KOIDESHUMWAY, 1993). Por outro
lado, alguns trabalhos demonstraram que a inoculagdo pode ter um efeito neutro para as
plantas (ANDRADE; AZCON; BETHLENFALVAY, 1995; EDWARDS; YOUNG; FITTER,
1998).

As plantas possuem dois mecanismos de desfesas contra insetos herbivoros, defesas
constitutivas e induzidas, de natureza fisica e/ou quimica (PRICE et al., 1980; KARBAN;
BALDWIN, 1997; GATEHOUSE, 2002). As defesas constitutivas sdo aquelas que estdo
sempre presentes nos tecidos vegetais, independente da ocorréncia de estresses
(GATEHOUSE, 2002; CHAUDHARY et al., 2018). Ja as defesas induzidas das plantas séo
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expressas somente apos a deteccdo da herbivoria (LITTLE et al., 2007; PEIFFER et al., 2009;
BLENN et al., 2012; FATOUROS, et al., 2012). As defesas das plantas ocorrem através do
aumento nos niveis de metabolitos secundarios ja existentes e sintese de novas moléculas,
como o acumulo de compostos fendlicos, e/ou das defesas fisicas. Podem ocorrer a curto e
longo prazo incluindo as folhas imaturas, conferindo maior resisténcia a insetos especialistas e
também generalistas (AGRAWAL, 1999; BRIAN; DAWSON, 2002; DALIN; BJORKMAN,
2003; LEITNER; BOLAND; MITHOFER, 2005; MCCALL et al., 2018).

A sintese de defesas induzidas pela herbivoria implica em altos custos energéticos
(MAZID et al., 2011), pois depende da expressdo de genes relacionados a sintese de enzimas
e uma série de reacBGes bioquimicas moduladas, principalmente, pelos niveis de acido
jasmonico (JA), &cido salicilico (SA) e etileno (BARI; JONES, 2009; ZHANG et al., 2013;
VON DAHL; BALDWIN, 2013), que atuam sistemicamente e promovendo mudancas
bioguimicas em toda a planta (KAPLAN et al., 2008). Apesar disso, essa plasticidade da
expressdo de defesas dependendo da presenca do herbivoro parece ser vantajosa, pois permite
que as plantas economizem energia e aloquem-na em crescimento e reproducdo na auséncia
da herbivoria (AGRAWAL, 1999).

Os microrganismos podem induzir a resisténcia das plantas e alterar os metabolitos
secundérios (IGIEHON; BABALOLA, 2018). A ISR (Resisténcia Sistémica Induzida) por
microrganismos geralmente torna a planta mais resistente por ativar o priming de modo que a
planta, uma vez atacada, defende-se mais rapidamente comparada as plantas que ndo tiveram
esse estimulo anteriormente (CONRATH et al., 2006; FROST et al., 2008; MARTINS et al.,
2013). Além disso, a associacdo entre a planta e organismos abaixo do solo pode alterar os
VOCs (Compostos Organicos Voléateis) emitidos pela planta, interferindo em sua sinalizacéo.
Esses compostos interferem no comportamento dos insetos, podendo ser atraentes ou
repelentes (RASMANN et al., 2017; NOMAN et al., 2019; VOLPIANO et al. 2019).

A inoculacdo de rizobactérias em agrossistemas tem sido bem estudada devido aos
seus beneficios. Inclusive a legislacdo brasileira permite a utilizagdo de inoculos
comercializados (Instrugdo Normativa SDA no 13, de 24 de marco de 2011, Brasil). A
maioria dos estudos realizados utilizam leguminosas para aprofundar nesse sistema, devido a
facilidade na associagdo entre esses organismos vegetais e diversas espécies de rizobacterias
presentes no solo, principalmente do género Rhizobium. As leguminosas possuem
caracteristicas especificas na nodulagdo, o que contribui para o desenvolvimento das
pesquisas (SCHMIDT, 1978; MARTINEZ-ROMERO, 2003; CHEN et al., 2005; GRAHAM,
2008).
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Apesar dos beneficios citados na utilizacdo das rizobactérias, ainda ha muitas
dificuldades nesse processo, uma delas é a garantia de que ocorrerd uma associacdo radicular
bem sucedida, considerando que no solo ja existem outras colbnias de rizobactérias
competidoras. Outra questdo € que a associagdo com rizobactérias podem alterar as vias de
sinalizacdo de hormonios vegetais, influenciando a fisiologia e as interagfes da planta com o
meio, como a resisténcia a estresses biéticos e abidticos (KEMPEL; BRANDL; SCHADLER,
2009).

O feijdo é uma leguminosa com grande importancia para a populacdo, é fonte de
proteinas em varios paises, incluindo o Brasil, principalmente devido ao pais ser um dos
maiores produtores do feijdo comum (Phaseolus vulgaris) (RODRIGUES et al., 2015). A
safra referente ao ano 2018/2019 teve a producédo de aproximadamente 3 milhdes de toneladas
nas trés safras, sendo 3% menor comparado ao ano anterior (CONAB, 2019). Normalmente o
plantio dessa cultura ocorre em 3 safras (aguas, seca e inverno) no Brasil, devido ao ciclo
curto da planta, a duracdo pode ser de 67 a 90 dias, dependendo da cultivar utilizada. O
plantio da safra das aguas é realizado entre outubro e novembro, da seca entre fevereiro a
marc¢o e do inverno em julho, sendo que o frio pode prolongar o ciclo (RODRIGUES et al.,
2015).

Entre os herbivoros frequentemente encontrados em plantios de feijdo, estdo: as
vaquinhas Diabrotica speciosa Germar e Cerotoma arcuatus Oliver (Coleoptera:
Chrysomelidae), insetos mastigadores que causam danos as folhas. (PEREIRA; 1997; NAVA,;
PARRA, 2003); a cigarrinha-verde Empoasca kraemeri Ross e Moore (Hemiptera:
Cicadellidae), que fica na superficie inferior das folhas e sugam a seiva (WILDE; VAN
SCHOONHOVEN.; GOMEZ-LAVERDE, 1976; Murray et al. 2004); a mosca-minadora
Liriomyza huidobrensis Blanchard (Diptera: Agromyzidae), cujas larvas minam as folhas da
planta do feijao (AMEIXA et al, 2007; YILDIRIM et al., 2012); a mosca-branca Bemisia
tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) que suga a seiva das folhas e é transmissor do
virus do mosaico dourado. (BOICA JUNIOR; VENDRAMIN, 1988; BYRNE; BELLOWS,
1991; INBAR; GERLING, 2008). Além desses, os tripes (Thysanoptera: Thripidae)
constituem um grupo importante de varias espécies que ocorrem frequentemente em plantas
de feijdo e causam severos danos. Ninfas e adultos sugam o contetdo celular da epiderme de
folhas e flores, formando pontuacGes brancas nos locais de ataque (BAILEY et al., 1933;
BOICA JUNIOR et al, 2015). Para manejar essas pragas, no estado de Minas Gerais, s30
feitas rotacGes de cultura nos plantios e, principalmente, o controle quimico por meio de

inseticidas especificos para cada praga (RODRIGUES et al., 2015). Estudos visando taticas
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mais sustentaveis sdo necessarios para reduzir a dependéncia e o impacto dos quimicos no
ambiente, principalmente, de uma cultura com alta relevéancia socioeconémica.

Dois dos principais componentes quimicos relacionados a defesa em plantas de feijao
sdo as fitoalexinas e os compostos fenolicos. As plantas de feijdo produzem fitoalexinas
ocorrem constitutivamente, mas que também sdo induzidas apds a herbivoria
(HARGREAVES; BAILEY, 1978). O gradiente dessa resisténcia pode sofrer variacOes de
acordo com condi¢des ambientais e das plantas utilizadas (selvagens, domésticas e diferentes
cultivares) (CRAMER, 1985; LINDIG-CISNEROS; DIRZO; ESPINOSA-GARCIA 2002).
Os compostos fendlicos também conferem resisténcia constitutiva e induzida no feijdo, além
disso, esses compostos quimicos também tém funcdes antioxidantes (RAHE et al., 1969;
OOMAH; CARDADOR-MARTINEZ; LOARCA-PINA, 2005; XU.: CHANG, 2009). O
aumento desses dois compostos pode ocorrer concomitantemente na inducdo de resisténcia
(RATHMELL; BENDALL, 1971; BAILEY; BURDEN, 1973).

Neste contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar se a inoculacdo da planta de feijao
comum (Phaseolus vulgaris) pela rizobactéria Rhizobium tropici (CIAT 899) causa alteracdes
no crescimento, reproducdo e resisténcia da planta a insetos herbivoros. Além disso,
investigamos se os fenois, importante grupo quimico que atua nas defesas das plantas, séo

alterados pela associacdo com a rizobactéria.
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RESUMO

A associacdo das plantas com rizobactérias é conhecida por conferir aumento no crescimento,
reproducdo e resisténcia contra patogenos e herbivoros devido a mudancas na nutricdo e
balango hormonal das plantas. Esses efeitos, no entanto, sdo varidveis dependendo de diversos
fatores bioticos e abidticos, como a espécie e linhagem da rizobactéria e alteracGes climaticas
no campo. O objetivo desse estudo foi avaliar se a inoculagdo da planta de feijdo (Phaseolus
vulgaris) pela rizobactéria Rhizobium tropici (CIAT 899) causa alteracdes no crescimento,
reproducdo e resisténcia da planta a insetos herbivoros. Além disso, investigamos se os fendis,
selecionado como um grupo quimico proxy de defesa da planta, seriam alterados pela
associagao com a rizobactéria. Os resultados mostraram que a inoculagdo com a rizobactéria
ndo alterou parametros de crescimento da planta de feijao (biomassa radicular e parte aérea,
altura e altura com gavinha) ou reproducdo (data de abertura das flores, nimero de vagens e
peso dos graos), mas promoveu um aumento no nimero de flores das plantas na estacdo seca.
Em relacdo aos fendis totais, plantas inoculadas apresentaram menores niveis em relacéo as
plantas ndo inoculadas, no entanto, no campo, sob infestacdo de herbivoros, essa diferenca
ndo foi mais observada. Apesar dessa reducdo do nivel de fendis constitutivos das plantas
inoculadas, houve uma tendéncia das plantas inoculadas serem mais resistentes aos herbivoros
na estacdo seca, quando a abundéncia de insetos foi, aproximadamente, 2 vezes menor em
relacdo as plantas ndo inoculadas. Porém, na estacdo chuvosa, essa tendéncia nao foi
observada. A inoculacdo pela bactéria também n&o alterou a composicdo da comunidade de
insetos em ambas estacdes. Os resultados indicam que a inoculagdo com R. tropici teve um
efeito neutro no crescimento da planta de feijdo, mas um leve efeito positivo na reproducéo e
resisténcia que necessita de mais estudos para compreender melhor esse sistema.

Palavras chave: Defesas induzidas de plantas. Fendis totais. Herbivoria. Rizobactéria
promotora de crescimento vegetal.
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ABSTRACT

The association of plants with rhizobacteria is known to increase growth, reproduction and
resistance against pathogens and herbivores due to changes in plant nutrition and hormonal
balance. These effects, however, vary depending on several biotic and abiotic factors, such as
the species and lineage of rhizobacteria and climatic changes in the field. The ain of this study
was to evaluate whether the inoculation of the bean plant (Phaseolus vulgaris) by the
rhizobacterium Rhizobium tropici (CIAT 899) causes changes in the plant's growth,
reproduction and resistance to herbivorous insects. In addition, we investigated whether
phenols, selected as a plant defense chemical group, would be altered by association with
rhizobacteria. Our results showed that inoculation with rhizobacteria did not alter growth
parameters of the bean plant (root biomass and aerial part, height and height with tendrils) or
reproduction (date of opening of flowers, number of flowers, number of pods and grain
weight), but promoted an increase in the number of plant flowers in the dry season. In relation
to total phenols, inoculated plants showed lower levels than non-inoculated plants, however,
in the field, under herbivore infestation, this difference was no longer observed. Despite this
reduction in the level of phenols constituting the inoculated plants, there was a tendency for
the inoculated plants to be more resistant to herbivores in the dry season, when the insect
abundance was approximately 2 times lower in relation to the non-inoculated plants.
However, in the rainy season, this trend was not observed. The inoculation by the bacteria
also did not change the composition of the insect community in both seasons. The results
indicate that inoculation with R. tropici had a neutral effect on the growth of the bean plant,
but a slight positive effect on reproduction and resistance, which needs further studies to
better understand this system.

Key words: Plant induced defenses. Total phenols. Herbivory. Plant growth promoting
rhizobacteria.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos sdo seres muitos abundantes no solo que participam e contribuem
para diversas fungdes do ecossistema, como a decomposicdo e a ciclagem de nutrientes
(TORSVIK; S@RHEIM; GOKS@YR, 1996, WHITMAN et al. 1998). Esses individuos
podem influenciar a dindmica de toda a vegetacdo, inclusive das florestas, devido a sua
associacdo com o0s organismos vegetais e dos efeitos (neutros, positivos ou negativos)
ocasionados por essa interacdo (NANNIPIERI; BADALUCCO, 2003; VAN DER HEIJDEN,;
BARDGETT; VAN STRAALEN, 2008). O habitat de alguns desses microrganismos, como
fungos e bactérias, é a rizosfera. Esses organismos interagem com as plantas de diversas
maneiras e muitos sdo benéficos para as plantas (NORMAN, 1947). Essa relacdo,
caracterizada como uma simbiose, pois as duas espécies envolvidas se beneficiam. As plantas
sdo favorecidas pelo aumento na absorgédo de nutrientes, principalmente na fixagdo de N e as
rizobactérias pela captacdo do carbono reduzido e outros metabdlitos fornecidos pelas plantas
(BACKER, 2018).

A associacdo com microrganismos benéficos pode auxiliar as plantas a lidar com
pressdes ambientais, assim como as exercidas pelos insetos herbivoros. Os estudos com
endossimbiontes mutualisticos estdo avangando, principalmente considerando as leguminosas,
devido a seu alto potencial de associagdo com microrganismos do solo (PEIX et al, 2015). A
proposta de utilizar rizobactérias fixadoras de N do género Rhizobium, também chamadas de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), esta se tornando mais comum
(LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; YADEGARI et al.,2010; JAHANIAN et al., 2012). A
maior parte dos estudos relata que esses microrganismos conferem aumento no crescimento e
produtividade das plantas (VESSEY, 2003; LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; KUMAR
et al., 2015), mas alguns outros obtiveram resultados neutros (ANDRADE; AZCON;
BETHLENFALVAY, 1995; EDWARDS; YOUNG; FITTER, 1998; HASAN et al., 2014).

Devido a pressdo exercida pelos insetos herbivoros, as plantas se adaptaram aos
ambientes desenvolvendo diversos mecanismos fisicos e quimicos para sanar esses ataques
(PRICE et al., 1980; KARBAN; BALDWIN, 1997). As plantas possuem defesas
constitutivas, que estdo presentes em todos 0s momentos, mesmo antes de algum ataque,
podem ser substancias quimicas ou fisicas, que fazem o papel de barreiras (WITTSTOCK;
GERSHENZON, 2002; KEMPEL, 2011; CHAUDHARY et al., 2018). Ha também as defesas

induzidas, que sdo ativadas apenas apés a injuria, devido ao seu alto custo para a planta
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(KARBAN; MYERS, 1989; AGRAWAL, 1998; CIPOLLINI; PURRINGTON;
BERGELSON, 2003). As defesas induzidas podem ser através do aumento dos metabdlitos
secundarios, como o acumulo de compostos fendlicos, ou através da sintese de novos
compostos (AGRAWAL, 1999; LEITNER; BOLAND; MITHOFER, 2005; MCCALL et al.,
2018).

O alto custo da inducdo esta relacionado a expressdo de genes envolvidos nas reagdes
bioquimicas moduladas principalmente pelos niveis de trés fitohormonios: o &cido jasmonico
(JA), 4cido salicilico (SA) e etileno (REYMOND; FARMER, 1998; KESSLER; BALDWIN,
2002; PIETERSE; DICKE, 2007; MAZID et al., 2011). Diante disso, ndo seria vantajoso para
a planta ter um gasto energético alto para manter essas defesas ativas nos tecidos vegetais em
todos os momentos, ocorrendo a inducdo apenas ap0s a injuria (AGRAWAL, 1998;).
Geralmente os insetos mastigadores ativam as rotas dependentes do JA e que insetos
sugadores ativam uma rota diferente, dependente do AS (MORAN; THOMPSON, 2001;
WALLING, 2008; THALER; HUMPHREY; WHITEMAN, 2012).

Alguns estudos mostram que a inoculagdo por microrganismos benéficos pode conferir
maior resisténcia as plantas (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). A resisténcia
sistémica induzida (ISR) ocorre através do efeito de priming, ou seja, apds a injdria essas
defesas sdo expressas de forma mais rapida e mais forte (PINEDA et al., 2010; JUNG et al.,
2012; JUNG et AC, 2012; MARTINS et al., 2013). Os fitohorménios JA, SA e etileno séo os
sinalizadores para que essa reacdo aconteca. O efeito de priming reduz o custo enérgico
envolvido na ISR pelas plantas (PIETERSE et al., 2000 e 2014; VAN DER ENT; VAN
WEES; PIETERSE, 2009; PINEDA 2013). A ISR é mais eficaz a alguns grupos de insetos,
por exemplo, a planta se torna menos suscetivel a ataque de insetos mastigadores comparados
aos insetos sugadores, devido ao modo de alimentacdo, os insetos mastigadores véo induzir
substancias de defesas produzidas pelas plantas, como os metabdlitos secundarios (BRUCE;
PICKETT, 2007; HARTLEY; GANGE, 2009; KEMPEL; BRANDL; SCHADLER, 2009;
PINEDA et al., 2010). Além disso, a inducdo da resisténcia afeta mais insetos generalistas, ou

seja, ndo tem efeito nos insetos especialistas (VAN OOSTEN et al., 2008).

Mesmo com Varios beneficios na utilizacdo das rizobactérias ainda h& muitas
dificuldades em sua aplicagdo (GRAHAM, 1981). Faltam padrbes que descrevam todo o
processo desde a multiplicacdo dos organismos até o plantio (GRAHAM, 1981; CLAYTON
et al., 2004; NESON, 2004; RASMANN et al., 2017), como a concentracdo durante o
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processo de cultivo até a concentracdo e tipos de adubos para ndo reduzir a eficécia,
principalmente envolvendo a quantidade de N a ser aplicada (OZTURK; CAGLAR; SAHIN,
2003; ADESEMOYE; TORBERT; KLOEPPER,2010; BARGAZ et al., 2018). Alguns
autores apontam o efeito sinérgico utilizando mais de um microrganismo, ou seja, a co-
inoculagdo pode potencializar os efeitos, trazendo maior efeito positivo para as plantas
(AKKOPRU; DEMIR, 2005; YADEGARI et al., 2008; KUMAR et al., 2017).

Os experimentos desenvolvidos no campo demonstram certa instabilidade na
utilizacdo desses inoculos devido a heterogeneidade ambiental (GRAHAM, 1981). Um dos
aspectos considerados nesses trabalhos € a habilidade competitiva desses organismos,
considerando que no campo ha col6nias nativas dos solos utilizados e que ja estdo adaptadas
aquele ambiente, isso pode impedir a colonizacéo e estabilizacdo das rizobactérias inoculadas
(GRAHAM; HALLIDAY, 1977; VARGAS et al., 1991). Além disso, na casa de vegetacdo
as condicbes sdo controladas, facilitando a colonizacdo. No campo as alteragdes climaticas
podem interferir no desenvolvimento das plantas e prejudicar o processo posterior a
inoculacdo (GRAHAM, 1981; NELSON, 2004).

Mesmo diante de todas essas informacdes, as plantacBes agricolas ainda utilizam
pesticidas e inseticidas em grandes quantidades. O feijao € um 6timo modelo para esse estudo,
devido a suscetibilidade a pragas, o ciclo rapido e o padrdo de cultivo bem definido
(YOKOYAMA, 2002; RODRIGUES et al., 2015). Além disso, o Brasil produz feijdo comum
Phaseolus vulgaris L. cv. Carioquinha (Fabaceae) em larga escala. Em 2018/2019, a safra
produziu aproximadamente 3 milhGes de toneladas (CONAB, 2019). Essa cultura é valorizada
no pais por ser considerada uma importante fonte de proteina para a populacdo (RODRIGUES
etal., 2015).

As fitoalexinas e os compostos fenolicos sdo duas importantes classes quimicos que
atuam nas defesas do feijdo contra insetos herbivoros, podendo atuar de forma sinérgica ou
separadamente (RATHMELL; BENDALL, 1971; BAILEY; BURDEN, 1973). Os compostos
fendlicos podem ser constitutivos e induzidos, ocorrendo o acimulo ap0os o estresse biotico
(LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006). Além disso, esses sdo importantes
compostos que atuam na funcdo antioxidante (RAHE et al., 1969; OOMAH;
CARDADOR-MARTINEZ; LOARCA-PINA, 2005; XU.; CHANG, 2009). As fitoalexinas é
induzida apos o dano na planta, mas ja foi comprovado que tecidos vegetais, sem a ocorréncia

de dano, também contém esse composto. O estresse abidtico também pode interferir no
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acumulo desses compostos e, consequentemente, na resisténcia das plantas de feijao
(HARGREAVES; BAILEY, 1978; CRAMER, 1985; LINDIG-CISNEROS; DIRZO;
ESPINOSA-GARCIA 2002).

Diante deste cenario, o objetivo desse trabalho foi avaliar se a inoculacdo da planta de
feijdo comum (P. vulgaris) pela rizobactéria Rhizobium tropici (CIAT 899) causa alteracdes
no crescimento, reproducdo e resisténcia da planta a insetos herbivoros. Além disso,
investigamos se os fendis, importante grupo quimico que atua nas defesas das plantas, seriam

alterados pela associa¢do com a rizobactéria.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Cultivo das plantas e inoculacéo da rizobactéria

As sementes de feijdo tipo carioca (Phaseolus vulgaris L. cv. Pérola) foram cultivadas
em casa de vegetacdo, sem controle de luz e temperatura até o estadio R6 (inicio da floracao).
Para a semeadura foram utilizados vasos de polietileno (5 L de capacidade) contendo
latossolo vermelho escuro (horizonte C) (pH 5.6, K 35.98, P 1.08 mg/dm?® Ca 1.93, Mg
0.16, Al 0.04 H+AL 2.22 cmclc/dm®; SB 2.5, t 2.22, T 4.40, cmolc/dm®; V 49.60% , m
1.80%; M.O. 1.29 dag/kg P-Rem 7.49 mg/L; Zn 1.58, Fe 62.95, Mn 19.16, Cu 4.08, B 0.01, S
168.30 mg/dm?®, Argila 58 dag/kg, silte 30 dag/kg). Todas as sementes foram tratadas com
solucdo de alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de cloro a 1% por 60 segundos e
sucessivamente lavadas com agua destilada e auto clavada 5 vezes. As exigéncias nutricionais
da cultura foram supridas de acordo com a recomendacdo de Malavolta para vaso
(MALAVOLTAE. etal., 1997) P =300, K=200,S=50,B=0.9,Cu=15Fe=2,Mn=4,
Mo = 0.15 e Zn = 5 (mg/kg™). Os nutrientes foram fornecidos na forma de fosfato de célcio
Ca (H,PQ,4)2, sulfato de magnésio MgSO,4 7H,0, cloreto de ferro FeCL3 + 6H,0, Na,MO O,
2H,0, Zn SO3; 7H,0, Mn SO4 H,0, H3BO3; e Cu SO, 5H,0. O cloreto de potassio foi
fracionado em duas aplicagbes, sendo a primeira realizada no preparo do solo e a outra
aplicacdo de cobertura 15 dias apés o plantio. Além disso, foi realizada a adubacéo
nitrogenada de cobertura 40kg/ha na forma de Uréia 45% dividida em duas aplicagcbes com
intervalo de 15 dias entre elas, a primeira aplicagdo ocorreu no 15° dia ap6s o plantio.

O inoculante R. tropici Ciat 899 foi fornecido pelo laboratério de microbiologia

agricola da Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG, Brasil), que foi preparado na
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propor¢do 3:1 de turfa e cultura em meio semi solido YM na fase log, de acordo com
procedimentos descritos por Soares etal. (2006) e Ferreira et al. (2009). Para obter
plantas de feijdo inoculadas, apos a esterilizacdo das sementes, foi aplicado a turfa contendo
R. tropici na proporcao de 3 gramas de turfa a cada 100 gramas de semente. Para o tratamento
controle (planta ndo inoculada), as sementes foram tratadas com a turfa na mesma proporgao

que as sementes inoculadas, porém, sem a adicdo dos microrganismos.

2.2 Experimento de campo

O experimento de campo foi realizado em uma &rea experimental localizada na
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, com latitude 21°13°15.154” S e
longitude 44°58°11.129” W. A area utilizada para o experimento foi de 370 m? e esta situada a
60 m de uma estrada de terra pouco movimentada (Figura 1). Ao redor desse espaco ha
gramineas e vegetacdo nativa, além de parcelas de terras destinadas a plantios agricolas

localizadas a poucos metros de distancia do local.

Vasos de plantas inoculadas com R. tropici e ndo inoculadas no estagio R6 (floracao)
foram transferidos da casa de vegetacdo para area experimental e isolados em mesocosmos.
Cada mesocosmo continha 5 plantas do mesmo tratamento, sendo que 1 planta foi coletada
para estimar a biomassa, e as outras 4 permaneceram para a observacgdo. Cada mesocosmo foi
montado por uma estrutura de ferro (0,75 m de comprimento x 0,50 m de largura, 0,80 m
altura) coberta por tecido de trama fina (voile), que evitou a entrada de insetos. Nesse
experimento foram utilizadas plantas no estadio R6 dos tratamentos controle (sem inoculagéo)
e inoculada por R. tropici. As plantas foram transferidas para o campo 2 dias antes do inicio
das observagdes. Foram instalados 12 mesocosmos, distribuidos em 6 blocos com distancia de
3 m entre eles. Cada bloco possuia uma repeticdo de cada tratamento, com distancia de 1,5 m
entre eles. A posicdo que cada tratamento ocupou dentro do bloco foi definida aleatoriamente
(Figura 1).

O mesocosmo foi removido no momento da observacédo e todos os insetos herbivoros
que chegaram nas plantas, ou entraram nos mesocosmos, foram coletados. A observacao por
mesocosmo durou 10 minutos e foram realizadas no periodo da tarde, entre 13:00h e 17:00h,
por 10 dias em condigdes climéaticas adequadas (ou seja, na auséncia de ventos fortes e tempo
chuvoso devido a interferéncia na chegada dos insetos herbivoros). Todos 0s insetos

encontrados nas plantas foram coletados e mortos em alcool 70% para posterior identificacéo.
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Foi contabilizado o numero de insetos por mesocosmo (abundancia) assim como avaliada a

Ccomposigao.

Foram também avaliados pardmetros do crescimento e reproducdo de todas as plantas.
Como parametros de crescimento, foram mensuradas a altura das plantas, altura com gavinha,
biomassa da parte aérea e radicular. As alturas foram medidas com fita métrica quando iniciou
0 surgimento das primeiras flores. Para mensurar a altura da planta com gavinha, medimos a
altura da planta adicionando a medida da parte da gavinha que normalmente se enrola nas
superficies. Para a realizacdo da biomassa radicular e vegetativa, foi retirada uma planta de
cada mesocosmo no primeiro dia de observacdo e coleta de insetos herbivoros, totalizando 6
repeticdes por tratamento. As plantas foram levadas para o laboratério, onde a parte
vegetativa permaneceu na estufa a 60°C por 48h, e a parte radicular por 24h. A biomassa foi
estimada utilizando uma balanca de precisdo analitica (Marte - AY220). Foram avaliados
como parametros da reproducdo: numero de flores, comprimento e didmetro das flores, data
da antese, nUmero de vagens por planta e peso das sementes por vagem.

O experimento de campo foi conduzido em duas estacdes. Na estacdo seca, o plantio
ocorreu no dia 3 junho de 2019. No dia 20 de julho iniciou a abertura das primeiras flores
(estagio R6) e no dia 24 foram transferidas para o campo. As observacdes ocorreram entre 0s
dias 26 de julho a 7 de agosto, pois alguns dias ndo estavam com as condicdes ideais para a
observagdo e coleta de insetos, devido a ventos fortes e chuva. As plantas permaneceram no
campo até a maturacao e secagem das sementes, em setembro de 2019. Na estacdo chuvosa, 0
plantio foi realizado no dia 10 de setembro. No dia 18 de setembro as plantas entraram no
estddio R6 e no dia 23 de setembro foram transferidas para o campo. As observacdes
ocorreram nos dias 25 de outubro a 5 de novembro, pois alguns dias também ndo estavam
com as condicdes ideais, devido a ventos fortes e chuvas. Apds as observagoes e coleta de
insetos, as plantas permaneceram no campo recobertas com voile até o enchimento e secagem
das vagens. Durante todo o periodo que as plantas permaneceram no campo, quando
necessario, a demanda hidrica da planta foi suprida por irrigagdo manual.

O alto indice de chuvas durante o experimento da estacdo chuvosa ocasionou a
mortalidade de muitas plantas dos dois tratamentos. A dindmica de altas temperaturas no
periodo da tarde e chuvas no final da tarde/noite provocou um elevado nivel de estresse das
plantas que deve ter contribuido com a alta mortalidade das plantas. Sendo assim, apos a
remocao da planta dos mesocosmos para a avaliagdo da biomassa, restou apenas 1 planta em

cada mesocosmo para as observacgdes na estagéo chuvosa.
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2.3 Fenais totais

As medicdes de fendis totais foram realizadas no Laboratério de Fisiologia do
Parasitismo do Depto de Fitopatologia da UFLA, sob coordenacdo do Prof. Mario Ldcio
Vilela Resende.

O trifoliolo mais jovem das plantas dos tratamentos de inoculacédofestacdo e controle,
foi coletado, congelado em Nitrogénio liquido, liofilizado (LIOTOP, modelo L101) durante
24h a -50°C e triturado em almofariz com pistilo até obter um pé fino. Essas amostras foram
retiradas de plantas que foram submetidas a herbivoria em niveis variaveis no campo, apos as
observac@es, com o intuito de avaliar os niveis desses compostos em condi¢Bes naturais. Na
estacdo seca a coleta ocorreu no dia 13 de agosto, as plantas estavam no estadio R8. Na
estagdo chuvosa, o trifoliolo foi retirado 21 de novembro, as plantas também estavam no
estagio R8. Além disso, no plantio da estacdo chuvosa, foram avaliados os niveis de defesas
constitutivas das plantas, a coleta aconteceu enquanto as plantas ainda estavam em condicdes

controladas (casa de vegetacdo), no dia 25 de outubro e as plantas estavam no estadio R6.

Apds a trituracdo e obtencdo do pd fino, foi retirada uma aliquota de 30 mg
acondicionada em um microtubo com 1,5 mL de metanol a 80%. Os microtubos foram
agitados em agitador rotativo por 15h, no escuro e a temperatura ambiente. A suspenséo foi
centrifugada a 12.000 g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo

para a analise dos fendis totais.

O método desenvolvido por Spanos e Wrolstad (1990), com algumas modificacdes, foi
utilizado para a determinacdo de concentracdo de compostos fenolicos sollveis totais. Em
microplacas, aliquotas de 15 pL do extrato metanolico foram misturadas a 15 pLL de metanol
80% e a 30 puL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25 N por 5 min homogeneizadas com 30 pL
de Na2CO31 M por 10 min e diluidas com 110 pL de agua destilada, a temperatura ambiente,
por 1 h. Os valores de absorbéncia desta reacdo foram determinados a 725 nm, em
espectrofotometro de Elisa e calculados com base em curva de acido clorogénico. Os
compostos fenodlicos totais foram expressos em equivalente pg de &cido clorogénico por

miligrama de massa seca.

2.4 Preparacéo e identificacdo dos insetos
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As espécies de tripes (ordem Thysanoptera) foram identificadas pela visualiza¢do dos
especimens em laminas preparadas pelo método de Mound & Kibby (1998). O primeiro passo
da preparacdo foi a diafanizacdo dos exemplares que visa o clareamento da superficie
epidérmica dos insetos, proporcionando maior clareza na visualizacdo morfologica. As
amostras contendo os individuos foram colocadas em placas de Petri, em solucdo aquosa de
10% Hidroxido de Potassio (KOH), permanecendo por 4 horas. Posteriormente, 0s insetos
foram transferidos para microtubos com agua destilada. Ap6s 12 horas, 0s especimens foram
desidratados e colocados em placas de Petri (60 X 15 mm) contendo diferentes concentractes
de alcool em intervalos de tempo de 10 minutos, conforme descrito a seguir: Alcool 50%
durante 10 minutos, Alcool 60% durante 10 minutos, Alcool 70% durante 10 minutos, Alcool
80% durante 10 minutos, Alcool 90% durante 10 minutos e Alcool 95% durante 10 minutos.
A montagem das laminas foi realizada sob o microscopio estereoscopico, onde cada lamina
recebeu uma gota do meio Hoyer na por¢édo central e, em seguida, um tripes foi colocado na
posicdo dorsal. Com o auxilio de estiletes finos, as pernas, antenas e asas posteriores e
anteriores foram distendidas e uma laminula foi colocada sobre a lamina, o tempo de secagem
é de aproximadamente 6 meses. As espécies de tripes foram identificadas utilizando as chaves
de identificagdo de Mound e Marullo (1966), Mound e Kibby (1998) e Cavalleri e Mound
(2012).

Os insetos das outras ordens foram colocados em placas de Petri (60 X 15 mm) sob o
microscopio estereoscopico, ap0s a avaliagdo das estruturas eles foram identificados

utilizando a chave de identificacdo de Rafael (2012).

2.5 Anadlises Estatisticas

A normalidade e homogeneidade das variancias dos dados foram testadas pelo teste de
Shapiro Wilk e de Levene. Como os dados de crescimento e reproducao das plantas (altura da
planta, tamanho da flor, data de abertura, vagens e sementes, e biomassa) atenderam as
premissas da analise paramétrica, eles foram analisados pelo teste t de Student. J& os dados de
fendis totais foram analisados pelo Modelo Linear Generalizado com distribuicdo Gamma e
fungéo de link identity. A abundéncia de insetos foi analisada usando a distribui¢do de erro
quasi-poisson (para explicar a sobredispersdo) e uma funcgéo de link logit. Foi utilizando teste

da razéo de verossimilhanca (log- likelihood ratio) para avaliar o efeito dos tratamentos, das
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andlises de fendis totais e abundancia de insetos. Para avaliacdo do efeito dos tratamentos na
Composicdo de espécies da comunidade utilizou-se a Analise de Componentes Principais
(ACP), na qual somente as espécies com frequéncia maior que 1 nas coletas foram
consideradas como variaveis. Todas as analises, com excecdo da ACP que foi realizada no
software Minitab versdao 14 (Minitab Inc., State College, USA), foram feitas utilizando-se o
pacote estatistico R 3.6 (R Core Team, 2019).

3. RESULTADOS

3.1. Crescimento

Plantas de feijao inoculadas com R. tropici apresentaram todos os parametros de
crescimento, altura, altura com gavinha, biomassa de raiz e vegetativa, semelhantes aos das

plantas ndo inoculadas tanto na estagéo seca e chuvosa (Tabela 1).

3.2. Reproducéo

Plantas de feijdo inoculadas com R. tropici apresentaram todos os parametros de reproducéo
(comprimento de flor, diametro de flor, data de abertura de flor, nimero de vagens e peso das
sementes) semelhantes aos das plantas ndo inoculadas nas duas estacbes (Tabela 2). No
entanto, o numero de flores na estacdo seca foi maior nas plantas de feijao inoculadas com
Rhizobium em relacdo as plantas ndo inoculadas. Ja na estacdo chuvosa, o numero de flores

foram similares nos dois tratamentos.

3.3 Fendis Totais

Plantas de feijdo inoculadas com R. tropici apresentaram niveis constitutivos de fenois
totais reduzidos em relacdo as plantas de feijdo ndo inoculadas (y? = 8.356,d.f.= 1,p =
0.003; Figura 2). No entanto, no campo, sob niveis variados de infestagdo por herbivoros, o
conteudo de fenois totais de plantas inoculadas foram semelhantes as plantas ndo inoculadas
tanto na estacdo seca (GLM, teste da razdo de verossimilhanga; y? = 0.280,d.f.= 1,p =
0.596; figura 3) quanto na estagdo chuvosa (y? = 0.2565,d.f.= 1,p = 0.612; Figura 3)

3.4 Insetos herbivoros
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Foram encontrados um total de 168 insetos herbivoros na estagdo seca e 144 na
estacdo chuvosa, pertencentes as Ordens Diptera, Hymenoptera, Coleoptera, Psocodea,
Hemiptera, Thysanoptera, Dermaptera e Orthoptera nas plantas de feijao inoculadas com R.
tropici e ndo inoculadas (Tabelas 3 e 4). Os tripes (Ordem Thysanoptera) foram 0s insetos
herbivoros mais abundantes com 209 individuos, seguido dos Hemiptera (62 individuos),
Diptera (44), Coleoptera (8), Hymenoptera (6), Orthoptera (3), Dermaptera (1) e Psocodea
(1). Na estacdo seca, a abundancia média de insetos herbivoros foi 1,9 vezes menor em
plantas de feijdo inoculadas com R. tropici em relacdo as plantas ndo inoculadas. Apesar
disso, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos na estacdo seca (yx? =
1.745,d.f.= 1,p = 0.186; Figura 4). J4 na estacdo chuvosa, ndo foi observada a mesma
tendéncia, pois as abundancias de insetos encontrados nas plantas inoculadas e ndo inoculadas
foram similares (y? = 0.489,d.f.= 1,p = 0.481; Figura 4).

A ACP revelou que ndo houve separacdo entre a composicao de espécies de insetos
herbivoros encontrados em plantas inoculadas e ndo inoculadas, tanto na estacdao seca quanto

na chuvosa, ao longo de 4 componentes (Figura 5 e 6).

4. DISCUSSAO

Muitos trabalhos demonstram que a colonizagdo de plantas por rizobactérias
aumentam o crescimento e a reproducdo das plantas (FIGUEIREDO, 2008; VESSEY, 2003;
LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; VACHERON et al., 2013). Em menor numero,
existem relatos mostrando que a inoculacdo de alguns microrganismos ndo alteram o
crescimento ou reproducdo vegetal (GRAHAM, 1981; HARDARSON; DANSO, 1993;
NELSON, 2004), indicando que a relacdo provavelmente ndo se estabeleceu. A
compatibilidade e eficiéncia depende, principalmente, da espécie e linhagem de rizobactéria.

No nosso estudo, foi selecionada a rizobactéria R. tropici (Ciat 899) que é conhecida
por se associar com P. vulgaris, promovendo crescimento e aumentando a produtividade de
(SOARES et al., 2006; SOARES et al., 2016; FERREIRA et al., 2018). Sabe-se que modo de
formulacdo do inoculante, a utilizagdo em turfa, liquido ou granular, assim como a
concentragéo e frequéncia na aplicacdo de rizobactérias estdo intimamente relacionados com a
eficacia das mesmas (CLAYTON et al., 2004; NELSON, 2004; RASMANN et al., 2017).

Apesar de ter sido utilizado o mesmo método dos estudos que demonstram a eficacia de R.
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tropici (Ciat 899) (SOARES et al.,, 2016; FERREIRA et al., 2018), o tratamento com a
rizobactéria ndo alterou parametros de crescimento ou reproducdo da planta, com excecéo do
numero de flores no plantio da estacdo seca, que foi 57 % maior nas plantas inoculadas
(Tabela 1 e 2). A explicacdo para esse resultado pode estar relacionada a um conjunto de

fatores.

Alguns trabalhos demonstram que a eficicia de algumas rizobactérias pode ser
decorrente da interagdo com outros microrganismos benéficos que habitam o solo. Por
exemplo, a co-inoculacdo (combinagdo entre a inoculacdo de dois microrganismos) pode
resultar em maior crescimento e reproducdo da planta mesmo que, isoladamente, as linhagens
apresentem efeito neutro nas plantas (EDWARDS; YOUNG; FITTER, 1998; HASAN et al.,
2014). Outra questdo importante & encontrar uma rizobactéria que seja competitiva o
suficiente para ocorrer a colonizagdo mesmo em solos que ja tenham coldnias nativas
estabelecidas (BUTTERY; PARK; FINDLAY, 1987; VARGAS; MENDES; HUNGRIA,
2000; NELSON, 2004). Os individuos nativos ja estdo adaptados aquele ambiente, podendo
ter uma vantagem competitiva comparada aos inoculados. Dessa forma, como o solo dos
vasos nao foi autoclavado devido a necessidade de retratar a complexidade dessas interacdes
no ambiente real, é possivel que a competicdo entre os microrganismos do solo tenha
interferido no processo de colonizacdo. Foi realizado um pré-teste utilizando solo
autoclavado, mas causou fitotoxicidade na planta de feijdo. Para revelar se essa foi a causa do
efeito neutro de R. tropici (Ciat 899) no crescimento e reproducdo de P. vulgaris, estudos
sobre as espécies de rizobactérias nativas no determinado solo e a competitividade com o

inoculante (CIAT 899) sdo necessarios.

Outro fator importante que pode ter comprometido a eficacia de R. tropici refere-se a
adubacdo com Nitrogénio (N) que, dependendo quantidade, pode neutralizar os efeitos das
rizobactérias (VARGAS; MENDES; HUNGRIA, 2000; CLAYTON et al., 2004; SIMONSEN
et al., 2015; NASSER et al., 2019). Ha controvérsias na literatura sobre a recomendacgéo na
adubacdo de N para otimizar o papel das rizobactérias em leguminosas. Utilizamos a
adubacdo nitrogenada aplicada em duas parcelas reduzidas de 20 kg/ha, como em Soares et al.
(2016), porém, alguns autores indicam que esse tipo de adubacdo reduz a eficiéncia dos
microrganismos (WEESE et al., 2015; BARGAZ et al., 2018). Outros trabalhados
demonstraram que a utilizagdo de N em baixas doses (isto é, entre 15 kg/ha a 25 kg/ha)
combinadas com a inoculagdo pode ter um efeito sinérgico (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2003; ANDRAUS; CARDOSO; FERREIRA, 2016; SOARES et al., 2016). Assim, a
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quantidade que deve ser aplicada juntamente a inoculagdo ainda ndo esta bem definida e
parece ser variavel dependendo da espécie de planta e microrganismo.

As alteragdes climéticas, alem de fatores bidticos também podem ter interferido no
processo de associacdo e estabilidade da coldnia de rizobactérias no solo e planta. Um outro
estudo do nosso grupo mostrou que a inoculacdo por R. tropici (Ciat 899) em P. vulgaris
(carioguinha) cultivado em casa de vegetagdo aumentou a biomassa da parte aérea em 25% no
estadio vegetativo V4 (PEREIRA R.M., dados ndo publicados). Esse efeito positivo da
rizobactéria no crescimento vegetal pode ter sido anulado no experimento em campo devido a
heterogeneidade de fatores abidticos e bidticos, que exercem efeitos mais intensos do que em
condicdes de semi-campo (NELSON, 2004; VAN OOSTEN et al. 2008). Em ambas estacGes
de plantio (seca e chuvosa), as plantas de feijdo foram submetidas estresses ambientais
drasticos que interferiram no processo de desenvolvimento e mortalidade das plantas. O
plantio de feijdo na estacdo seca foi prejudicado por um frio intenso e altas variagcdes de
temperatura (com temperatura minima de 4,9 °C e maxima de 28,4 °C) (Tabela 5), enquanto
que na estacdo chuvosa por temperaturas elevadas durante o dia (temperatura minima de 12,6
°C e maxima de 36,2 °C) (Tabela 6), e fortes chuvas no periodo da noite (total de 162,5 mm
durante todo o experimento e de 53,6 durante as observacdes no campo) (Tabela 6). Esses
estresses ambientais podem ter contribuido para a anulacdo dos efeitos positivos da
rizobactéria no crescimento. Ja em relacdo a reproducédo da planta de feijdo, embora ndo tenha
sido consistente nas duas estacOes, as plantas inoculadas R. tropici produziram mais flores na
estacdo seca. [Essa incongruéncia entre estacdes pode ser resultante das diferencas na
intensidade dos estresses ambientais. As plantas da estacdo chuvosa desenvolveram mais (isto
¢, tiveram maior biomassa da parte aérea, plantas controle foram 2,85 vezes maiores e
Rhizobium foram 3,19 vezes maiores na estacdo chuvosa comparada aos mesmos tratamentos
na estacdo seca) na casa de vegetacdo (Figura 1), mas no momento em que foram transferidas
para 0 campo, apresentaram alta mortalidade (60%). J& na estacdo seca, as plantas de feijdo
foram submetidas a baixas temperaturas medias (12,75 °C) (Tabela 5) desde os primeiros
estagios de desenvolvimento (de 3 de junho até 7 de agosto), na casa de vegetacdo, assim

COmo no campo.

A interacdo entre as rizobactérias e as plantas pode resultar em efeitos neutros para
alguns parametros da planta, porém benéficos ou antagdnico para outros (BUTTERY; PARK;
FINDLAY, 1987; CHAVES et al., 2003; HASAN et al., 2014). Assim, mesmo ndo tendo

alterado o crescimento vegetal, a inoculacdo por R. tropici poderia ter alterado a resisténcia
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das plantas de feijao. Considerando a abundéncia dos insetos herbivoros nas plantas nas duas
estacOes, a inoculacdo ndo interferiu na resisténcia de P. vulgaris. Apesar de ndo haver
diferenca estatistica, observamos que plantas inoculadas por R. tropici foram quase 2 vezes
menos Visitadas por insetos herbivoros do que plantas ndo inoculadas na estacdo seca. Ja na
estacdo chuvosa, ndo foi observada a mesma tendéncia entre os tratamentos. Entre as
estacOes, verificamos que a abundéncia dos insetos foi maior na estacdo seca, apesar da
temperatura média ter sido mais baixa do que na estagdo chuvosa. Uma das possiveis causas
pode ser as fortes chuvas que prejudicaram a chegada dos insetos (PELLEGRINO et al.
2013). Durante as observacGes, a precipitagdo pluviométrica foi de 53,6 mm na estacdo
chuvosa, ou seja, 23 vezes maior que ao periodo das observacBes durante a estacdo seca, que
foi de apenas 2,3 mm (Tabelas 5 e 6). Apesar da diferenca na abundancia de insetos entre as
estacOes (Figura 4), a espécie predominante das coletas nas duas estacdes foi o tripes
Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera: Thripidae) (Tabelas 3 e 4), que ndo esta entre as
espécies de tripes mais encontrada em plantios de feijdo no Brasil. As espécies mais
frequentes sdo Thrips palmi (Karny), Caliothrips brasiliensis (Morgan), Thrips tabaci
(Lindeman) e Frankliniella sp., porém, ndo foram tdo abundantes quanto o C. phaseoli. Como
ndo havia plantios de feijdo nos arredores da area experimental, além de ndo haver histérico
de plantios, isso provavelmente refletiu na dominéancia de espécies (BAILEY et al., 1933;
QUINTELA et al., 2001; KASINA et al. 2009; BOICA JUNIOR et al, 2015; EMBRAPA,
2020).

Os estudos sobre resisténcia das plantas conferida pela colonizacdo de rizobactérias
mostram efeitos variaveis, que podem ser positivos, negativos ou neutros (RADLEY; HOLL,
1991; EDWARDS; YOUNG; FITTER, 1998; VAN LOON, 2007; VAN OOSTEN, 2008;
MAFIA et al., 2009; PONEDA et al., 2012; CHANWAY ;VOLPIANO et al., 2019). Entre 0s
compostos de defesa, os fenodis atuam como defesa tanto contra fitopatdgenos quanto
herbivoros (LEVIN, 1976; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992; VDIUSHKO; YE;
KUC, 1993; LAVANIA et al, 2006; REHMAN; KHAN; BADRUDDIN, 2012), e
mensuramos como um grupo fitoquimico proxy das defesas. Nossos resultados mostram que a
inoculagdo por R. tropici reduziu o contetdo de fendis totais das plantas de feijdo,
anteriormente a transferéncia ao campo, indicando uma menor resisténcia das plantas (Figura
2). No entanto, sob condig¢des naturais, ndo houve evidéncias claras que a inoculacdo R.
tropici alterou a resisténcia das plantas de feijdo e os niveis de fenois foram iguais entre 0s
tratamentos (Figura 3). Assim, os fenois totais constitutivos e induzidos ndo explicaram 0s

efeitos da rizobactéria na resisténcia das plantas de feijdo contra herbivoros.


https://pdfs.semanticscholar.org/76cd/dcfc94b0de1dc19c52c3c8cdd573964e6a4b.pdf
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Os compostos fendlicos podem influenciar o estabelecimento da interacdo simbidtica
entre leguminosas e rizobactérias devido ao seu indutor do gene da nodulagdo (MANDAL,;
CHAKRABORTY; DEY, 2010). Por isso, o reduzido nivel de fendis constitutivos no inicio
do desenvolvimento das plantas inoculadas pode ter influenciado na nodulagdo e,
consequentemente, no processo de colonizacgdo e estabilizacdo das rizobactérias nas plantas.
Essa hipdtese deve ser melhor investigada em estudos futuros que avaliem a colonizacéo da

bactéria ao longo do desenvolvimento da planta de feijéo.

A grande parte dos insetos herbivoros coletados nas duas estacfes pertencia a guilda
alimentar dos insetos sugadores (aproximadamente 93%) (Tabelas 3 e 4), e 0os demais a guilda
de herbivoros mastigadores. Alguns autores trabalharam com a hipdtese de que essa
resisténcia induzida das plantas pelas rizobactérias ndo € tdo eficaz em insetos sugadores
comparados a insetos mastigadores (VAN OOSTEN et al., 2008; HARTLEY; GANGE, 2009;
KEMPEL; BRANDL; SCHADLER, 2009; KORICHEVA; GANGE; JONES, 2009;
MAURYA et al., 2015). Os insetos que se alimentam do floema das plantas podem ser
beneficiados pela interacdo planta e rizobactérias, pois o conteddo de nutrientes e, em
especial, aminoacidos na seiva, é elevado, tornando as plantas mais atrativas aos sugadores
(VAN OOSTEN et al., 2008; DEAN et al. 2014). Além disso, as plantas inoculadas tém maior
absorcdo de agua e nutrientes e isso contribui para uma recuperacdo mais rapida do tecido
vegetal perdido durante a herbivoria, acontece a compensacdo dessa perda vegetal de forma
mais rapida (KEMPEL; BRANDL; SCHADLER, 2009). Assim, é necessario verificar se a
inoculacdo por R. tropici altera o conteddo nutricional da planta (metabolitos primarios) e
verificar separadamente se os efeitos da inoculacdo sdo semelhantes entre herbivoros

sugadores e mastigadores.

O nosso estudo mostra que a inoculacdo por R. tropici teve discretos efeitos positivos
na resisténcia contra herbivoros e reproducdo, porém esses efeitos parecem ser dependentes
da estacdo. Como os resultados foram incongruentes com a literatura, que mostra efeitos
positivos sobre o crescimento e produtividade (YADEGAR et al., 2010; KUMAR; DUBEY,
2012; KEMKA; CHINAKWE; EGBADON,2016), sdo necessarios mais estudos considerando
mais repeticbes nas estacOes e em diferentes areas para concluir sobre a dependéncia dos
efeitos em relacdo as estagdes. A maior parte dos estudos envolvendo a interacdo entre as
plantas, rizobactérias e insetos herbivoros foram realizados em laboratorio em condigdes
controladas (NELSON, 2004; HARTLEY; GANGE, 2009; HASAN et al., 2014). No campo,

h& uma diversidade de fatores que interagem e resultam em resultados diferentes daqueles
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comprovados em laboratorio. NOs escolhemos trabalhar em campo tentando controlar
parcialmente esses fatores devido a necessidade de obter informagdes mais proximas das

condicdes reais.
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Tabela 1. Parametros de crescimento da planta de feijao Phaseolus vulgaris inoculada por
Rhizobium tropici (Rhizobium) e n&o inoculada (controle), nas estacOes seca e
chuvosa. Os dados estatisticos da analise (df, t e p) foram obtidos pelo teste t de

Student.
» Controle Rhizobium
Variavel Estacao o o df t p
Média+EP Média+EP
Seca™ 0,39+0,02 0,41+0,01 10 1,16 0,278
Altura (m)
Chuvosa™ 0,49+0,03 0,50+0,03 10 0,22 0,828
Seca™ 1,01+0,07 0,98+0,04 10 0,43 0,679
Altura com gavinha (m) Chuvosa™  1,33+0,06 1,22+0,07 10 1,20 0,259
Biomassa de raiz (g) Seca™ 0,55+0,05 0,58+0,08 10 0,29 0,776
Chuvosa™ 1,57+0,12 1,85+0,25 10 0,98 0,348
Biomassa vegetativa (g) Seca™ 0,28+0,02 0,34+0,03 10 1,58 0,145
Chuvosa™ 7,13+0,70 7,57+0,57 10 0,49 0,635

ns ndo significativo de acordo com o teste t de Student a 5%
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Tabela 2. Parametros de estruturas reprodutivas da planta de feijdo Phaseolus vulgaris
inoculada por Rhizobium tropici (Rhizobium) e ndo inoculada (controle), nas
estacdes seca e chuvosa. Os dados estatisticos da analise (df, t e p) foram obtidos

pelo teste t de Student.
N Controle Rhizobium
Variavel Estacao ] ] t P
Média+EP Média+EP
- de f Seca* 3,10+0,26 4,87+0.40 10 3,71 0,004
Umero de flor
Chuvosa™ 8,33+0,99 8,16+0.79 10 0,13 0,898
c imento de flor (cm) Seca™ 1,59+0,09 1,57+0.01 10 0,45 0,663
omprimento de flor (cm
P Chuvosa™ 1,66+0,02 1,61+0.03 10 1,61 0,139
Diametro de flor (cm) Seca™ 1,24+0,06 1,21+0.03 10 0,51 0,624
idmetro de flor (cm
Chuvosa™ 1,28+0,03 1,25+0.05 10 0,59 0,569
Abertura de flor (dias) Seca™ 52,78+0,69 50,75£0.69 10 1,60 0,140
ertura de flor (dias
Chuvosa™  40,31+0,53 41,03£0.89 10 0,69 0,504
NG ’ Seca™ 2,33+0,27 2,62+0.36 10 0,63 0,542
Umero de vagens
: Chuvosa™ 3,5+0,72 4,16+0.60 10 0,71 0,493
Peso d 05 () Seca™ 0,98+0,08 1,21+0.16 10 1,30 0,224
eso dos gréos
: . Chuvosa™ 2,28+0,34 2,13+0.30 10 0,33 0,751

ns ndo significativo de acordo com o teste t de Student a 5%

* significativo de acordo com o teste t de Student a 5%
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Tabela 3. Composi¢do dos insetos herbivoros visitantes da planta de feijdo Phaseolus vulgaris

inoculada por Rhizobium tropici (Rhizobium) e ndo inoculada (controle) na estacéo

seca (JULHO/AGOSTO, 2019).

Insetos Coletados- Estacdo Seca

N° de individuos

Tratamento Ordem Familia Espécie Guilda alimentar
Controle Diptera Muscidae NI 3 Sugador 1
Controle Diptera Mycetophilidae NI 4 Sugador 1
Controle Hymenoptera  Trichogrammatidae NI 6 Mastigador 1
Controle Hymenoptera Vespidae Mischocyttarus Mastigador 1
Controle Coleoptera Chrysomelidae NI 10 Mastigador 1
Controle Psocodea Troctomorpha NI 11 Sugador 1
Controle Hemiptera Aphididae NI 12 Sugador 3
Controle Hemiptera Aphididae NI 13 Sugador 7
Controle Hemiptera Heteroptera NI 14 Sugador 1
Controle Thysanoptera Thripidae Caliothrips phaseoli Sugador 89
Franklinothrips
Controle Thysanoptera Aeolothripidae vespiformis Predador 1
Controle Thysanoptera Thripidae Frankliniella insularis Sugador 1
Controle Thysanoptera Thripidae Frankliniella NI 42 Sugador 1
Controle Thysanoptera Phlaeothripidae Haplothrips NI 40 Sugador 1
Controle Thysanoptera Thripidae Frankliniella gardeniae Sugador 1
Rhizobium Orthoptera Tettigoniidae NI'1 Mastigador 1
Rhizobium Orthoptera Tettigoniidae NI 2 Mastigador 1
Rhizobium Diptera Muscidae NI 3 Sugador 4
Rhizobium Diptera Mycetophilidae NI 4 Sugador 1
Rhizobium Diptera Bibionidae NI 5 Sugador 1
Rhizobium Hymenoptera Braconidae NI 7 mastigador 1
Rhizobium Coleoptera Curculionidae NI 8 Mastigador 1
Rhizobium Coleoptera Coccinelidae NI 28 Mastigador 1
Coleoptera Bostrichidae NI 9 Mastigador



Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Hemiptera Aphididae
Hemiptera Aphididae
Thysanoptera Thripidae

NI 13
NI 12

Caliothrips phaseoli

sugador
Sugador

Sugador

52

41

NI: Espécie ndo identificada.
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Tabela 4. Composicao dos insetos herbivoros visitantes da planta de feijdo Phaseolus vulgaris
inoculada por Rhizobium tropici (Rhizobium) e ndo inoculada (controle) na estacéo
chuvosa (OUTUBRO/NOVEMBRO, 2019).

Insetos Coletados- Estagdo Chuvosa

Tratamento Ordem Familia Espécie Guilda alimentar N° de insetos
Controle Orthoptera Acrididae NI 15 mastigador 1
Controle Coleoptera Staphylinidae NI 29 mastigador 1
Controle Dermaptera Forficulidae NI 39 mastigador 2
Controle Hymenoptera Eulophidae NI 25 mastigador 1
Controle Hymenoptera Eulophidae NI 26 mastigador 1
Controle Hemiptera Aphididae NI 13 sugador 10
Controle Hemiptera Aphididae NI 12 sugador 5
Controle Hemiptera Pentatomidae NI 36 sugador 1
Controle Hemiptera Psyllidae NI 38 sugador 2
Controle Hemiptera Psyllidae NI 35 Sugador 1
Controle Diptera Mycetophilidae NI 4 sugador 1
Controle Diptera Phoridae NI 19 sugador 2
Controle Diptera Drosophilidae NI 20 sugador 1
Controle Diptera Drosophilidae NI 21 sugador 1
Controle Diptera Rhagionidae NI 22 sugador 1
Controle Thysanoptera Thripidae Caliothrips phaseoli sugador 42
Controle Thysanoptera Thripidae Frankliniella insularis sugador 4

Rhizobium Diptera Syrphidae NI 26 sugador 2
Rhizobium Diptera Syrphidae NI 27 sugador 1
Rhizobium Diptera Drosophilidae NI 28 sugador 2
Rhizobium Diptera Mycetophilidae NI 4 Sugador 2
Rhizobium Hymenoptera Sphecidae NI 24 mastigador 1
Rhizobium Coleoptera Chrysomelidae Diabrotica speciosa mastigador 1
Rhizobium Coleoptera Coccinellidae NI 27 mastigador
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Tratamento Ordem Familia Espécie Guilda alimentar N° de insetos
Rhizobium Coleoptera Chrysomelidae NI 30 mastigador 1
Rhizobium Hemiptera Psyllidae NI 37 Sugador 2
Rhizobium Hemiptera Cixiidae NI 31 Sugador 1
Rhizobium Hemiptera Cercopidae NI 32 Sugador 1
Rhizobium Hemiptera Pentatomidae NI 34 Sugador 1
Rhizobium Hemiptera Coreidae NI 33 Sugador 1
Rhizobium Hemiptera Aphididae NI 13 Sugador 11
Rhizobium Hemiptera Aphididae NI 12 Sugador 9
Rhizobium Thysanoptera Thripidae Caliothrips phaseoli Sugador 22
Rhizobium Thysanoptera Thripidae Frankliniella insularis Sugador 5
Rhizobium Thysanoptera Phlaeothripidae Liothrips NI 41 Sugador 1

NI: Espécie ndo identificada.
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Figura 1 — Experimento de campo realizado em area experimental da UFLA.
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Mesocosmos em campo. (A) Gaiolas de 0,75 m de comprimento x 0,50 m de largura envolvidas por
sacos de voile contendo 4 plantas do mesmo tratamento. (B) Estrutura dos 12 mesocosmos, divididos
em 6 blocos com distancia de 3m entre eles. Cada bloco possuia uma repeticdo de cada tratamento,
com distancia de 1,5m. Representacdo do primeiro experimento no campo, onde R representa o
tratamento inoculado por R. tropici e C as plantas ndo inoculadas. (C) Estrutura dos 12 mesocosmos e
representacdo do segundo experimento no campo, onde R representa o tratamento inoculado por R.

tropici e C as plantas ndo inoculadas.

Fonte: do autor (2020).
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Figura 2 — Niveis de fendis totais das folhas de
plantas de feijdo Phaseolus vulgaris
inoculadas por Rhizobium tropici
(Rhizobium) e ndo inoculadas (controle).
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0.0
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Concentragcdo média de fenol constitutivo (+ erro padrdo, N = 12) em plantas de feijdo inoculadas por
Rhizobium e ndo inoculadas. A concentragdo de fenol foi significativamente maior no tratamento
controle (y? = 8.356,d.f.= 1,p = 0.003). Foi utilizado GLM, teste da razdo de verossimilhanca. N =
numero de folhas analisadas; ** P < 0,01.

Fonte: do autor (2019).
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Figura 3 — Niveis de fendis totais induzidos das folhas
de plantas de feijdo Phaseolus vulgaris
inoculadas por Rhizobium tropici
(Rhizobium) e n&o inoculadas (controle),
durante as estacdes chuvosa e seca.

Estacdo chuvosa | | Estacdo seca |

ns ns
1 1

7.5 4

5.0 1

2.5

Fenol induzido (uLfenol/mg massa seca)

0.0

T T T T
Controle Rhizobium Controle Rhizobium

Concentragdo média de fenol total induzido na estacdo chuvosa (+ erro padrdo, N = 10) e seca (+ erro
padrdo, N = 12) em plantas de feijdo inoculadas por Rhizobium e ndo inoculadas. N&o houve diferenca
significativa na concentracdo de fenol induzido entre os tratamentos na estacdo chuvosa (y? =
0.2565,d.f.= 1,p = 0.612) e também ndo houve diferenga significativa na estacdo seca significativa
(x? =0.280,d.f.= 1,p = 0.596). Foi utilizado GLM, teste da razdo de verossimilhanca. N = nimero
de folhas analisadas; ns = ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Fonte: do autor (2020).
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Figura 4- Abundancia de insetos encontrados nas

Numero de Insetos

inoculadas
(Rhizobium) e ndo inoculadas (controle),
durante as estacdes chuvosa e seca.
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Numero total de insetos encontrados na estacdo chuvosa (+ erro padréo, N = 12) e seca (+ erro padr&o,
N = 24) em plantas de feijdo inoculadas por Rhizobium e n&do inoculadas. N&o houve diferenga
significativa entre os tratamentos na estacdo chuvosa (y? = 0.489,d.f.= 1,p = 0.481) e também néo
houve diferenca significativa na estacdo seca (y? = 1.745,d.f.= 1,p = 0.186). N = nlmero de
repeticdes por tratamento; ns= ndo houve diferenga significativa.

Fonte: do autor (2020).
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Figura 5- Composicdo da comunidade de insetos
herbivoros foi analisada pela nas plantas de
feijdo Phaseolus vulgaris inoculadas por
Rhizobium tropici  (Rhizobium) e néo
inoculadas (controle), durante a estacao
chuvosa.
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A composicdo da comunidade de insetos herbivoros foi analisada pela Anélise de Componentes
Principais (ACP), na qual somente as espécies com frequéncia maior que 1 nas coletas foram
consideradas como variaveis. A ACP revelou que ndo houve separa¢do entre a composicdo de espécies
de insetos herbivoros encontrados em plantas Rhizobium e ndo inoculadas, na estacdo chuvosa ao
longo de 4 componentes.

Fonte: do autor (2020).
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Figura 6- Composicdo da comunidade de insetos
herbivoros foi analisada pela nas plantas de
feijdo Phaseolus vulgaris inoculadas por
Rhizobium tropici  (Rhizobium) e néo
inoculadas (controle), durante a estagéo seca.
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A composicdo da comunidade de insetos herbivoros foi analisada pela Analise de Componentes
Principais (ACP), na qual somente as espécies com frequéncia maior que 1 nas coletas foram
consideradas como varidveis. A ACP revelou que ndo houve separagdo entre a composi¢do de espécies
de insetos herbivoros encontrados em plantas Rhizobium e ndo inoculadas, na estagdo seca ao longo de
4 componentes.

Fonte: do autor (2020).
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Figura 7 — Caliothrips phaseoli (Thysanoptera; Thripidae), o inseto mais
abundante encontrado nas plantas de feijao Phaseolus vulgaris inoculadas
por Rhizobium tropici (Rhizobium) e ndo inoculadas (controle), durante as
estagBes chuvosa e seca.

Foto do inseto Caliothrips phaseoli (Thysanoptera; Thripidae) coletado em planta de feijdo Phaseolus
vulgaris.

Fonte: do autor (2020).
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ANEXOS

Tabela 5. Dados meteoroldgicos da estacdo seca, coletados na estacdo meteoroldgica
convencional (INMET) situada na cidade de Lavras (préxima ao Departamento de Ciéncias
do Solo- UFLA), localizada no sul do estado de Minas Gerais, ha mesorregido do Campo das
Vertentes, com latitude 21° 14’ S, longitude 45°00” W ¢ altitude 918,84 m. Os dados foram
coletados em todo periodo do experimento (estacdo seca e chuvosa).

Precipitagdo e temperatura- Estacéo seca
Precipitagdo Temperatura Temperatura

Data (mm) Méxima °C  Minima °C
03/06/2019 0 27 16.2
04/06/2019 2.6 22.6 12.8
05/06/2019 0 20.6 8.6
06/06/2019 0 22.2 11
07/06/2019 0 22.8 11.2
08/06/2019 0 22.3 9.9
09/06/2019 0 22.6 11
10/06/2019 0 23.6 10.7
11/06/2019 0 23.8 13.5
12/06/2019 0 25.6 14.8
13/06/2019 0 26.2 15.7
14/06/2019 0 26 13.9
15/06/2019 0 26.2 15.2
16/06/2019 0 255 14.1
17/06/2019 0 24.2 13.5
18/06/2019 0 25 12.2
19/06/2019 0 24.8 13.4
20/06/2019 0 26.3 11.7
21/06/2019 0 24 13.5
22/06/2019 0 23.6 15.1
23/06/2019 0 24.6 13.4
24/06/2019 0 25 10.5
25/06/2019 0 26.4 11.6
26/06/2019 0 27.8 16
27/06/2019 0 27.4 13.9
28/06/2019 0 27.4 14.6
29/06/2019 0 27.4 13
30/06/2019 0 26.2 12.9
01/07/2019 0 26.4 11.2
02/07/2019 0 25.8 11.3
03/07/2019 0 26.6 12.2
04/07/2019 0 27.4 11.8
05/07/2019 7 22.2 16.1



Precipitagdo Temperatura Temperatura

Data (mm) Méxima °C Minima°C
06/07/2019 0 19.6 9.2
07/07/2019 0 19.6 4.9
08/07/2019 0 20.6 6.1
09/07/2019 0 21 8.3
10/07/2019 0 23 8.2
11/07/2019 0 23.2 7.2
12/07/2019 0 25.6 8.2
13/07/2019 0 27.2 9.5
14/07/2019 0 27.4 11.3
15/07/2019 0 27.8 11.2
16/07/2019 0 26 13.8
18/07/2019 0 20.6 8.6
19/07/2019 0 22.8 9.7
20/07/2019 0 23 10.4
21/07/2019 0 23.8 11.1
22/07/2019 0 25.4 11.6
23/07/2019 0 26.6 11.3
24/07/2019 0 27.2 10.5
25/07/2019 0 27.4 12.1
26/07/2019 0 25.8 14.6
27/07/2019 0 26.2 10.9
28/07/2019 0 26 10.9
29/07/2019 0 25.6 12.1
30/07/2019 0 26.5 13.1
31/07/2019 2.2 27 12.3
01/08/2019 0 28.4 13.4
02/08/2019 0 29.6 13.1
03/08/2019 0 24.6 14.8
04/08/2019 0 18 13.2
05/08/2019 0.1 19.4 11.6
06/08/2019 0 23 13.3
07/08/2019 0 24.6 13.6
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Tabela 6. Dados meteoroldgicos da estacdo chuvosa, coletados na estacdo meteoroldgica
convencional (INMET) situada na cidade de Lavras (préxima ao Departamento de Ciéncias
do Solo- UFLA), localizada no sul do estado de Minas Gerais, na mesorregido do Campo das
Vertentes, com latitude 21° 14’ S, longitude 45°00” W ¢ altitude 918,84 m. Os dados foram
coletados em todo periodo do experimento (estacdo seca e chuvosa).

Precipitacdo e temperatura- Estacdo chuvosa
Precipitagdo Temperatura Temperatura

Data (mm) Méxima °C ~ Minima °C
10/09/2019 0 32.8 13.8
11/09/2019 0 34.4 17.3
12/09/2019 0 35.5 17.3
13/09/2019 0 36.2 19.3
14/09/2019 0 31 17.9
15/09/2019 0 29.8 16.4
16/09/2019 0 32.6 16.7
17/09/2019 0 33.2 16.1
18/09/2019 0 34.2 16.7
19/09/2019 0 35 17.6
20/09/2019 0 35.2 19
21/09/2019 0 32.2 19.6
22/09/2019 0 28.8 19.2
23/09/2019 0 25.4 15.3
24/09/2019 0 28.2 12.6
25/09/2019 9.7 22.4 15.1
26/09/2019 29.9 18.4 14
27/09/2019 26.8 27.2 13.1
28/09/2019 0 28.8 15.1
29/09/2019 0 28 15.7
30/09/2019 0 29.4 16.7
01/10/2019 0 30 16.7
02/10/2019 0 32.6 15.6
03/10/2019 0 31 15.8
04/10/2019 0 29.6 15.9
05/10/2019 0 31.2 16.2
06/10/2019 0 32.6 17.1
07/10/2019 0 30.6 18
08/10/2019 5.2 23.8 18.6
09/10/2019 2.4 25.4 17.8
10/10/2019 14.4 22.2 16.5
11/10/2019 4.5 28 17.1
12/10/2019 0 31 16.9
13/10/2019 0 33.2 17.2
14/10/2019 0 33 16.4



Precipitagdo Temperatura Temperatura

Data (mm) Méxima °C  Minima °C
15/10/2019 0 31.2 18
16/10/2019 0 30.2 17.4
17/10/2019 0 31 18.7
18/10/2019 0 32.8 17.4
19/10/2019 0 32.6 19.5
20/10/2019 8.2 30.6 17.7
21/10/2019 0 25.4 15.8
22/10/2019 7.8 29.4 17.5
23/10/2019 0 29.8 18.1
24/10/2019 0 29.2 18.4
25/10/2019 0 33.6 19.3
26/10/2019 0 28.4 18.6
27/10/2019 0 31.8 18.2
28/10/2019 8.8 30.5 18.2
29/10/2019 27.6 30.6 17.7
30/10/2019 0 30.2 17.6
31/10/2019 3.8 29.4 18.6
01/11/2019 134 29.6 19.7
02/11/2019 0 27.2 19
03/11/2019 0 31 17.2
04/11/2019 0 33.2 19.2
05/11/2019 0 31.2 20.9




