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RESUMO

KEHL, Lucas Guilherme Hahn, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2021.
Isolamento de rizobactérias do picao-preto e caracterizacao da promocao ou inibicao do
crescimento de plantas. Orientador: Mauricio Dutra Costa. Coorientadores: Francisco
Claudio Lopes de Freitas e Antonio Alberto da Silva.

Os sistemas de cultivo de cereais, a exemplo do milho (Zea mays L.), demandam a utilizagao
de herbicidas para o controle de plantas daninhas. Caso ndao sejam controladas, as plantas
daninhas podem competir com o milho e reduzir a produtividade. O uso de herbicidas na
cultura do milho aumenta os custos de producdo e gera impactos ambientais negativos. A
microbiota rizosférica pode influenciar as interacdes de competicao e facilitacdo entre plantas,
podendo ser usada no manejo integrado de plantas daninhas. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi o de isolar bactérias da rizosfera do picao-preto (Bidens pilosa L.) e caracteriza-
las quanto a capacidade de promocdo ou inibicdo do crescimento do milho e da planta
hospedeira em condicoes de casa de vegetacao. Foram obtidos o total de 191 isolados
bacterianos da rizosfera do picdo-preto. Esse isolados apresentaram efeitos neutros ou de
promocao do crescimento do milho, ndo sendo observada atividade inibitoria. Para altura da
parte aérea (ALT), observaram-se ganhos minimos e maximos de 10 e 41 %, respectivamente,
nos tratamentos com inoculagao bacteriana em comparacao ao tratamento controle. Ganhos de
1 a 31 % foram, também, observados para o diametro do colmo (DIA). Para massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST), os ganhos minimos
e maximos observados corresponderam, respectivamente, a 16 e 120, 9 e 130 e 15e 103 %. A
inoculacdo do milho aumentou em 26 a 84 % e reduziu de 2 a 36 % a relacdo raiz/parte aérea
(R/PA). Os isolados bacterianos tiveram efeitos neutros, de promocao ou de inibicdo do
crescimento do picdo-preto. Para ALT, observaram-se ganhos minimos e maximos de 16 e
66 %, respectivamente ou, reducdo do crescimento de 4 a 37 %, a depender do isolado
bacteriano. Para MSPA, MSR e MST, os ganhos minimos e maximos observados
corresponderam, respectivamente, a 25 e 89, 12 e 54 e 13 e 53 %. Os isolados com efeito
inibitério do crescimento reduziram de 9 a 76 % a MSPA, 20 a 79 % a MSR, 18 a 77 % a
MST e 3 a 42 % a R/PA. A andlise dos resultados de producao de MSPA, MSR, MST e da
ALT das plantas de milho (M) e picao-preto (P) inoculados com as bactérias rizosféricas
permitiu a obtencao de seis fenétipos combinados para os isolados bacterianos testados (M/P):
+/+, +/0, +/-, 0/+, 0/0 e 0/-, onde + = promocado do crescimento, - = inibicdo do crescimento e

0 = sem efeito sobre o crescimento da planta. A rizosfera do picdo-preto contém populacdes



expressivas de bactérias promotoras do crescimento do milho e inibidoras do crescimento da
planta hospedeira. Esses microrganismos podem contribuir para processos de facilitacdao e

competicao durante as interacoes cultura-planta daninha.

Palavras-chave: Facilitacdo. Competicdo. Manejo integrado de plantas daninhas. PGPR. DRB.



ABSTRACT

KEHL, Lucas Guilherme Hahn, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2021.
Isolation bacteria from the blackjack rhizosphere and characterization of plant growth
promoting and inhibiting. Major advisor: Mauricio Dutra Costa. Co-advisors: Francisco
Claudio Lopes de Freitas and Antonio Alberto da Silva.

Cereal cultivation systems, such as maize (Zea mays L.), require the use of herbicides to
control weeds. If left unchecked, weeds can compete with maize and reduce yields. The use of
herbicides increases maize production costs and generates negative environmental impacts.
The rhizospheric microbiota can influence the competition and facilitation interactions
between plants and can be used in weed integrated management. Thus, the objective of this
work was to isolate bacteria from the blackjack (Bidens pilosa L.) rhizosphere and to
characterize them for their capacity to promote or inhibit the growth of maize and the host
plant under greenhouse conditions. A total of 191 bacterial isolates were obtained with either
neutral or growth-promoting effects on maize. No inhibitory activity on maize was observed.
For shoot height (ALT), minimum and maximum gains of 10 and 41 % were observed,
respectively, in treatments with bacterial inoculation compared to the control treatment. Gains
of 1 to 31 % were also observed for stem diameter (DIA). For shoot (MSPA), root (MSR) and
total dry mass (MST), the minimum and maximum gains observed corresponded,
respectively, to 16 and 120, 9 and 130 and 15 and 103 %. Corn inoculation promoted
increases of 26 to 84 % and decreases of 2 to 36 % in the root/shoot ratio (R/PA). The
bacterial isolates had neutral, promoting or inhibiting effects on blackjack growth. For ALT,
minimum and maximum gains of 16 and 66 %, respectively, and growth decreases of 4 to
37 % were observed, depending on the bacterial isolate. For MSPA, MSR and MST, minimum
and maximum gains observed corresponded, respectively, to 25 and 89, 12 and 54, and 13 and
53 %. Isolates with growth inhibiting effects led to 9 to 76 % decreases in MSPA, 20 to 79 %
in MSR, 18 to 77 % in MST, and 3 to 42 % in R/PA. MSPA, MSR, MST, and ALT data for
maize (M) and blackjack (P) plants inoculated with rhizospheric bacteria allowed us to obtain
six combined phenotypes for the bacterial isolates tested (M/P ): +/+, +/0, +/-, 0/+, 0/0 and
0/-, where + = growth promotion, - = growth inhibition, and 0 = no effect on plant growth.
The blackjack rhizosphere contains expressive populations of bacteria that promote maize
growth and inhibit the growth of the host plant. These microorganisms can contribute to

facilitation and competition processes during crop-weed interactions.



Keywords: Facilitation. Competition. Integrated weed management. PGPR. DRB.
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1. INTRODUCAO

A agricultura moderna, baseada no denominado sistema convencional de cultivo
proveniente da Revolucdao Verde, com a utilizacdao de pacotes tecnolégicos, que incluem
sementes melhoradas, fertilizantes quimicos, agrotéxicos e maquindrio, proporcionou a
expansdo da producdo de commodities agricolas, a exemplo do milho, da soja, do trigo, da
cana-de-agucar, dentre outras culturas. Essa expansdo foi ocasionada pela necessidade de
fomentar a industria alimenticia, a producdo animal em larga escala e a producdo de
biocombustiveis.

O sistema de cultivo de cereais, como o do milho, para manutencdao do estande de
plantas no periodo inicial de cultivo, demanda a utilizacdo de herbicidas para o controle de
plantas daninhas que, caso ndo sejam controladas, competem com a cultura e,
consequentemente, podem reduzir em 51 até 87 % da produtividade. Essa reducao da
produtividade, ndo somente traz grandes prejuizos ao produtor, como também afeta a cadeia
produtiva, ocasionando flutuacdao nos precos da matéria prima e seus derivados.

A utilizacdo de herbicidas, de modo geral, representa 59,56 % do volume total de
agrotoxicos utilizados na agricultura brasileira (IBAMA, 2020). Para a cultura do milho (Zea
mays L.), os herbicidas sdo utilizados para o controle das principais plantas daninhas: picao-
preto (Bidens pilosa L.), dente-de-ledo (Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg.),
maria-mole (Senecio brasiliensis (Spreng.) Less.), capim-marmelada (Urochloa plantaginea
(Link) R.D. Webster), soja voluntaria (Glycine max (L.) Merr.), capim-colchdo (Digitaria
sanguinalis (L.) Scop.), trapoeraba (Commelina benghalensis L.) e capim-pé-de-galinha
(Eleusine indica (L.) Gaertn.).

Em relacdo aos custos de producdo no custeio na média nacional, a utilizagdao de
herbicidas representa 10,77 % do montante, equivalente a R$ 236,78 por hectare (CONAB,
2021), desconsiderando a tecnologia embutida na semente e a aplicagdo do produto. A area de
producao do milho no ano de 2021 foi de 19,6 milhdes de ha (IBGE, 2021a). Considerando-se
que, em sua quase totalidade a cultura do milho utiliza herbicidas, estima-se que,
aproximadamente, R$ 4,6 bilhdes sdo gastos anualmente para a aplicagdo desses insumos
nessa cultura (CONAB, 2021; IBGE, 2021a). Alguns estudos ja apontam a resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas, a exemplo do picdo-preto. Além disso, esses insumos podem
afetar negativamente as comunidades microbianas do solo.

A influéncia da microbiota do solo na promocdo de crescimento de plantas tem

recebido muita atencao, com estudos recentes sobre a influéncia dos microrganismos sobre as
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interacOes cultura-planta daninha. Até o presente, pouco se sabe sobre os efeitos de promocao
e inibicdo do crescimento de plantas daninhas por bactérias rizosféricas, bem como sobre o
papel das mesmas nas interagdes ecoldgicas de competicao e facilitacdo que essas plantas
estabelecem com as culturas. O uso de bactérias com a capacidade de inibir o crescimento
vegetal no manejo integrado de plantas daninhas pode constituir tecnologia alternativa ao alto
consumo de herbicidas na agricultura, trazendo beneficios econdmicos e ambientais.

Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar bactérias da rizosfera do picdo-preto
(B. pilosa L.) e caracteriza-las quanto a capacidade de promoc¢ao ou inibicdo do crescimento

do milho (Z. mays L.) e da planta hospedeira em condicoes de casa de vegetacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DO MILHO

O milho (Z. mays L.) é planta pertencente a familia Poaceae, cujo centro de origem
localiza-se no México, na América Central. Sua domesticacao ocorreu em Oaxaca, ha 6.300
anos atras (SMITH, 2001), por meio do melhoramento do seu ancestral selvagem, o teosinto
(Z. mays L. subsp. parviglumis Iltis & Doebley) [DOEBLEY, 1990].

O milho é o cereal mais produzido no mundo, correspondendo a 12,21 % da producao
mundial total de alimentos (FAOSTAT, 2019). E a segunda cultura mais produzido depois da
cana-de-agucar (17,52 %) [FAOSTAT, 2019]. Os principais produtores de milho sdo os
Estados Unidos (25,81 %), a China (18,16 %) e o Brasil (5,97 %).

Essa cultura tem ampla aplicacdo na alimentacdo humana e animal, na extracdo de
derivados para utilizacdo na industria alimenticia e na producdo de etanol. No periodo de
2020/21 o Brasil consumiu 102,8 milhdoes de toneladas de milho, sendo a produgdo
equivalente a 86,34 % do consumo (ABRAMILHO, 2021b). As principais demandas sdo o
consumo animal (55,46 %), a exportacao (23,50 %), o consumo industrial (12,98 %) e o
consumo humano (2,11 %) [ABRAMILHO, 2021b].

No Brasil, o milho é a terceira cultura mais produzida e o primeiro cereal,
correspondendo a 10,38 % da producao nacional de alimentos (IBGE, 2021a). O primeiro e o
segundo sdo, respectivamente, a cana-de-acucar (68,89 %) e a soja (11,71 %) (IBGE, 2021a).
Atualmente, tem-se investido na producdo de etanol de milho, que representa mercado em
ascensdo. O setor pretende crescer 200 % até 2028 (ABRAMILHO, 2021a) e um ter¢o do
milho utilizado na destilacao é transformado em alimento animal "grdo seco por destilagdao”

(DDG, do inglés Dried Distillers Grains) (FS, 2021).

2.2. PLANTAS DANINHAS

O termo “plantas daninhas” refere-se as plantas cuja presenca é indesejavel a alguma
atividade humana (OLIVEIRA JR. et al., 2011). Quando ha ocorréncia de plantas de uma
cultura anterior na area cultivada, por exemplo, milho em soja ou vice-versa, estas sdo
chamadas de “voluntarias”. As plantas daninhas sdo habeis na utilizacdao dos recursos do
meio, a exemplo da luz, agua e de nutrientes, competindo, desse modo, com a cultura. Caso

ndo seja realizado o controle, as plantas daninhas, podem reduzir a produtividade do milho em



19

51 a 87 % (KOZLOWSKI, 2002; TURSUN et al., 2016). O método de controle quimico, por
meio de herbicidas, é um dos mais utilizados (MARKUS et al., 2021).

O consumo de herbicidas no Brasil em 2019 foi de 369,6 mil toneladas de ingrediente
ativo, equivalente 59,6 % do total de agrotoxicos consumidos no Pais (IBAMA, 2020). O
Brasil é o 3° consumidor mundial desses produtos (FAOSTAT, 2019). Atualmente, no mundo,
a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ja foi relatada para 216 espécies, as quais sao
tolerantes a 21 mecanismos de acao distintos dos herbicidas (HEAP, 2021). No Brasil, ja sao
28 espécies que apresentam resisténcia a 8 mecanismos de acdao herbicida (HEAP, 2021). Isto
acarreta no aumento do consumo desses insumos, por meio do uso de misturas e,
consequentemente, maiores danos econdmicos, a saude e ao ambiente (HESS et al., 2021;
SOUZA et al., 2021).

As plantas daninhas sdao boas indicadoras das mudancas nos padroes de cultivo, na
biodiversidade e na variabilidade dos agroecossistemas (SPAHILLARI et al., 1999). A
capacidade dessas plantas em ocupar ambientes perturbados, a exemplo dos cultivos
agricolas, e ter sucessao exitosa dependem de algumas caracteristicas, tais como o rapido
crescimento, a alta producdo de flores e propagulos, a habilidade de dispersdo, a plasticidade

fenotipica, a germinagao assincrona, entre outras (ZIMDAHL, 2018).

2.2.1. Importancia do picao-preto

As plantas daninhas tém grande influéncia na produtividade do milho (KOZLOWSKI,
2002; TURSUN et al., 2016). Dentre as principais, destaca-se o picdo-preto, pertencente a
familia Asteraceae e cujo centro de diversificacao foi o México (BALLARD, 1986). O picao-
preto possui seis variedades e é considerada cosmopolita (BALLARD, 1986). E uma planta
herbacea, de porte ereto, que atinge até 1,0 m de altura, com folhas glabras inteiras ou
lobadas, flores dispostas em capitulos e possuindo frutos secos do tipo aquénio linear-
tetragonal de 5-9 mm (SANTOS; CURY, 2011).

O picdo-preto tem capacidade de acumular altos teores de nitrogénio, fosforo e
micronutrientes, e é eficiente na utilizacdo e na extracdo de 4gua em condicOes de baixo
potencial hidrico do solo (SANTOS; CURY, 2011). O extrato aquoso de picdo-preto (B.
pilosa L.) tem efeito alelopatico sobre a semente de milho, diminuindo o indice de velocidade
de germinacdo (IVG) e aumentando o nimero de plantulas anormais (TEIXEIRA, 2018).

Em alguns relatos, o milho teve o crescimento facilitado pelo picdo-preto em funcao

da modulagdo da interagdo cultura-planta daninha pela microbiota do solo (MATOS et al.,
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2019a). Estudos posteriores demonstraram que a adicdo de NaCl promoveu mudancas de
competicdo para facilitacdo na coexisténcia entre milho e picdao-preto, devido a alteracdes da
comunidade microbiana rizosférica (MONTEIRO et al., 2021).

Ha biotipos de picdo-preto com resisténcia multipla aos herbicidas atrazine (inibidor
do fotossistema II) e imazethapyr (inibidor da ALS) [TAKANO et al., 2016]. Com o aumento
da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas na cultura do milho, o uso combinado de
herbicidas com diferentes mecanismos de acdo em pré e pos-emergéncia tem sido a estratégia
adotada para reduzir a pressao de selecio e controle de biotipos de plantas daninhas
resistentes. As diferentes combinacdes de herbicidas em pré-emergécia/pos-emergécia
(pethoxamid/glyphosate; ~ mesotrione  +  s-metolachlor/glyphosate;  acetochlor  +
terbuthylazine/glyphosate; aclonifen + isoxaflutole/mesotrione), afetaram a comunidade
rizobacteriana do milho, com diminuicao nas populacdes de Proteobacteria, Acidobacteria e

Actinobacteria em diferentes graus (VALVERDE et al., 2014).

2.3. INTERACOES ECOLOGICAS

As interacdes ecologicas podem ser intra- ou interespecificas, com efeitos positivos,
nulos ou negativos, e ocorrer a nivel de populacdo ou comunidade (LIANCOURT;

DOLEZAL, 2021).

2.3.1. Competicao

A competicdo é uma interacdao negativa entre duas populacdes na qual ha reducao do
potencial de crescimento de uma ou de ambas (ZELE et al., 2018). Esse tipo de interacio
ocorre no ambiente agricola entre culturas e plantas daninhas, ocasionando reducdes de
produtividade (ZIMDAHL, 2018). A intensidade competicdo varia de acordo com as
condi¢cOes ambientais. As plantas daninhas sdo mais prejudiciais ao rendimento das culturas
em condicoes abioticas favoraveis em comparagdo a ambientes mais hostis (STEFAN et al.,
2021).

A competicao por luz ocorre acima da superficie do solo e o fechamento do docel da
cultura pode influenciar na germinacdo das sementes e o crescimento de plantas daninhas
(PETIT et al., 2018). A quantidade e a qualidade de luz influencia na estrutura da comunidade
de plantas daninhas (HOLT, 1995), afetando a distribuicdo, abundancia e frequéncia dessas

plantas nas areas de cultivo (CONCENCO et al., 2017; NKOA et al., 2015).
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Um estudo avaliou a relacdo da diversificagdo do cultivo (anual, perene ou horticola),
da sazonalidade (verdo e inverno) e do tipo de solo (argiloso ou arenoso) sobre a estrutura da
comunidade de plantas daninhas (MAHGOUB, 2021). Das 150 espécies de plantas daninhas
de maior influéncia analisadas, foram constituidos trés grupos com padroes distintos de
ocorréncia de acordo com a época do ano e o tipo de cultura (perene ou horticola)
(MAHGOUB, 2021).

Abaixo da superficie do solo acontece competicao por agua. O sucesso competitivo da
planta por esse recurso é determinado pela eficiéncia de uso da dgua o qual se relaciona com a
profundidade e volume de raizes e capacidade fotossintética da planta (PETIT et al., 2018;
ZIMDAHL, 2018). Sob condigdes de baixa disponibilidade de 4gua, Amaranthus palmeri em
competicdo com o algoddo foi capaz de extrair duas vezes mais agua do solo que a cultura,
sendo a area de influéncia das raizes de 1 m de profundidade e 2,4 m de raio (BERGER et al.,
2015). Esta planta daninha pode causar 65 % de perda de produtividade na cultura do algodao
(BERGER et al., 2015).

A competicdao por nutrientes ocorre por meio da sobreposicdo espacial da area de
exploracdo dos sistemas radiculares (PETIT et al., 2018). A resposta de plantas daninhas a
fertilizacdo, que varia de espécies a espécie, depende da capacidade fotossintética das
mesmas, podendo influenciar a intensidade e o resultado da competicdio com as culturas
(LITTLE et al., 2021).

O sistema de cultivo pode também influenciar a competicdo entre plantas daninhas e
as culturas (POFFENBARGER et al., 2015). Em cultivo organico, Amaranthus hybridus foi
mais competitivo com o milho em relagdo ao particionamento de nitrogénio do que o milho
(POFFENBARGER et al.,, 2015). J& no cultivo convencional, Setaria faberi foi mais
competitiva (POFFENBARGER et al.,, 2015). Mesmo com tais resultados, ndo foram
observadas perdas na produtividade do milho. Os resultados demonstraram a existéncia de
particionamento de nitrogénio entre milho e A. hybridus e que o milho e a planta daninha sao
capazes de adquirir nitrogénio inorganico de diferentes tipos de solos (POFFENBARGER et
al., 2015).

2.3.2. Facilitacao

A comunidade vegetal, vista como analoga a um organismo vivo (CLEMENTS, 1928),
mantém interacdes benéficas entre os individuos visando ao beneficio proprio e ao da

comunidade (BEVER, 2003; ZELE et al., 2018). Esses tipos de interacdo na ecologia é
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definida como facilitacdo, onde os efeitos podem ser positivos para ambos (mutualismo),
positivo e neutro (comensalismo) e positivo e negativo (antagonismo) (ZELE et al., 2018).

Recentemente, além do conhecimento das interacoes ecolégicas, houve o
desenvolvimento da Teoria do Holobionte, segundo o qual um macrorganismo hospedeiro
vive integrado com comunidades microbianas que desempenham fun¢des importantes para a
manutencao do macrorganismo e da microbiota associada como uma unidade evolutiva tnica
(BAEDKE et al., 2020; GORDON et al., 2013; VANDENKOORNHUYSE et al., 2015).

Originalmente, Adolf Mayer-Abich propos em 1943 a Teoria da Holobiose, segundo a
qual os organismo sdo primeiramente parceiros simbiontes e evoluem para holobiontes
(BAEDKE et al., 2020). Mais tarde, na década de 1990, Lynn Margulis propos a Teoria da
Simbiogénese, na qual biontes associados entre si formam um complexo simbidtico
(BAEDKE et al., 2020). Essa teoria ja havia sido proposta por Boris Kozo-Polyansky em
1924, sendo que ambos os proponentes consideraram que a complexificacdo dos organismos é
um passo evolutivo natural (AGAFONOV et al., 2021).

Os processos continuos de co-selecio de diversas plantas e suas comunidades
microbianas rizosféricas podem ter efeito positivo nas propriedades do agroecossistema a
longo prazo, levando a maior produtividade das culturas em face, provavelmente, do aumento
da complementaridade entre os holobiontes (HAHL et al., 2020). As interagdes entre plantas
ocorrem acima da superficie do solo e abaixo da mesma, quando, entdo, passa a envolver as
comunidades microbianas edaficas (WARDLE et al., 2004).

Alguns estudos apontam que a facilitacdo promovida por plantas enfermeiras é
mediada pela microbiota do solo (RODRIGUEZ-ECHEVERRIA et al., 2016), e evoluiu
fisiologicamente de maneira distinta em diferentes linhagens de plantas (NAVARRO-CANO
et al., 2016). A facilitacdo exercida pela planta enfermeira ocorre em efeito cascata de modo a
contribuir para a sucessao ecolégica no meio (NAVARRO-CANO et al., 2019).

Sdo denominadas plantas enfermeiras aquelas que possuem a capacidade de facilitar o
desenvolvimento de outras plantas (CALLAWAY; WALKER, 1997). As plantas enfermeiras
recrutam microrganismos que influenciam positivamente as interacdes entre espécies
vegetais, contribuindo para a preservacao da diversidade e para a evolucdo da comunidade de
plantas (RODRIGUEZ-ECHEVERRIA et al., 2013).

Demonstrou-se que o aumento de produtividade de cereais e leguminosas em
consorcio foi devido a processo ecolégicos desconhecidos e ndo a supressdo das plantas
daninhas (STEFAN et al., 2021). Os autores sugeriram que esses processos estejam ligados ao

particionamento de nutrientes e luz e as mudangas na comunidade microbiana do solo.
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As relagdes de feedbacks planta-solo para Jacobea vulgaris Gaertn. sao,
frequentemente, relatados como negativas (BEZEMER et al., 2018). Porém, quando a planta
cresce sozinha, ha diminuicdo dessas interacbes com o tempo, ao passo que, quando essa
planta coexistiu com Holcus lanatus L., houve aumentos da interacdes de feedback negativas
(BEZEMER et al., 2018). Neste relato, a competicdo entre as plantas alterou a dinamica
temporal dos feedbacks planta-solo.

Em plantas de milho, foram detectadas variagdes na comunidade microbiana
rizosférica entre diferentes linhagens (IKEDA et al., 2020). O cultivo do milho em dois locais
distintos levou a dissimilaridade das comunidades microbianas rizosféricas associadas
(PEIFFER et al, 2013). Diferencas significativas nos filos Bacteroidetes,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Proteobacteria e Verrucomicrobia foram também
observadas ao comparar solos agricolas e ndo cultivados, sendo que as comunidades
bacterianas da rizosfera do milho foram distintas nos diferentes estagios fenologicos dos
cultivares avaliados (FEDERICI RODRIGUEZ et al., 2017).

O grau de facilitacdo entre simbiontes depende de fatores intrinsecos tais como o
estagio de desenvolvimento, a identidade genética, a sobreposicao funcional, a diversidade

genética e o distanciamento filogenético (ZELE et al., 2018).

2.4. RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTAS

As rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR, do inglés Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria) sao bactérias do solo que habitam o ambiente rizosférico da planta
hospedeira (SIDDIQUI, 2006). As rizobactérias associam-se com a planta hospedeira
utilizando-se de diferentes mecanismos e, posteriormente, desempenham diversos papéis no
crescimento e no desenvolvimento da planta (SIDDIQUI, 2006).

Para que ocorra a colonizagdo bacteriana da rizosfera, as plantas liberam diversas
substancias denominadas exsudados radiculares. Essas moléculas sinalizadoras sdo
quimioatrativas e fonte de energia para os microrganismos do solo (BLOUIN, 2018).

As PGPR utilizam de diversos mecanismos diretos para promover o crescimento
vegetal, tais como a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a solubilizacdio de fosfato, a
solubilizagdo de potdassio, a producao de sideréforos e a producao de fitorménios (GOSWAMI
et al., 2016). Além desses, mecanismo indiretos podem também ser expressos, a exemplo da

producdo de metabodlitos antiftingicos, da resisténcia sistémica induzida (RSI), da producao de
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exopolissacarideos, da producdo de sideréforos e da atividade de ACC desaminase
(GOSWAMI et al., 2016).

Estudos de bioprospeccdo de PGPR da rizosfera de diferentes gendtipos (linhagens e
hibridos) de milho demonstrou que cada gendtipos tem a capacidade de recrutar espécies de
diferentes géneros em maior ou menor proporcao a depender do distanciamento genético entre

eles IKEDA et al., 2013).

2.5. RIZOBACTERIAS DELETERIAS

As rizobactérias deletérias (DRB, do inglés Deleterious Rhizobacteria) sao bactérias
que colonizam sementes e raizes de plantas, predominantemente saproéfitas, e que ndo causam
danos aos tecidos vegetais, porém, suprimem o crescimento da planta (KREMER, 2006).
Microrganismos da rizosfera podem ser usados para retardar o crescimento de plantas
daninhas. Os mecanismos envolvidos na atividade bio-herbicida sdo a producdo de
fitotoxinas, antibidticos, acido indolacético (AIA), acido delta-aminolevulinico (ALA) e acido
cianidrico (HCN) [DAHIYA; SINDHU, 2019].

As plantas possuem comunidade de rizobactérias que incluem as DRB e PGPR,
podendo alternar os efeitos de promocao e inibicdo do crescimento para protecdao contra 0s
principais patogenos (NEHL et al., 1997). A inoculacdo de dois isolados bacterianos
rizosféricos da mostarda, Brassica juncea L., promoveram aumento de até 191 % na massa
seca da parte aérea e na massa seca das raizes dessa cultura e reducdo de até 92 % nas mesmas
variaveis avaliadas para a planta daninha Lathyrus aphaca L. apdés 75 dias de cultivo
(PHOUR; SINDHU, 2019). Esse efeito foi atribuido ao ALA (PHOUR; SINDHU, 2019).

Estirpes de Pseudomonas suprimem a germinacdo de sementes de trigo por meio da
producdo niveis moderados de AIA (TABATABAEI et al., 2016). No entanto, os mesmos
niveis composto promoveram o crescimento de plantulas de trigo, mostrando que o efeito
desse fitormonio depende do estigio de desenvolvimento vegetal (TABATABAEI et al.,
2016). Neste mesmo trabalho, demonstrou-se que, em condi¢ées de deficiéncia de nutrientes,
as bactérias foram capazes de produzir e secretar maiores quantidades de AIA quando
comparadas as condi¢oes onde o nivel de nutrientes eram adequados.

A bioprospeccdo em solo agricola resultou em 301 isolados bacterianos selecionados
conforme caracteristicas morfolégicas e de coloracdo, sendo quatro isolados testados em

sementes de rabanete chinés e alface (PARK et al.,, 2015). A cepa identificada como
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Enterobacter sp. induziu a redugdo nas variaveis massa fresca e comprimento da parte aérea e
raiz para ambas as espécies testadas. Essa reducdo foi atribuida a producdo de AIA pelos
isolados testados.

Duas estirpes de P. fluorescens e uma de Alcaligenes xylosoxidans, por meio da
producdo de HCN, induziram reducdo no crescimento da planta daninha Raphanus
raphanistrum em cultivo de uva com cobertura de trevo (FLORES-VARGAS; O’HARA,
2006). No entanto, as estirpes ndo causaram danos a videira e induziram aumentos da
nodulacdo do trevo (FLORES-VARGAS; O’HARA, 2006). A bactéria endofitica Klebsiella
pneumoniae foi isolada de sementes esterilizadas da planta daninha Oenothera biennis
(KANG et al., 2020). Essa bactéria apresentou producdao de AIA e amonia, que inibiram a
germinacao das sementes da planta daninha e aumentaram o conteudo de acido abscisico
endogeno, responsavel pela modulacao da dorméncia e germinacdo das sementes (KANG et

al., 2020).

2.6. CONTROLE BIOLOGICO DE PLANTAS DANINHAS COM MICRORGANISMOS

Para o controle adequado de plantas daninhas torna-se necessario o conhecimento da
biologia desse grupo de plantas e do momento correto de agir com eficacia. O periodo critico
de prevencdo a interferéncia (PCPI) é o intervalo no qual é necessario controlar as plantas
daninhas sem que essas afetem o rendimento da cultura (KNEZEVIC et al., 2002).

O PCPI é parametro util para saber o momento adequado para iniciar o controle, sendo
um componente chave para o manejo integrado de plantas daninhas (MIPD) (KNEZEVIC et
al., 2002). Utilizando-se de diversos métodos, o MIPD engloba o controle biolégico, quando
determinado organismo tem efeito antagonico ou inibitério ao desenvolvimento da planta
daninha, e o controle cultural, quando o organismo promove o crescimento da cultura
proporcionando que ocupe o espaco de cultivo (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

O fungo Streptomyces sp. apresentou atividade herbicida com seletividade para a
planta daninha Digitaria ciliaris por meio da producao do acido carboxilico quinolina 4 (KIM
et al., 2020). Phoma macrostoma é um fungo que produz macrocidina (HUBBARD et al.,
2016). Este metabolito secundario possui diversos modos de agdo, atuando na inibicdo do
fotossistema II e da sintese de carotendides. Quando testado em grao-de-bico e nas plantas
daninhas Taraxacum officinale e Senecio vulgaris, induziu a clorose de modo distinto nessas

plantas (HUBBARD et al., 2016). O uso da patulina (PAT), micotoxina produzida por fungos
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dos géneros Penicillium e Aspergillus, dentre outros, foi testada em 64 espécies de plantas
daninhas e apresentou potencial como inibidor do fotossistema II de amplo espectro (GUO et
al., 2021).

Um produto formulado com Pseudomonas trivialis (uma DRB) apresentou bom
desempenho em casa de vegetacdo para o controle de Bromus diandrus na cultura do trigo-
duro, Triticum durum (MEJRI et al., 2013).

O mercado de controle biol6gico apresenta uma taxa composta de crescimento anual
de 14,7 % para o periodo de 2021-2026 (MORDOR INTELLIGENCE, 2020). O potencial
das DRB ou de seus metabdlitos secundarios como bio-herbicida ja é bem documentado
(BOUILLANT et al.,, 1997; FLORES-VARGAS; O’HARA, 2006; KANG et al., 2020;
KREMER; SOUISSI, 2001; PARK et al, 2015; PHOUR; SINDHU, 2019;
RADHAKRISHNAN et al.,, 2016; SARWAR; KREMER, 1995) e aponta para um vasto
caminho a ser explorado na formulacdo de produtos (CORDEAU et al., 2016).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecologia Microbiana (LEM),
localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria, Universidade Federal de
Vicosa (UFV), Vicosa, MG.

O solo para o isolamento bacteriano foi coletado da rizosfera de plantas de picdao-preto
adultas na bordadura de um cultivo de citros na Horta Central do Setor de Fitotecnia da UFV.
O solo foi caracterizado quimicamente (Tabela 1). Foi considerado solo rizosférico aquele que
permanece ligado as raizes depois de forte agitacdo. O solo rizosférico foi coletado com o
auxilio de pinga desinfestada, acondicionado em sacos plasticos e transportado a temperatura

ambiente para o LEM, onde foi realizado o isolamento imediato das bactérias rizosféricas.

Tabela 1: Caracteristica quimica do solo da camada de 0-20 cm de profundidade

pH Ca* Mg* AP H+Al SB (1) (T) \% m
H.0 cmol. dm? %
6,5 5,06 1,06 0,0 1,98 6,71 6,71 8,69 77,2 0,0
MO P-rem P K Zn Fe Mn Cu B
dag kg mgL? mg dm?

2,15 41,1 128,4 230 14,1 117,6  105,0 6,9 0,3

pH em H,0 — KCL:CaCl, (1:2,5); P, K, Fe, Zn, Mn, Cu - Extrator Mehlich 1; Ca, Mg, Al - Extrator KCl
1 mol L™; H + Al - Extrator Acetato de Célcio 0,5 mol L™ - pH 7,0; B - Extrator dgua quente; MO - C.Org x
1,724 - Walkley-Black

3.1. ISOLAMENTO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA DO PICAO-PRETO

Vinte e cinco gramas de solo rizosférico foram adicionados em Erlenmeyer de 0,5 L
contendo 225 mL de solucdo salina estéril (NaCl a 0,85 %, w/v). A suspensdo de solo foi
incubada em agitador horizontal por 1h a 150 rpm e 30°C. Dilui¢Oes seriadas na base dez
foram realizadas e aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des 10 a 107 foram semeadas em placa de
Petri contendo &gar nutriente, pH 6,8, suplementado com ciclohexamida (20 g mL™"). Cada
diluicdo foi plaqueada com 10 repeticdes pelo método da semeadura por espalhamento
(MADIGAN et al., 2016). Apo6s a incubacao das placas por 1 a 7 dias, a 28 °C, colonias com
caracteristicas fenotipicas distintas (Tabela 2) foram selecionadas e reisoladas duas vezes
seguidas para obtencdo de culturas puras (HUNGRIA; SILVA, 2011) pela técnica de
semeadura por esgotamento (MADIGAN et al., 2016). Para a constituicdo de estoques, as

culturas puras obtidas foram cultivadas em 15 mL de caldo nutriente, em agitador horizontal,
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a 150 rpm e 30 °C, por 24h. Aliquotas de 1,7 mL das culturas bacterianas foram adicionadas
em tubos Eppendorf de 2 mL, contendo 0,3 mL de glicerol para concentracgdo final de 15 %.
Os tubos foram agitados em vortex, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em

Ultrafreezer a - 80 °C.
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Tabela 2: Caracteristicas morfologicas coloniais utilizadas para triagem de isolados
bacterianos obtidos do solo rizosférico do picao-preto (Bidens pilosa L.)

Tamanho Forma Borda Elevagao Consisténcia Pigmento
1. pequena < 1 mm 1. puntiforme Regular S/ elevacao 1. seca 1. incolor
2. média ~ 1 mm 2. circular 1. continua 1. plana 2. aquosa 2. branca
3.grande > 1 mm 3. filamentosa 3. gomosa 3. amarela
4. irregular Irreqular Cl elevagéo 4. viscosa (1. claro; 2. médio)
5. rizoide 2. ondulada 2. lenticular (convexa 5. butirica (manteiga) 4. laranja
6. lanceolada 3. lobulada baixa) (1. claro)
4. dentada 3. convexa cupuliforme 5. marrom
5. ondulada 4. umbonada (1. claro; 2. médio)
(complexa) (mamilonada) 6. rosa
6. filamentosa 5. pulvinada 7. salmao
6. umbilicada 8. verde

9. bege
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3.2. SELECAO DE BACTERIAS COM ATIVIDADE DE PROMOGAO OU DE INIBICAO
DE CRESCIMENTO VEGETAL

Sementes de milho e de picdo-preto foram inoculadas por imersao, por 60 min, em 4
mL de cada cultura bacteriana em caldo nutriente preparado como descrito acima e com
densidade optica (D.0O.) ajustada para 0,6 a 560 nm. Um tratamento controle, sem inoculagao,
foi também incluido e consistiu da imersdao das sementes em agua destilada esterilizada por
1h.

Apoés a inoculacdao das sementes, realizou-se a semeadura pela deposicdo de trés
sementes de milho com 1 cm de profundidade, em potes de 0,35 L, e de 10 sementes de picdo-
preto, superficialmente, em potes de 0,30 L, ambos preenchidos com substrato Tropstrato HT
Hortalicas® (Vida Verde). Apds a emergéncia, realizou-se o desbaste do milho aos 7 dias ap6s
a semeadura (DAS), mantendo-se uma plantula por pote, seguido de uma inoculacdao de
reforco feita aos 12 DAS. O desbaste das plantulas de picdo-preto foi feito 21 DAS, sendo
mantidas trés plantas por pote, seguido de uma inoculacdo de reforco feita 25 DAS. O
substrato recebeu irrigacdo por microaspersao 12 h apds a semeadura e inoculacdo de reforco
e, durante o experimento, duas vezes ao dia, no inicio da manha e no meio da tarde de acordo
com a condi¢do de umidade do substrato.

A inoculacado de reforco consistiu na aplicacdo de 2 mL de cada cultura bacteriana em
caldo nutriente preparado como descrito acima e aplicado em cada unidade experimental. A
aplicacao foi realizada com pipetas de 1000 pL na profundidade de 1 cm do substrato, com 1
mL em cada lado proximo a planta de milho e entre as plantas de picao-preto.

O cultivo do milho foi realizado no periodo de 10/02 a 05/03, com duracdo de 22 dias.
O cultivo de picdo-preto foi realizado no periodo de 01/04 a 01/06, com duracdo de 60 dias.
As plantas de picao-preto foram adubadas com 50 mL de solucdo nutritiva de Clark (CLARK,
1975) aos 47, 50 e 53 DAS. Ambos os cultivos foram realizados em casa de vegetacao.

Ao longo da conducao dos experimentos foi registrado o nimero de dias necessario
para germinacgao apods a semeadura (GDAS) das sementes de milho e picdo-preto.

Apbs o cultivo foi feita a medicdo da altura (ALT) e do didmetro do colmo (DIA). A
ALT das plantas foi medida usando-se uma régua, as plantas de milho foram medidas da base
até a ultima folha expandida e as plantas de picao-preto foram medidas do coleto até a ultima
folha, sendo considerada a média das trés plantas para a unidade experimental. O DIA foi
medido apenas para o milho na altura da folha cotiledonar, com paquimetro digital King Tools

0-150 mm com precisdo de 0,01 mm. Apés a medicao, a parte aérea das plantas foi cortada na
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base e as raizes foram separadas do substrato e lavadas com agua de torneira. Ambas foram
acondicionada em sacos de papel para secagem do material vegetal em estufa de secagem e
esterilizacdo Fanem Mod. 302-SE, com ventilacdo forcada, a 70°C, até peso constante. A
massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) foram determinadas por
pesagem apoOs secagem. Com os dados de MSPA e MSR, calculou-se a massa seca total

(MST) e a relagdo raiz/parte aérea (R/PA).

3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram conduzidos em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC)
com trés repeticoes, com o seguinte modelo estatistico Y; = i + t; + &;. Os dados obtidos
foram testados quanto a distribuicdo normal dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias obtidas para cada tratamento foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott
a 5 % de probabilidade.

Foram calculados ainda os coeficientes de correlacdo simples de Pearson (r) para todas
as combinagOes entre ALT, DIA, MSPA, MSR, MST, R/PA e GDAS. A significancia dos
valores de r foi determinada pelo p-valor (p < 0,05). Para todas as andlises, foi utilizado o
software estatistico R 3.6.1 (CORE R TEAM, 2020).

Os pacotes utilizados no R foram o “ExpDes.pt”, para o teste de agrupamento de
Scott-Knott; o “ggplot2”, para boxplot (funcao geom_boxplot); o “gridExtra”, para agrupar os

graficos de boxplot; e o “corrplot”, para correlagao simples de Pearson (r).
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4. RESULTADOS

4.1. ISOLAMENTO

Foram obtidas o total de 462 culturas puras de bactérias da rizosfera do picdo-preto
(Bidens pilosa L.). Os isolados foram, entdo, triados quanto as caracteristicas morfologicas,
tais como tamanho, forma, borda, elevacdo, superficie, consisténcia, aspecto e producdo de
pigmentos (Tabela 2). Do total de isolados, foram selecionados 191. Além das caracteristicas
morfoldgicas, os isolados apresentaram velocidades de crescimento distintas, avaliada pelo
tempo de incubagdo necessario para produzir a turvacdo do meio caldo nutriente. Os 191
isolados obtidos representam tipos morfolégicos distintos presentes na rizosfera do picao-

preto.

4.2. PROMOCAO DO CRESCIMENTO DO MILHO

A inoculagdo do milho com os isolados rizosféricos bacterianos resultou em diferencas
significativas na ALT, DIA, MSPA, MSR, MST e R/PA em relagdo ao tratamento controle,
sem inoculacdo (Tabela 3). Os isolados bacterianos tiveram efeitos neutros ou de promocao
do crescimento do milho, ndo sendo observado o fenétipo de DRB (Tabela 3). Para ALT,
observaram-se ganhos minimos e maximos de 10 e 41 %, respectivamente, nos tratamentos
com inoculagdo bacteriana em comparacdo ao tratamento controle (Tabela 3). Ganhos de 1 a
31 % foram, também, observados para o DIA (Tabela 3). Para MSPA, MSR e MST, os ganhos
minimos e maximos observados corresponderam, respectivamente, a 16 e 120,9e 130 e 15 e
103 % (Tabela 3). Alguns isolados inoculados promoveram aumentos de 26 a 84 % e
diminuigdo de -2 a -36 % na R/PA do milho (Tabela 3).

As médias dos tratamentos de inoculacdo para cada variavel resposta foram agrupadas
pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade (Tabela 3; Figura 1). Cada grupo obtido
apresentou valores de mediana (Figura 1), média, minimos e maximos (Tabela 4). As
porcentagens de aumento ou diminui¢do nas variaveis resposta variaram para cada grupo de

Scott-Knott obtido (Tabela 4).
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Tabela 3: Altura (ALT), diametro do colmo (DIA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa
seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e relacdo raiz/parte aérea (R/PA) de
plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos de
picdo-preto (Bidens pilosa L.) e cultivadas por 22 dias em casa de vegetacao.

Isolados ALT DIA MSPA MSR MST R/PA
(cm) (mm) ()] (9) C)]
Controle* 10,33 b 9,44 ¢ 1,27 d 091 e 2,18 d 0,73 ¢
001 147 a 1% 976 b 3% 126 d -1% 1,05 d 15% 2,31 d 6% 0,84 ¢ 15%
002 12,00 a 16% 10,68 a 13% 1,56 ¢ 23% 2,09 a 130% 365a 67% 1,34 a 84%
003 10,13 b  -2% 978 b 4% 1,57 ¢ 23% 1,26 ¢ 39% 283 ¢ 30% 0,79 ¢ 8%
004 11,53 a 12% 996 b 5% 169 ¢ 33% 1,18 d 31% 288 c 32% 070d -4%
005 1290 a 25% 10,36 b  10% 1,98 b 55% 1,01 d 12% 299 ¢ 37% 0,51 e -30%
007 1223 a 18% 991 b 5% 1,73 ¢ 36% 123 ¢ 35% 295 ¢ 35% 071d -3%
008 1020 b -1% 997 b 6% 162 c¢c 27% 1,75 b 93% 337 b 55% 1,09 b 50%
009 1,75 a 14% 10,21 b 8% 169 ¢ 33% 1,08 d 19% 277 ¢ 27% 0,64 d -12%
010 1,77 a 14% 10,84 a 15% 182 ¢ 43% 1,10d 21% 292 ¢ 34% 060 d -17%
011 12,97 a 25% 1049 a 11% 162 c¢c 27% 122 ¢ 35% 28 ¢ 31% 076 ¢ 4%
012 1060 b 3% 10,03 b 6% 164 ¢ 29% 095 e 5% 259 ¢ 19% 0,58 e -20%
013 123 b 9% 963 b 2% 142 d 12% 09 e 6% 2,38 d 9% 069 d -6%
015 1257 a 22% 1022 b 8% 1,90 b  49% 1,79 a 97% 369 a 69% 094 b 29%
016 11,20 b 8% 10,38 a 10% 201 b 58% 1,31 ¢ 44% 332 b 52% 065d -11%
017 12,77 a  24% 10,61 a 12% 1,96 b 54% 1,35 ¢ 49% 331 b 52% 069d -5%
018 11,50 a 1% 10,26 b 9% 163 ¢ 28% 124 ¢ 36% 286 ¢ 31% 076 ¢ 4%
019 1227 a 19% 966 b 2% 205 b 61% 1,36 ¢ 50% 341 b 56% 066d -9%
020 13,17 a 27T% 11,63 a 22% 221 a 74% 1,45 ¢ 60% 3,66 a 68% 065d -11%
021 10,77 b 4% 10,34 b 10% 161 ¢ 26% 126 ¢ 39% 287 ¢ 32% 0,79 ¢ 8%
022 12,70 a 23% 1238 a 31% 250 a 97% 1,32 ¢ 46% 383 a 76% 053 e -27T%
024 14,17 a 37% 12,16 a 29% 2,75 a 116% 1,35 ¢ 49% 4,09 a 88% 0,50 e -31%
025 1223 a 18% 11,29 a 20% 1,76 ¢ 38% 1,06 d 17% 283 ¢ 30% 059 e -19%
026 1,73 a 14% 11,70 a  24% 232 a 82% 1,18 d 30% 350 b 60% 052 e -29%
027 11,87 a 15% 11,82 a 25% 244 a 91% 1,37 ¢ 51% 381 a 75% 0,57 e -22%
028 13,17 a 27T% 11,94 a 26% 247 a 94% 167 b 84% 414 a 90% 067d -8%
029 13,83 a 34% 12,09 a 28% 261 a 105% 1,82 a 101% 443 a 103% 071d -3%
031 11,90 a 15% 11,59 a 23% 1,84 b 45% 1,12 d 24% 296 ¢ 36% 0,61 d -16%
032 13,83 a 34% 11,43 a 21% 254 a 99% 1,37 ¢ 51% 391 a 80% 0,54 e -25%
033 1363 a 32% 11,75 a 24% 255 a 101% 1,68 b 85% 423 a 94% 066d -9%
034 13,60 a 32% 12,06 a 28% 2,80 a 120% 142 ¢ 57% 422 a 94% 0,51 e -30%
036 13,33 a 29% 10,73 a  14% 221 a 73% 125 ¢ 37% 345 b 58% 0,58 e -21%
037 13,97 a 35% 11,45 a 21% 259 a 103% 1,20d 33% 379 a 74% 0,46 e -36%
038 12,03 a 16% 11,44 a 21% 1,84 b 45% 1,99 a 120% 383 a 76% 1,08 b 48%
040 13,97 a 35% 11,16 a 18% 235 a 85% 1,36 ¢ 50% 371 a 70% 059 e -19%
042 1240 a 20% 10,87 a 15% 1,94 b 52% 1,49 ¢ 64% 342 b 57% 082c¢c 13%
043 13,67 a 32% 10,93 a 16% 1,85 b 46% 167 b 84% 352 b 62% 092 b 26%
044 1217 a 18% 10,76 a 14% 1,99 b 56% 1,13 d 25% 312 b 43% 0,57 e -21%
045 11,50 a M% 11,21 a 19% 211 b 66% 1,31 ¢ 44% 342 b 57% 0,62 d -14%
046 1230 a 19% 12,14 a 29% 243 a 91% 1,58 b 75% 401 a 84% 066d -9%

*Controle sem inoculacdo bacteriana. Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos
representam o aumento ou a diminui¢do da média de cada variavel em relacdo a média do controle. Na coluna,
médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de

probabilidade. (continua)
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Tabela 3: (continuagdo) Altura (ALT), diametro do colmo (DIA), massa seca da parte aérea

(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e relagdo raiz/parte
aérea (R/PA) de plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com isolados
bacterianos rizosféricos de picdo-preto (Bidens pilosa L.) e cultivadas por 22 dias
em casa de vegetacao.

Isolados ALT DIA MSPA MSR MST RIPA
(cm) (mm) (9) (9) (9)
047 1167 a 13% 1136 a 20% 200 b 57% 119 d 32% 319 b 46% 061d -17%
049 12,80 a 24% 1096 a 16% 232 a 82% 1,16 d  28% 348 b 59% 0,50 e -31%
050 1300a 26% 1085 a 15% 214 b 68% 124 ¢ 37% 338 b 55% 0,59 e -19%
051 1097 b 6% 1140 a 21% 196 b 54% 1,08 d 19% 304 b 39% 0,55 e -25%
052 1057 b 2% 888 ¢ -6% 128 d 1% 1,36 ¢ 50% 264 ¢ 21% 1,06 b 45%
054 11,80 a 14% 995 b 5% 191 b  50% 132 ¢ 45% 323 b 48% 070 d  -4%
056 10,93 b 6% 975 b 3% 1,70 ¢ 34% 096 e 6% 266 c 22% 057 e -22%
057 1183 a 15% 1050 a 11% 160 ¢ 26% 123 ¢ 35% 283 ¢ 30% 076 ¢ 5%
059 13,07 a 26% 844 ¢ 1% 1,16 d 9% 1.11d  23% 227d 4% 098 b 35%
060 1250 a 21% 1202 a 27% 229 a 80% 1156d 27% 344 b 58% 050 e -31%
061 1213 a 17% 1095 a 16% 200b 57% 1,04 d 15% 3,04 b 39% 0,52 e -28%
062 1230a 19% 1096 a 16% 167 ¢ 31% 1,10 d  22% 278 ¢ 27% 066 d -9%
063 1233a 19% 1041 b 7% 1,77 ¢ 39% 156 b 72% 333 b 53% 0,89 ¢ 22%
065 11,10b 7% 919 ¢ -3% 1,38 d 8% 128 ¢ 41% 265c 22% 097 b 33%
066 1253 a 21% 1023 b 8% 193 b 51% 1.11d 22% 303 b 39% 0,60 e -18%
068 1207 a 17% 1003 b 6% 175 ¢ 37% 1,30 ¢ 43% 3,04 b 40% 076 ¢ 4%
069 11,80 a 14% 911 ¢ -4% 149 ¢ 17% 1,39 ¢ 53% 288 ¢ 32% 003 b 28%
071 1130b 9% 1004 b 6% 181 ¢ 42% 119 d 32% 3,00 ¢ 38% 066 d -9%
072 1280 a 24% 1123 a 19% 224 a 76% 149 ¢ 64% 373a T1% 067 d -8%
076 1373 a 33% 147 a 21% 219 a 72% 141 ¢ 55% 360 b 65% 0,64 d -12%
078 1107b 7% 1050 a 1% 181 ¢ 42% 119d 32% 3,01 ¢ 38% 066 d -9%
080 1323a 28%  1155a 22% 220 a 73% 142 ¢ 57% 362a 66% 064 d -12%
081 1287 a 25% 1177 a 25% 230 a 81% 1,88 a 108% 418 a 92% 083 c 14%
082 1287 a 25% 1078 a 14% 231 a 81% 115d 26% 345 b 58% 0,51 e -30%
083 1233a 19% 1064 a 13% 208 b 64% 1,08 d 19% 3,16 b 45% 052 e -28%
085 1327 a 28% 1143 a 21% 227 a 8% 154 b 70% 381a 75% 068 d -6%
086 1187 a 15% 123a 19% 216 b 70% 124 ¢ 37% 341 b 56% 0,58 e -20%
087 1053 b 2% 907 ¢ -4% 126 d 1% 0,78 e -14% 204d 6% 0,61 d -16%
088 1163a 13% 1023 b 8% 1,90 b 49% 1,09d 20% 299 ¢ 37% 0,58 e -21%
089 1300a 26% 1020 b 8% 1,89 b 48% 1,02d 13% 291 ¢ 34% 0,54 e -25%
092 M57a 12% 935¢c -1% 138 d 8% 091e 1% 229d 5% 067 d -8%
093 11,97 a 16% 966 b 2% 1,65 ¢ 30% 143 ¢ 57% 308b 41% 087 ¢ 19%
094 11,87 a 15% 980 b 4% 161 ¢c 27% 133 ¢ 47% 295 ¢ 35% 0,84 ¢ 15%
095 11,53a 12% 9,00 ¢ -5% 152 ¢ 19% 1,07d 18% 258 ¢ 19% 071d -3%
096 11,50 a 11% 969 b 3% 1,70 ¢ 34% 1,03d 14% 273 ¢ 25% 061d -17%
098 1450 a 40% 1127 a 19% 221 a 73% 112 d  24% 333 b 53% 0,51 e -30%
101 1147 a 11% 993 b 5% 179 ¢ 41% 1,01 d 12% 281 ¢ 29% 0,56 e -23%
102 12,03 a 16% 993 b 5% 1,85 b 46% 129 ¢ 43% 315 b 44% 070 d -4%
104 1150 a 11% 925 ¢ -2% 161 ¢ 27% 120d 32% 281 ¢ 29% 075¢ 3%
106 11,53 a 12% 945 ¢ 0% 154 ¢ 21% 1,01d 1% 255 ¢ 17% 0,64 d -12%

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuicao
da média de cada varidvel em relacdio a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra

mindscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (continua)
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Tabela 3: (continuagdo) Altura (ALT), diametro do colmo (DIA), massa seca da parte aérea

(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e relagdo raiz/parte
aérea (R/PA) de plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com isolados
bacterianos rizosféricos de picdo-preto (Bidens pilosa L.) e cultivadas por 22 dias
em casa de vegetacao.

Isolados ALT DIA MSPA MSR MST RIPA
(cm) (mm) (9) (9) (9)
107 1200a 16% 1017 b 8% 1,96 b 54% 123 ¢ 36% 319 b 46% 063 d -13%
M3 M77a 14% 946 ¢ 0% 137 d 8% 087 e -4% 224d 3% 0,64 d -12%
16 11,10b 7% 954 b 1% 137 d 8% 095 e 5% 232d 6% 070 d -4%
19 1153a 12% 1014 b 7% 1,86 b 46% 1,45 ¢ 60% 331 b 52% 078 ¢c 7%
121 1240 a 20% 1039 a 10% 1,85 b 45% 1,07 d  18% 292 ¢ 34% 0,58 e -20%
122 1023 b -1% 999 b 6% 152 ¢ 19% 093 e 3% 245 d  12% 0,63 d -14%
124 11,00 b 6% 994b 5% 175 ¢ 38% 094 e 4% 2,69 ¢ 24% 053 e -27%
125 11,83 a 15% 896 ¢ -5% 1,48 ¢ 16% 087 e 7% 245d  12% 065d -11%
130 1210 a 17% 931 ¢ -1% 147 d  15% 095 e 4% 241 d 1% 0,64 d -13%
132 1240 a 20% 1105 a 17% 228 a 79% 139 ¢ 53% 367 a 69% 0,63 d -14%
139 11,77 a 14% 1078 a 14% 201 b 58% 1,14 d  25% 314 b 44% 058 e -21%
142 1167 a 13% 1083 a 15% 212 b 67% 1,56 b 72% 368 a 69% 074 ¢ 2%
147 1337 a 29% 11,80 a 25% 2,58 a 103% 129 ¢ 43% 388 a 78% 0,50 e -32%
148 1420 a 37%  11,15a 18% 233 a 83% 120d 32% 353 b 62% 0,52 e -29%
149 1260 a 22% 971 b 3% 1,83 ¢ 44% 088 e 8% 281 c 29% 054 e -25%
150 1243 a 20% 1151 a 22% 2,04 b 60% 158 b 74% 362 a 66% 078 ¢c 7%
158 11,83 a 15% 978 b 4% 159 ¢ 25% 1,00 d 10% 259 ¢ 19% 0,63 d -14%
161 11,90 a 15% 1053 a 11% 208 b 63% 1,09 d 21% 317 b 45% 053 e -27%
162 1007 b -3% 1033 b 9% 182 ¢ 43% 1,08 d 19% 2,00 ¢ 33% 0,59 e -19%
166 1417 a 37% 11,16 a 18% 240 a 88% 1,13 d 25% 353 b 62% 048 e -34%
168 1340 a 30% 1153 a 22% 229 a 80% 124 ¢ 37% 353 b 62% 0,54 e -25%
169 1277 a 24% 1049 a 11% 219 a 72% 1,20 d  32% 339 b 56% 0,55 e -25%
170 1397 a 35% 1154 a 22% 227 a 79% 159 b 75% 386 a 77% 071d -2%
171 1293 a 25% 1129 a 20% 231 a 81% 126 ¢ 39% 357 b 64% 0,55 e -24%
172 1237 a 20% 10,99 a 16% 1,84 b 45% 1,26 ¢ 39% 311 b 43% 069 d -5%
174 1390 a 35% 1136 a 20% 243 a 91% 1,16 d 28% 350 b 65% 047 e -35%
175 1353 a 31% 10,83 a 15% 241 a 89% 1,16 d  28% 357 b 64% 048 e -34%
176 12,20 a 18% 979 b 4% 2,01 b 58% 117 d  29% 317 b 46% 0,58 e -20%
180 11,93 a 15% 979 b 4% 172 ¢ 35% 084 e 4% 2,66 ¢ 22% 0,56 e -24%
182 1177 a 14% 1133 a 20% 213 b 68% 126 ¢ 39% 339 b 56% 0,59 e -19%
183 1210 a 17% 11,13 a 18% 199 b 56% 122 ¢ 35% 321 b 47% 0,62 d -15%
192 1260 a 22% 1022 b 8% 1,88 b 48% 106 d 17% 294 ¢ 35% 057 e -22%
197 1377 a 33% 1056 a 12% 213 b 68% 125 ¢ 37% 338 b 55% 0,58 e -20%
198 1133 b 10% 1020 b 8% 178 ¢ 40% 133 ¢ 47% 311 b 43% 075¢ 3%
200 9,07 b -12% 856 ¢ -9% 1,01 d -21% 055 e -39% 156 d -28% 0,58 e -21%
204 12,67 a 23% 973 b 3% 1,60 ¢ 26% 137 ¢ 51% 207 ¢ 36% 0,87 ¢ 19%
206 1310 a 27% 1075 a 14% 2,00 b 64% 117 d  29% 326 b 50% 0,56 e -23%
210 117 b 8% 1060 a 12% 2,01 b 58% 111d 22% 312 b 43% 0,55 e -24%
211 190 a 15% 11,83 a 25% 2,40 a 88% 176 b 94% 415 a 91% 073 ¢ 1%
212 1213 a 17% 1085 a 15% 199 b 57% 134 ¢ 48% 334 b 53% 069d -5%

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuigao
da média de cada varidvel em relacdo a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra

mindscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (continua)
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Tabela 3: (continuagdo) Altura (ALT), diametro do colmo (DIA), massa seca da parte aérea

(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e relagdo raiz/parte
aérea (R/PA) de plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com isolados
bacterianos rizosféricos de picdo-preto (Bidens pilosa L.) e cultivadas por 22 dias
em casa de vegetacao.

Isolados ALT DIA MSPA MSR MST R/IPA
(cm) (mm) (9 (9) (9
214 11,83 a 15% 10,35 b 10% 1,76 ¢ 38% 1,13 d 25% 290 ¢ 33% 068 d -6%
215 11,57 a 12% 1014 b 7% 1,75 ¢ 38% 1,02 d 12% 277 ¢ 27T% 0,58 e -20%
217 1250 a 21% 11,12 a 18% 218 a 1% 1,28 ¢ 42% 347 b 59% 0,59 e -19%
218 1243 a 20% 1010 b 7% 200 b 57% 1,31 ¢ 45% 331 b 52% 066 d -9%
219 1233 a 19% 1,15 a 18% 222 a T4% 1,11 d 22% 333 b 53% 0,51 e -30%
220 1217 a 18% 10,561 a 1% 187 b 47% 087 e -4% 274 ¢ 26% 0,47 e -35%
226 12,77 a  24% 11,01 a 17% 1,98 b 56% 1,26 ¢ 39% 324 b 49% 0,64 d -12%
227 1460 a 41% 10,56 a 12% 221 a 73% 1,09 d 20% 329 b 51% 049 e -32%
232 13,67 a 32% 11,94 a 26% 2,58 a 103% 166 b 83% 4,24 a 95% 065 d -11%
235 11,63 a 13% 11,21 a 19% 2,16 b 70% 1,08 d 19% 325 b 49%% 0,50 e -31%
237 11,53 a 12% 1,13 a 18% 1,89 b 48% 119 d 32% 308b 41% 062 d -15%
238 997 b -4% 8,54 ¢ -10% 0,99 d -22% 083 e -8% 1,82 d -17% 083 c 14%
239 11,00 b 6% 8,15 ¢ -14% 1,02 d -20% 0,72 e -20% 1,75 d -20% 069 d -6%
240 1217 a 18% 913 ¢ -3% 1,39 d 9% 085 e -6% 224 d 3% 0,62 d -15%
244 1117 b 8% 972 b 3% 1,30 d 2% 0,63 e -30% 1,93 d -11% 0,49 e -33%
246 11,73 a 14% 9,06 ¢ -4% 1,29 d 2% 0,61 e -32% 1,91d -13% 0,47 e -35%
249 11,43 a 1% 997 b 6% 1,56 ¢ 22% 1,01 d 1% 257 ¢ 18% 065d -11%
251 993 b -4% 9,09 ¢ -4% 1,27 d 0% 0,80 e -11% 207d -5% 0,63 d -13%
259 10,17 b -2% 859 ¢ -9% 1,28 d 1% 0,79 e -13% 208 d -5% 0,62 d -15%
265 993 b -4% 887 ¢ -6% 122d -4% 099d 9% 221d 1% 082 c 12%
268 963 b -T% 890 ¢ -6% 1,34 d 5% 1,01d 1% 235d 8% 0,76 c 4%
269 990 b -4% 922 ¢ -2% 1,37 d 8% 0,80 e -12% 217 d 0% 0,59 e -19%
272 11,63 a 13% 961 b 2% 1,70 ¢ 34% 088 e -3% 258 ¢ 18% 0,52 e -29%
276 867 b -16% 895 ¢ -5% 1,14 d -10% 0,78 e -14% 1,92 d -12% 068d -7%
281 1050 b 2% 901 ¢ -5% 1,52 ¢ 20% 092e 2% 245 d 12% 0,61 d -16%
285 923 b -11% 945 c 0% 1,33 d 5% 1,06 d 15% 238 d 9% 0,79 ¢ 8%
290 917 b -11% 8,46 ¢ -10% 1,09 d -15% 0,82 e -10% 1,91d -13% 0,76 ¢ 5%
291 927 b -10% 913 ¢ -3% 1,21d -5% 086 e -5% 208 d -5% 072d -2%
292 10,90 b 5% 884 ¢ -6% 141d 10% 090 e 0% 231d 6% 065 d -11%
293 11,40 a 10% 921 ¢ -2% 1,36 d 7% 094 e 4% 230 d 6% 069d -5%
294 1110b 7% 903 ¢ -4% 143 d 12% 094 e 3% 236 d 8% 066 d -9%
301 12,17 a 18% 1014 b 7% 1,73 ¢ 36% 1,02 d 13% 275 ¢c 26% 0,60 e -18%
306 11,50 a 1% 1022 b 8% 1,70 ¢ 34% 099 d 10% 2,70 ¢ 24% 0,58 e -20%
311 11,40 a 10% 944 ¢ 0% 1,48 ¢ 16% 096 e 6% 245 d 12% 065 d -11%
315 933 b -10% 943 ¢ 0% 1,48 ¢ 16% 085 e -6% 233 d 7% 0,57 e -21%
317 11,00 b 6% 1027 b 9% 1,80 ¢ 42% 1,07 d 18% 287 c 32% 0,59 e -19%
322 11,13 b 8% 1045 a 1% 1,77 ¢ 39% 1,13 d 25% 290 ¢ 33% 0,64 d -12%
327 1060 b 3% 917 ¢ -3% 165 ¢ 29% 1,04 d 14% 268 ¢ 23% 067d -8%
330 1093 b 6% 11,20 a 19% 1,99 b 56% 1,36 ¢ 50% 335 b 54% 069 d -5%
336 1247 a 21% 10,57 a 12% 1,86 b 46% 1,10d 21% 296 ¢ 36% 0,58 e -20%

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuicado
da média de cada varidvel em relacdo a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra

mindscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (continua)



37

Tabela 3: (continuagdo) Altura (ALT), diametro do colmo (DIA), massa seca da parte aérea

(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e relacdo raiz/parte
aérea (R/PA) de plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com isolados
bacterianos rizosféricos de picao-preto (Bidens pilosa L.) e cultivadas por 22 dias
em casa de vegetacao.

Isolados ALT DIA MSPA MSR MST RIPA
(cm) (mm) (9) (9) (9)
344  1190a 15% 1041 b 7% 167 ¢ 31% 098 e 8% 266 ¢ 22% 0,59 e -19%
352 11,50 a 1% 965b 2% 161 ¢ 26% 107 d  18% 268 ¢ 23% 067 d -8%
353 860 b -17% 1018 b 8% 148 ¢ 16% 1,06 d  17% 254 ¢ 17% 073 ¢ 0%
363 1020 b -1% 936 ¢ -1% 140 d  10% 092e 1% 232d 6% 0,65d -10%
364 1100 b 6% 981 b 4% 168 ¢ 32% 098 e 8% 265c 22% 0,60 e -18%
367 12,00 a 16% 985 b 4% 179 ¢ 40% 114 d  26% 203 ¢ 34% 064 d -12%
371 840 b -19% 839 ¢ -11% 112 d -12% 0,79 e -13% 191 d -13% 070 d -4%
373 9,30 b -10% 914 ¢ -3% 135d 6% 098 e 8% 233d 7% 074 ¢ 2%
375 1003 b -3% 1008 b 7% 162 ¢ 27% 1,04 d  14% 266 ¢ 22% 064 d -12%
376 1150a 1% 1033 b 9% 179 ¢ 41% 115 d  27% 205 ¢ 35% 065d -11%
378 10,00 b -3% 952b 1% 161 c  26% 089 e -1% 250 ¢ 15% 057 e -22%
389 1007 b -3% 927 ¢ 2% 133 d 5% 084 e 7% 218d 0% 063 d -14%
393 1117 b 8% 1040 a 10% 189 b 49% 095 e 5% 285c¢ 31% 0,50 e -32%
394 933 b -10% 838 ¢ -11% 128 d 1% 094 e 4% 222d 2% 074 ¢ 2%
399 827 b -20% 7,60 ¢ -20% 0,89 d -30% 0,65 e -28% 154 d -29% 072 ¢ -1%
405 1073 b 4% 951 b 1% 148 ¢ 16% 093e 3% 242 d 1% 064 d -12%
408 1070 b 4% 994b 5% 165 ¢ 29% 09 e 6% 261 c 20% 062 d -14%
409 1010 b -2% 10,03 b 6% 159 ¢ 25% 088 e -3% 248 d 14% 057 e -22%
410 1183 a 15% 1063 a 13% 205b 61% 106 d 17% 311 b 43% 053 e -27%
417 1133 b 10% 1095 a 16% 202 b 59% 102d 12% 3,04 b 39% 051 e -30%
418 1083 b 5% 10,02 b 6% 145 d  14% 072 e -21% 217 d 0% 0,50 e -32%
422 1160 a 12% 10,89 a 15% 196 b 54% 113 d  25% 309 b 42% 0,58 e -20%
423 1157 a 12% 1070 a 13% 178 ¢ 40% 1,39 ¢ 54% 317 b 45% 079 ¢ 8%
425 1173 a 14% 1005 b 6% 178 ¢ 40% 107 d  18% 285c¢ 31% 064 d -12%
426 1257 a 22% 1121 a 19% 227 a 79% 119 d  32% 347 b 59% 053 e -27%
433 1297 a 25% 11,17 a 18% 242 a 90% 1,34 ¢ 48% 376 a 72% 0,56 e -23%
444 1193 a 15% 1025 b 9% 194 b 52% 118 d  31% 312 b 43% 062d -15%
447 1013 b 2% 999 b 6% 175 ¢ 37% 101 d 1% 275 ¢ 26% 059 e -19%
456 1190 a 15% 1041 a 10% 219 a 72% 135 ¢ 49% 354 b 62% 062 d -15%
458 1093 b 6% 1140 a 21% 203 b 59% 146 ¢ 61% 349 b 60% 072d -2%
461 1240 a 20% 1065 a 13% 208 b 63% 135 ¢ 49% 342 b 57% 064 d -12%
462 1093 b 6% 11,30 a 20% 193 b 52% 131 ¢ 45% 324 b 49% 0690d -5%

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuicao
da média de cada varidvel em relacdio a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra
mintscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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Figura 1: Boxplot para as variaveis altura (ALT), didametro do colmo (DIA), massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e relacao
raiz/parte aérea (R/PA) para plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com
isolados bacterianos rizosféricos de picao-preto (Bidens pilosa L.) de diferentes
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Tabela 4: Médias, valores minimos e maximos para altura (ALT), diametro do colmo (DIA),

massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total
(MST) e relagdo raiz/parte aérea (R/PA) para plantas de milho (Zea mays L.)
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos de picao-preto (Bidens pilosa L.)
de diferentes grupos obtidos pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade (a até e)
e cultivadas por 22 dias em casa de vegetacao.

ALT DIA
Grupos Média Minimo Maximo Grupos Média Minimo Maximo
cm mm
12,40 (20%) 11,40 (38%) 14,60 (29%) a 1,14 (24%) 10,38 (37%) 12,38  (31%)
10,34 - 8,27 - 11,33 - b 998 (11%) 9,51 (25%) 10,36  (10%)
c 8,98 - 7,60 - 9,46 -
MSPA MSR
Grupos Média Minimo Maximo Grupos Média Minimo Maximo
g 9
a 237  (86%) 2,18 (144%) 2,80  (91%) a 1,91  (120%) 1,79 (223%) 209 (112%)
b 1,98 (55%) 1,84  (106%) 2,16 (47%) b 1,63 (88%) 1,54  (179%) 1,76 (79%)
c 167  (31%) 148  (66%) 1,83  (25%) c 133  (52%) 122 (121%) 149  (51%)
d 1,27 - 0,89 - 1,47 - d 1,10 (26%) 0,99 (79%) 1,20 (22%)
e 0,87 - 0,55 - 0,98 -
MST R/PA
Grupos Média Minimo Maximo Grupos Média Minimo Maximo
g a 1,34 (71%) 134 (86%) 1,34 (51%)
a 3,90 (79%) 362 (134%) 4,43 (79%) b 1,00 (27%) 0,92 (27%) 1,09 (22%)
b 331 (51%) 3,03  (97%) 3,60  (45%) c 0,78 - 072 - 089 -
c 2,79 (28%) 2,50 (62%) 3,01 (21%) d 0,66 (-16%) 0,60 (-17%) 0,72 (-19%)
d 2,18 - 1,54 - 2,48 - e 0,55 (-30%) 0,46 (-36%) 0,60 (-33%)

Valores percentuais entre parénteses indicam aumento
controle.

ou diminuicdo da variavel em relacdo ao grupo do
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Observaram-se correlacoes simples de Pearson positivas e significativas (p < 0,05)
para todas as variaveis resposta (Figura 2). Os valores de correlacdo entre ALT e MST foram
moderados, enquanto que aqueles entre MSPA e MST foram considerados muito fortes. As

correlacdes entre GDAS e as demais variaveis ndo foram significativas.

4.3. PROMOCAO DO CRESCIMENTO DO PICAO-PRETO

A inoculacdo do picdo-preto com os isolados rizosféricos bacterianos resultou em
diferencas significativas na ALT, MSPA, MSR, MST, R/PA e GDAS dessa planta daninha
(Tabela 5). Foram observados efeitos neutros, de promogao ou de inibicao do crescimento do
picdo-preto (Tabela 5; Figura 3). Foi possivel identificar o fenétipo de DRB com frequéncia
variando entre 49 a 78 % a depender da variavel. Para ALT, observaram-se ganhos minimos e
maximos de 16 e 66 %, respectivamente, e reducao do crescimento de 4 a 37 %, a depender
do isolado bacteriano (Tabela 5). Para MSPA, MSR e MST, os ganhos minimos e maximos
observados corresponderam, respectivamente, a 25 e 89, 12 e 54 e 13 e 53 %, na presenca de
bactérias promotora de crescimento (Tabela 5). Os isolados que apresentaram fen6tipo DRB
levaram a reducoes de 9 a 76 % na MSPA, 20 a 79 % na MSR, 18 a77 % naMSTe 3a 42 %
na R/PA (Tabela 5).

As médias dos tratamentos de inoculacdo para cada variavel resposta foram agrupadas
pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade (Tabela 5; Figura 4). Cada grupo obtido
apresentou valores de mediana (Figura 4), média, minimos e maximos (Tabela 6). As
porcentagens de aumento ou diminui¢do nas variaveis resposta variaram para cada grupo de
Scott-Knott obtido (Tabela 6).

Foram observadas correlacdes simples de Pearson positivas e significativas (p < 0,05)
para todas as variaveis resposta (Figura 5). Os valores de correlacdo entre MSPA, MSR e
MST foram muito fortes. Ja a ALT apresentou correlagdo forte com as variaveis MSPA, MSR
e MST.

A correlacdo da variavel GDAS com as demais apresentou correlacdo moderada, com
excecdo da correlacdo com a varidvel R.PA que foi fraca com significancia a 5 %. Para as

demais variaveis o nivel de significancia foi 0,1 %.
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Figura 2: Coeficientes de correlacdo simples de Pearson (r) para as variaveis altura (ALT),
didmetro do colmo (DIA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR), massa seca total (MST), relacao raiz/parte aérea (R.PA) e dias necessarios
para germinacdo apds a semeadura (GDAS) de plantas de milho (Zea mays L.)
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos de picao-preto (Bidens pilosa L.)
apos 22 dias de cultivo em casa de vegetacao. **, *** = significativoap <1 % e

0,1 %, respectivamente, pelo teste t. x = ndo significativo estatisticamente.
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Tabela 5: Altura (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa
seca total (MST), relacdo raiz/parte aérea (R/PA) e dias necessarios para
germinacdo apds a semeadura (GDAS) de plantas de picao-preto (Bidens pilosa
L.), inoculadas ou ndo (controle) com isolados bacterianos rizosféricos de picao-
preto (Bidens pilosa L.), cultivadas por 60 dias de cultivo em casa de vegetagao.

Isolados ALT MSPA MSR MST R/PA GDAS
(cm) (9) (9) (@) (dias)

Controle* 9,03 ¢ 0,80 ¢ 0,50 b 1,30 b 0,65 a 12 b
001 850 d -6% 066 d -17% 046 b -8% 112 b -14% 068a 5% 14 a
002 867 d -4% 076 ¢ -5% 054 b 8% 1,30 b 0% 0,72 a 10% 12 b
003 733 e -19% 0,48 e -40% 0,35 ¢ -30% 0,83 ¢ -36% 0,72 a 10% 10 ¢
004 7,83 d -13% 0,52 e -36% 0,36 ¢ -27% 0,88 ¢ -32% 071a 9% 12 b
005 900 c 0% 0,70 d -12% 0,66 a 32% 136 b 5% 0,94 a 44% 9c¢
007 817 d -10% 054 d -33% 0,40 ¢ -20% 0,94 ¢ -28% 0,73 a 12% 8¢
008 8,00d -11% 055 d -32% 041 b -18% 0,95 ¢ -27% 0,73 a 12% 9c¢
009 767 d -15% 047 e -41% 0,33 ¢ -33% 0,81 ¢ -38% 070a 7% 10 ¢
010 767 d -15% 062 d -23% 047 b -6% 1,09 b -16% 0,75 a 16% 13 b
011 8,00d -11% 054 d -33% 044 b -12% 0,98 ¢ -25% 0,81 a 24% 8¢
012 767 d -15% 0,58 d -27% 0,37 ¢ -25% 0,96 ¢ -26% 0,64 a -2% 1 b
013 7,83 d -13% 0,60 d -26% 050 b 0% 1,09 b -16% 0,83a 27% 13 b
015 767 d -15% 0,61 d -23% 045 b -10% 1,06 ¢ -18% 0,74 a 13% 13 b
016 833d -8% 0,61 d -24% 047 b -6% 1,08 b -17% 0,77 a 18% 10 ¢
017 7,83 d -13% 078 ¢ -3% 0,56 a 12% 134 b 3% 066a 1% 16 a
018 883 ¢ 2% 1,04 b 29% 0,66 a 32% 169 a 30% 066 a 1% 13 b
019 9,00 c 0% 086 c 7% 0,65 a 30% 151 a 16% 0,76 a 17% 12 b
020 833d -8% 0,71 d -11% 048 b -4% 119 b -8% 0,68a 4% 13 b
021 8,17 d -10% 066 d -18% 044 b -12% 1,10 b -16% 0,67a 3% 12 b
022 10,0 ¢ 12% 1,02 b 27% 0,68 a 36% 1,70 a 31% 0,67a 2% 14 a
024 917 ¢ 1% 067 d -16% 043 b -14% 1,10 b -16% 0,64 a -2% 13 b
025 833d -8% 062 d -23% 044 b -12% 1,05 ¢ -19% 071a 9% 14 a
026 10,00 ¢ 11% 071 d -11% 0,40 b -20% 1,11 b -15% 0,57 b -13% 13 b
027 850d -6% 065 d -19% 047 b -5% 1,13 b -13% 072a 11% 13 b
028 7,83 d -13% 076 ¢ 6% 049 b -2% 1,25 b -4% 065a 0% 13 b
029 850d -6% 0,68 d -16% 043 b -13% 1,11 b -15% 0,64 a -2% 1 b
031 9,00 c 0% 064 d -21% 042 b -15% 1,06 ¢ -18% 0,66 a 2% 10 ¢
032 883 c 2% 063 d -21% 045 b -10% 1,08 b -17% 070 a 7% 11 b
033 767 d -15% 0,53 d -34% 0,34 ¢ -31% 0,87 ¢ -33% 065a -1% 7d
034 867 d -4% 0,68 d -15% 051 b 2% 119 b -8% 0,74 a 14% 1 b
036 850d -6% 062 d -23% 0,40 b -20% 1,02 ¢ -22% 065a -1% 14 a
037 867 d -4% 0,70 d -13% 043 b -14% 1,12 b -14% 061 b -6% 13 b
038 850 d -6% 079 ¢ 2% 054 b 8% 1,32 b 2% 069a 6% 10 ¢
040 950 ¢ 5% 1,02 b 27% 0,73 a 46% 1,75 a  34% 0,73 a 12% 10 ¢
042 883 c¢c -2% 063 d -21% 041 b -18% 1,04 ¢ -20% 0,64 a -2% 15 a
043 833d -8% 076 ¢ -5% 045 b -9% 1,21 b 7% 061 b -6% 14 a
044 9,00 c 0% 089 ¢ 11% 054 b 8% 1,43 b 10% 061b 7% 15 a
045 11,00 b 22% 0,91 ¢ 14% 048 b -3% 139 b 7% 0,53 b -19% 18 a
046 833d -8% 0,66 d -18% 045 b -10% 1,11 b -15% 0,68a 5% 14 a

*Controle sem inoculacdo bacteriana. Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos
representam o aumento ou a diminuicdo da média de cada varidvel em relagdo a média do controle. Na coluna,
médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de

probabilidade. (continua)
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Tabela 5: (continuagdo) Altura (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz

(MSR), massa seca total (MST), relacdo raiz/parte aérea (R/PA) e dias necessarios
para germinacdo apés a semeadura (GDAS) de plantas de picdo-preto (Bidens
pilosa L.), inoculadas ou ndo (controle) com isolados bacterianos rizosféricos de
picdo-preto (Bidens pilosa L.), cultivadas por 60 dias de cultivo em casa de

vegetacdo.

Isolados ALT MSPA MSR MST R/PA GDAS
(cm) (9) (9) (9) (dias)

047 8,00d -11% 0,59 d -26% 042 b -16% 1,01 ¢ -23% 071a 8% 14 a
049 10,50 b 16% 1,00 b 25% 051 b 3% 1,51 a 16% 0,54 b -18% 12 b
050 833d -8% 0,49 e -39% 027 d -46% 0,76 ¢ -42% 0,55 b -16% 14 a
051 8,17 d -10% 0,51 e -37% 027 d -46% 0,78 ¢ -40% 0,53 b -18% 13 b
052 8,17 d -10% 0,64 d -21% 039 ¢ -22% 1,03 ¢ -21% 0,61 b -6% 13 b
054 833d -8% 0,51 e -37% 0,30 ¢ -40% 0,80 ¢ -38% 0,56 b -15% 7d
056 767 d -15% 0,41 e -48% 022 d -55% 0,64 d -51% 0,54 b -17% 6 d
057 917 ¢ 1% 0,53 d -34% 033 ¢ -33% 0,86 ¢ -34% 063 b -3% 9c
059 783 d -13% 047 ¢ -41% 023 d -53% 0,70 d -46% 049 b -25% 4d
060 833d -8% 043 e -47% 026 d -48% 0,68 d -47% 059 b -9% 4d
061 8,17 d -10% 0,50 e -38% 0,30 ¢ -40% 0,80 ¢ -39% 060 b -8% 4d
062 733 e -19% 042 e -48% 020 d -59% 062 d -52% 0,48 b -26% 5d
063 783 d -13% 0,52 e -35% 0,30 ¢ -39% 0,82 ¢ -37% 0,58 b -10% 5d
065 7,50 d -17% 0,40 e -50% 0,17 d -66% 0,57 d -56% 0,42 b -36% 5d
066 850d -6% 0,55 d -31% 039 ¢ -22% 0,94 ¢ -28% 071 a 8% 7d
068 783 d -13% 0,48 e -40% 028 ¢ -43% 0,77 ¢ -41% 059 b -9% 10 ¢
069 6,33 e -30% 0,52 e -36% 034 ¢ -32% 0,85 ¢ -34% 0,66 a 2% 6 d
071 833d -8% 076 ¢ 5% 049 b -2% 1,25 b -4% 063 b -3% 9c¢
072 767 d -15% 0,69 d -14% 048 b -3% 117 b -10% 070 a 7% 14 a
076 8,00 d -11% 0,65 d -19% 0,38 ¢ -24% 1,02 ¢ -21% 0,59 b -10% 14 a
078 883 ¢c -2% 087 c 8% 064 a 28% 1,50 a 16% 0,74 a 13% 14 a
080 8,17 d -10% 0,78 ¢ -3% 053 b 6% 131 b 1% 0,67a 2% 14 a
081 833d -8% 0,64 d -20% 046 b -8% 110 b -16% 071 a 8% 11 b
082 11,33 b 25% 129 a 61% 067 a 34% 1,96 a 51% 062 b -4% 17 a
083 867 d -4% 0,60 d -26% 0,37 ¢ -26% 0,96 ¢ -26% 061 b -6% 9 ¢
085 767 d -15% 0,51 e -37% 0,35 ¢ -30% 0,86 ¢ -34% 069 a 6% 13 b
086 8,00d -11% 0,61d -23% 041 b -18% 1,02 ¢ -21% 066 a 1% 13 b
087 6,33 ¢ -30% 0,37 e -53% 024 d -51% 0,62 d -53% 064 a -1% 14 a
088 6,67 e -26% 0,40 e -51% 024 d -51% 0,64 d -51% 062b -5% 1 b
089 767 d -15% 0,44 e -45% 028 ¢ -44% 0,72 d -45% 061 b -6% 12 b
092 717 e 21% 0,40 e -51% 025 d -50% 0,65 d -50% 062b -4% 10 ¢
093 6,50 e -28% 0,40 e -50% 023 d -55% 0,63 d -52% 0,56 b -14% 15 a
094 7,00 e -23% 0,36 e -55% 021 d -58% 0,57 d -56% 0,57 b -13% 14 a
095 6,17 e -32% 0,31 e -61% 021 d -59% 0,52 d -60% 064 a -1% 9c¢
096 717 e -21% 0,40 e -51% 025 d -49% 0,65 d -50% 0,63 b -4% 7d
098 6,50 & -28% 0,28 ¢ -65% 0,17 d -66% 0,45 d -65% 0,61 b -6% 13 b
101 6,33 & -30% 0,39 ¢ -51% 0,26 d -48% 0,65 d -50% 0,64 a -2% 12 b
102 7,00 & -23% 0,31 e -61% 021 d -58% 0,52 d -60% 0,68 a 5% 11 b
104 750 d -17% 0,40 e -51% 023 d -53% 0,63d -52% 060 b -8% 10 ¢
106 7,00 e -23% 0,38 e -52% 026 d -48% 064 d -51% 067 a 3% 11 b

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuicao
da média de cada varidvel em relacdio a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra

mindscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (continua)
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Tabela 5: (continuagdo) Altura (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz

(MSR), massa seca total (MST), relacdo raiz/parte aérea (R/PA) e dias necessarios
para germinacdo apés a semeadura (GDAS) de plantas de picdo-preto (Bidens
pilosa L.), inoculadas ou ndo (controle) com isolados bacterianos rizosféricos de
picdo-preto (Bidens pilosa L.), cultivadas por 60 dias de cultivo em casa de

vegetacdo.

Isolados ALT MSPA MSR MST RIPA GDAS
(cm) (9 (9 (9) (dias)

107 667 e -26% 0,37 e -53% 022d -55% 0,60 d -54% 060 b 7% 12 b
113 817 d -10% 0,52 e -35% 0,30 ¢ -40% 082 ¢ -37% 058 b -12% 10 ¢
116 7,17 e -21% 0,37 e -54% 0,26 d -48% 062 d -52% 071a 8% 14 a
119 633 e -30% 029 e -64% 0,18 d -65% 046 d -64% 062b -5% 9¢c
121 717 e -21% 047 e -42% 0,28 ¢ -43% 0,75 ¢ -42% 060 b -8% 11b
122 750d -17% 0,40 e -50% 024 d -52% 0,64 d -51% 059 b -9% 9¢c
124 700 e -23% 0,37 e -54% 022 d -55% 059 d -54% 060 b -8% 8d
125 650 e -28% 0,36 e -56% 023 d -55% 0,58 d -55% 064 a 2% 12 b
130 750d -17% 0,50 e -38% 031 ¢ -37% 081 ¢ -37% 062b 5% 12 b
132 783d -13% 046 e -42% 025 d -50% 071 d -45% 054 b -17% 13 b
139 750d -17% 048 e -41% 0,28 ¢ -44% 075 ¢ -42% 058 b -11% 12 b
142 8o0d -11% 049 e -38% 0,28 ¢ -43% 0,78 ¢ -40% 060 b 7% 12 b
147 850 d -6% 0,64 d -21% 050 b 1% 1,14 b -12% 0,80 a 23% 13 b
148  833d -8% 0,55 d -32% 032 ¢ -35% 087 ¢ -33% 059 b -10% 9¢c
149 767 d -15% 046 e -43% 0,30 ¢ -40% 0,76 ¢ -42% 066 a 1% 13 b
150 783 d -13% 0,60 d -25% 049 b 2% 1,09 b -16% 081 a 24% 14 a
158 800d -11% 057 d -29% 0,36 ¢ -27% 093 ¢ -28% 065a 0% 14 a
161 6,83 e -24% 0,40 e -50% 0,26 d -48% 0,66 d -49% 064 a 2% 11b
162 783 d -13% 064 d 21% 041 b -17% 1,05 ¢ -19% 064a -1% 9¢c
166 8,17 d -10% 0,60 d -25% 042 b -15% 1,02 ¢ -21% 069 a 6% 15 a
168 733 e -19% 045 e -44% 0,32 ¢ -36% 0,76 ¢ -41% 069 a 6% 12 b
169 733 e -19% 0,50 e -37% 0,35 ¢ -30% 085 ¢ -34% 069 a 6% 11b
170 750 d -17% 042 e -48% 0,28 ¢ -44% 0,70 d -46% 069a 6% 14 a
171 6,50 e -28% 041 e -49% 0,26 d -48% 067 d -48% 061 b -6% 16 a
172 750 d -17% 058 d -28% 0,37 ¢ -26% 094 ¢ -27% 064 a -1% 14 a
174 767 d -15% 043 e -46% 0,34 ¢ -32% 077 ¢ -41% 0,78 a 20% 11 b
175 883 ¢ 2% 071d -11% 049 b 2% 120 b -8% 069a 6% 14 a
176 733 e -19% 0,61 d -24% 033 ¢ -33% 0,94 ¢ -28% 0,56 b -14% 13 b
180 717 e -21% 0,58 d 27% 042 b -16% 1,00 ¢ -23% 0,74 a 13% 11b
182 717 e -21% 045 ¢ -44% 0,33 ¢ -34% 0,78 ¢ -40% 073 a 12% 12 b
183 833d -8% 071d -11% 053b 7% 125 b -4% 075 a 15% 12 b
192 7,00 e -23% 043 e -46% 0,30 ¢ -40% 0,73 d -44% 069 a 6% 12 b
197 617 e -32% 029 e -63% 013 d -74% 042 d -67% 044 b -32% 11b
198 667 e -26% 0,38 e -53% 019 d -62% 057 d -56% 0,50 b -23% 14 a
200 7,83 d -13% 072d -11% 053 b 6% 124 b -4% 072a 1% 13 b
204 567 e -37% 019 e -76% 011 d -79% 030d -77% 0,55 b -16% 5 d
206 733 e -19% 035 e -57% 0,16 d -67% 051 d -61% 047 b -27% 7d
210 767 d -15% 046 e -43% 0,28 ¢ -44% 074 d -43% 062b -5% 13 b
211 617 e -32% 0,20 e -75% 011 d -78% 031d -76% 055 b -15% 5d
212 667 e -26% 023 e -71% 011 d -79% 034 d -74% 046 b -30% 6 d

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuicao
da média de cada varidvel em relacdio a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra

mindscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (continua)
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Tabela 5: (continuagdo) Altura (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz

(MSR), massa seca total (MST), relacdo raiz/parte aérea (R/PA) e dias necessarios
para germinacdo apés a semeadura (GDAS) de plantas de picdo-preto (Bidens
pilosa L.), inoculadas ou ndo (controle) com isolados bacterianos rizosféricos de
picdo-preto (Bidens pilosa L.), cultivadas por 60 dias de cultivo em casa de

vegetacdo.

Isolados ALT MSPA MSR mMST RIPA GDAS
(cm) )] (@ (9) (dias)

214 700 e -23% 037 e -54% 019 d -63% 0,56 d -57% 0,50 b -24% 6d
215 700 e -23% 0,38 e -53% 0,20 d -60% 0,58 d -56% 053 b -19% 6d
217 650 e -28% 033 e -59% 0,16 d -68% 049 d -62% 048 b -27% 7d
218 700 e -23% 037 e -54% 023 d -53% 0,60 d -54% 063 b -4% 6d
219 817 d -10% 082c 2% 061a 22% 143 b 10% 077 a 18% 16 a
220 917 c 1% 1,08 b 34% 070 a 41% 141 b 9% 065a 0% 15 a
226 767 d -15% 054 d -32% 045 b 9% 1,00 ¢ -23% 082 a 26% 14 a
227 1250 b 38% 1,51 a 89% 058 a 16% 160 a 23% 0,38 b -42% 15 a
232 1000 ¢ 1% 1,08 b 35% 0,60 a 20% 168 a 29% 057 b -12% 16 a
235 12,00 b 33% 1,16 a  45% 058 a 16% 174 a  34% 0,50 b -23% 15 a
237 750d -17% 0,66 d -18% 045 b -10% 1,11 b -15% 068 a 4% 15 a
238 1017 ¢ 13% 098 ¢ 22% 053b 7% 151 a 16% 054 b -17% 17 a
239 800d -11% 055 d -31% 039 ¢ -22% 0,94 ¢ -28% 071a 9% 14 a
240 850d -6% 092 ¢ 15% 057 a 14% 149 a  15% 062 b -5% 9¢
244 783d -13% 065 d -19% 043 b -13% 1,08 b -17% 066 a 1% 12 b
246 1117 b 24% 1,02 b 27% 059 a 19% 161 a 24% 059 b -9% 12 b
249 900 c 0% 0,70 d -13% 044 b -12% 113 b -13% 062b -5% 15 a
251 883 ¢c -2% 0,68 d -15% 050 b 1% 119 b -9% 074 a 13% 11 b
259 10,00 ¢ 1% 093 c 16% 058 a 16% 150 a 16% 063 a -3% 12 b
265  833d -8% 0,66 d -18% 055 b 10% 120 b 7% 083 a 28% 12 b
268 867 d -4% 0,66 d -18% 051 b 3% 117 b -10% 079 a 21% 9¢
269  850d -6% 063d -21% 047 b -6% 1,10 b -16% 074 a 14% 14 a
272 850d -6% 071 d -12% 047 b  -6% 117 b -10% 068 a 5% 13 b
276 1050 b 16% 1,13 b 41% 077 a 54% 1,80 a  46% 070 a 8% 13 b
281 967 ¢ 7% 0,96 ¢ 20% 062 a 24% 158 a 21% 064a -1% 1b
285 900 c 0% 071 d -12% 049 b 2% 120 b -8% 069a 5% 13 b
290 967 c 7% 1,06 b 32% 0,70 a 40% 176 a  35% 067 a 2% 1 b
291 933 ¢c 3% 1,05 b 31% 074 a 48% 1,79 a  38% 071a 9% 12 b
202 917 ¢ 1% 098 ¢ 22% 059 a 19% 157 a 21% 060 b -8% 1b
293 1017 ¢ 13% 1,12 b 40% 058 a 16% 1,70 a 31% 051 b -22% 12 b
294  983c 9% 079 ¢ -1% 0,60 a 20% 139 b 7% 075 a 15% 8¢
301 900 ¢ 0% 0,61 d -24% 044 b -12% 1,05 ¢ -19% 072 a 10% 13 b
306 867 d -4% 073d -9% 049 b 2% 122 b 6% 065a 0% 9¢
311 833d -8% 0,61 d -24% 037 ¢ -26% 097 ¢ -25% 060 b 7% 12 b
315 900c 0% 0,60 d -25% 0,35 ¢ -30% 095 ¢ -27% 058 b -12% 7d
317 717 e -21% 049 e -38% 0,27 ¢ -45% 0,77 ¢ -41% 0,56 b -15% 10 ¢
322 850d -6% 057 d -28% 035 c -29% 093 ¢ -29% 060 b -7% 13 b
327 733 e -19% 048 e -41% 029 ¢ -42% 0,76 ¢ -41% 061 b -7% 7d
330 817 d -10% 0,57 d -29% 039 ¢ -21% 0,96 ¢ -26% 071a 8% 1b
33  933c 3% 067 d -17% 031 ¢ -37% 0,98 ¢ -25% 047 b -28% 8d

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuicao
da média de cada varidvel em relacdio a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra

mindscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (continua)
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Tabela 5: (continuagdo) Altura (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz

(MSR), massa seca total (MST), relacdo raiz/parte aérea (R/PA) e dias necessarios
para germinacdo apés a semeadura (GDAS) de plantas de picdo-preto (Bidens
pilosa L.), inoculadas ou ndo (controle) com isolados bacterianos rizosféricos de
picdo-preto (Bidens pilosa L.), cultivadas por 60 dias de cultivo em casa de

vegetacdo.

Isolados ALT MSPA MSR MST RIPA GDAS
(cm) (9) (9 (9) (dias)

344 867 d -4% 0,70 d -12% 0,34 ¢ -32% 1,04 ¢ -20% 048 b -27% 11 b
352  750d -17% 0,50 e -37% 033 ¢ -34% 083 ¢ -36% 066 a 1% 7d
353 11,00 b 22% 0,88 ¢ 10% 049 b 2% 137 b 5% 055 b -16% 11 b
363  800d -11% 0,70 d -12% 043 b -13% 114 b -13% 061 b -6% 10 ¢
364 817 d -10% 0,62 d -23% 043 b -14% 1,04 ¢ -20% 068 a 5% 12 b
387 917 c 1% 0,63 d -22% 040 b -19% 1,03 ¢ 21% 063 a -3% 13 b
371 850 d -6% 0,62 d -23% 044 b -11% 1,06 ¢ -18% 070 a 8% 12 b
373 933c¢c 3% 0,64 d -20% 045 b -9% 1,00 b -16% 071 a 8% 15 a
375 917 ¢ 1% 0,72 d -10% 054 b 9% 1,26 b -3% 0,77 a 18% 10 ¢
376 833d -8% 0,64 d -20% 054 b 9% 1,18 b -9% 0.85a 30% 10 ¢
378 967 c 7% 0,67 d -16% 045 b -9% 1,12 b -14% 069 a 6% 15 a
389 11,17 b 24% 094 c 18% 067 a 35% 162 a 24% 071a 9% 13 b
393 7,83d -13% 055 d -31% 0,37 ¢ -25% 093 ¢ -29% 067 a 3% 14 a
394 900 c 0% 097 ¢ 21% 061a 22% 157 a 21% 062 b -4% 14 a
399 767 d -15% 084 c 4% 051 b 2% 1,35 b 4% 0,57 b -13% 18 a
405 650 e -28% 0,26 e -68% 0,18 d -64% 044 d -66% 070a 7% 5d
408 900 c 0% 088 c 9% 059 a 19% 1,47 a  13% 068 a 5% 15 a
409 1067 b 18% 122 a 53% 076 a 53% 1,99 a 53% 063 b -4% 15 a
410 7,67 d -15% 039 e -51% 022 d -56% 0,61 d -53% 0,56 b -14% 7d
417 933 c 3% 072d -11% 051 b 2% 1,22 b -6% 073 a 12% 12 b
418 983 c 9% 1,20 a  49% 071 a 42% 1,91 a 47% 059 b 9% 16 a
422 750d -17% 047 e -41% 023d -55% 0,70 d -46% 0,48 b -26% 7 d
423 883 c 2% 039 e -51% 019 d -61% 0,58 d -55% 0,49 b -25% 5 d
425 1500 a 66% 1,05 b 31% 068 a 36% 1,73 a  33% 065a -1% 18 a
426 733 e -19% 0,55 d -32% 032 ¢ -36% 0,86 ¢ -34% 0,58 b -12% 10 ¢
433 783 d -13% 0,35 e -56% 0,16 d -67% 051 d -61% 0,47 b -28% 5d
444 767 d -15% 047 e -41% 023 d -53% 0,71 d -46% 0,49 b -24% 12 b
447 800 d -11% 0,57 d -28% 0,34 ¢ -32% 0,91 ¢ -30% 059 b 9% 13 b
456 833 d -8% 0,52 d -35% 0,28 ¢ -44% 0,80 ¢ -38% 053 b -19% 10 ¢
458 750d -17% 0,51 e -36% 032 ¢ -36% 0,83 ¢ -36% 062 b -4% 7 d
461 1033 ¢ 14% 121 a 51% 062 a 24% 183 a 41% 052 b -20% 18 a
462 1050 b 16% 117 a  46% 054 b 8% 133 b 3% 0,46 b -30% 18 a

Para cada isolado bacteriano, valores percentuais positivos ou negativos representam o aumento ou a diminuicdo
da média de cada varidvel em relacdio a média do controle. Na coluna, médias seguidas da mesma letra
mintscula ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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Figura 3: Plantas de picdo-preto (Bidens pilosa L.) inoculadas com isolados bacterianos
rizosféricos promotores e inibidores do crescimento vegetal apés 60 dias de
cultivo em casa de vegetacdo. (+) planta inoculada com isolado promotor do
crescimento; (0) controle sem inoculacdo; (-) planta inoculada com isolado
inibidor do crescimento.
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Figura 4: Boxplot para as variaveis altura (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa
seca da raiz (MSR), massa seca total (MST), relacdo raiz/parte aérea (R/PA) e dias
necessarios para germinacao apo6s a semeadura (GDAS) para plantas de picdo-
preto (Bidens pilosa L.) inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos de
diferentes grupos obtidos pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade (a até e) e

cultivadas por 60 dias em casa de vegetacao.
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Tabela 6: Médias, valores minimos e maximos para altura (ALT), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST), relagdo raiz/parte
aérea (R/PA) e dias necessarios para germinacdo apés a semeadura (GDAS) para
plantas de picdo-preto (Bidens pilosa L.) inoculadas com isolados bacterianos
rizosféricos de diferentes grupos obtidos pelo teste Scott-Knott a 5 % de

probabilidade (a até e) e cultivadas por 60 dias em casa de vegetacao.

ALT MSPA
Grupos Meédia Minimo Maximo Grupos Média Minimo Maximo
cm g
a 15,00 (61%) 15,00 (70%) 15,00 (45%) a 1,25 (46%) 1,16 (54%) 1,51 (55%)
b 112 (19%) 10,50 (19%) 12,50 (21%) b 1,08 (23%) 1,00 (32%) 1,13 (15%)
c 9,32 - 8,83 - 10,33 - c 0,86 - 0,76 - 0,98 -
d 8,05 (-14%) 7,50 (-15%) 8,67 (-16%) d 063 (-27%) 052 (-31%) 0,73  (-25%)
e 6,83  (-27%) 567 (-36%) 7,33  (-29%) e 0,41 (-52%) 0,19 (-74%) 052 (-47%)
MSR MST
Grupos Média Minimo Maximo Grupos Média Minimo Maximo
g 9
a 0,64 (37%) 0,56 (40%) 0,77 (40%) a 1,67 (39%) 1,47 (37%) 1,99 (39%)
b 0,47 - 0,40 - 0,55 - b 1,21 - 1,08 - 1,43 -
c 0,33 (-30%) 0,27 (-32%) 0,40 (-27%) c 0,91 (-25%) 0,75 (-30%) 1,06 (-26%)
d 0,21 (-55%) 0,11 (-73%) 0,27 (-51%) d 0,59 (-51%) 0,30 (-72%) 0,74 (-48%)
R/PA GDAS
Grupos Média Minimo Maximo Grupos Média Minimo Maximo
a 0,70 - 0,63 - 0,94 - dias
b 0,56 (-20%) 0,38 (-40%) 0,63 (-33%) a 15 (24%) 14 (27%) 18 (38%)
b 12 - 11 - 13 -
c 9 (-22%) 8 (-27%) 10 (-23%)
d 6 (-50%) 4 (-64%) 8 (-38%)

Valores percentuais entre parénteses indicam aumento ou diminui¢cdo da varidvel em relacdo ao grupo do

controle.
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Figura 5: Coeficientes de correlacdo simples de Pearson (r) para as variaveis altura (ALT),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total
(MST), relacgdo raiz/parte aérea (R.PA) e dias necessarios para germinacdo apos a
semeadura (GDAS) de plantas de picdo-preto (Bidens pilosa L.) inoculadas com
isolados bacterianos rizosféricos apés 60 dias de cultivo em casa de vegetacdo. *,
*** = significativo a p <5 % e 0,1 %, respectivamente, pelo teste t. X = nao

significativo estatisticamente.
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4.4. FENC)TIPOS COMBINADOS DE PROMOGCAO DO CRESCIMENTO DE MILHO E
PICAO-PRETO

A analise dos resultados de promocao ou inibicdo da producao de MSPA, MSR, MST
e da ALT das plantas de milho e picdo-preto inoculados com as bactérias rizosféricas (Tabela
3; Tabela 5) permitiu a obtengdo de seis fenétipos combinados para os isolados bacterianos
testados: +/+, +/0, +/-, 0/+, 0/0 e 0/- (Figura 6). Observou-se que um mesmo isolado pode
exercer efeito de promocdo de crescimento sobre uma espécie vegetal e inibigcdo sobre outra, a
exemplo dos isolados 085, 170 e 211, dentre outros (Tabela 3; Tabela 5; Figura 6). Note-se
que dos isolados obtidos, nenhum foi capaz de atuar como DRB sobre o milho (Tabela 3;
Figura 6). No entanto, aproximadamente 65 % dos isolados obtidos do picdo-preto foram
capazes de reduzir a ALT e MST dessa planta, de cuja rizosfera foram obtidos.

A cada isolado bacteriano foi atribuido um fenétipo combinado, sendo calculada as
porcentagens de cada um deles na populacdo de isolados obtidos (Figura 7). Para ALT, MSPA,
MSR e MST, as porcentagens de isolados promotores do crescimento do milho, 69, 82, 75 e
79 %, respectivamente, foram superiores aquelas observadas para o picdo-preto,
demonstrando que a rizosfera da planta hospedeira (picdo-preto) contém nimero maior de
bactérias capazes de promover o crescimento da cultura do que seu proprio (Figura 7).

Interessantemente, a inibicao do crescimento ocasionado pela inoculacao bacteriana so6
foi observado para o picao-preto (Figura 7). Para esta planta, os efeitos neutros ou de inibicao
do crescimento pela inoculacdo foram observados para a maioria dos isolados testados
(Figura 7). Por exemplo, a porcentagem de isolados que manifestaram efeito inibitério foi de
73 % para ALT, 78 % para MSPA, 49 % para MSR e 58 % para MST (Figura 7).

O DIA s6 foi avaliado para as plantas de milho, sendo que 80 % dos isolados
aumentaram essa variavel (Figura 7).

Os isolados bacterianos reduziram a relagao R/PA (Figura 7). Em geral, a inoculacao
do milho reduziu a relagdo R/PA, resposta observada para 80 % dos isolados bacterianos
testados (Figura 7). Ja para o picdo-preto, 54 % ndo alteraram a relacdo R/PA, enquanto 46 %

induziram a diminuicdo desta variavel (Figura 7).
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Figura 6: Fendtipos de isolados bacterianos rizosféricos em relacdo a promocao ou inibicdo
do crescimento do milho (Zea mays L.; vaso a esquerda) e do picdo-preto
(Bidens pilosa L.; vaso a direita). Promocao: + ; inibicdo: - ; neutro: 0, sem efeito.
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Figura 7: Matriz dos percentuais e do niimero (n) de isolados bacterianos rizosféricos em
relacdo a capacidade de promocgdo ou inibicao da altura (ALT), diametro do colmo
(DIA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca
total (MST) e relacao raiz/parte aérea (R/PA) do milho (Zea mays L.) e do picdo-
preto (Bidens pilosa L.). Promocdo: + ; inibicdo: - ; neutro: 0, sem efeito. Valores
na interseccao das linhas e colunas, dentro da matriz, referem-se a percentagem e
nimero dos isolados com efeitos combinados para milho e picdo-preto. Valores
percentuais e numero de isolados fora da matriz, a direita e em baixo, referem-se
ao somatorio das linhas ou colunas, respectivamente. O diametro do caule do
picdo-preto ndo foi medido, impossibilitando a analise combinada do efeito dos
isolados sobre essa varidvel para as duas plantas simultaneamente, sendo
assinalado na matriz como na. nd = ndo determinado.
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Considerando-se os fenétipos combinados de promocao e inibicao do crescimento do
milho e do picdo-preto, foi observado que a maioria dos isolados que promoveram aumentos
de ALT, MSPA, MSR e MST para o milho, diminuiram as médias das mesmas variaveis para
o picao-preto (Figura 7). Essa caracteristica foi predominante entre os isolados testados.

Os isolados bacterianos foram agrupados de acordo com os fendtipos combinados em
relacdo as variaveis MSPA, MSR e MST (Tabela 7). As caracteristicas ALT, DIA e R/PA ndo
foram incluidas no agrupamento final. Alguns isolados apresentaram a capacidade de
promover ou inibir uma ou mais de uma dessas variaveis, indicando a existéncia de
mecanismos distintos de interacdo com a planta (Tabela 7). Os isolados que apresentaram o
mesmo fendtipo para as trés variaveis receberam uma unica classificacdo fenotipica, por
exemplo, o 018 (Tabela 7). As vezes, a atribuicio do fenétipo combinado variou com
compartimento analisado (MSPA, MSR e MST), assim, um mesmo isolado foi agrupado em

mais de um feno6tipo, a exemplo dos isolados 019 e 220, dentre outros (Tabela 7).
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Tabela 7: Agrupamento dos isolados bacterianos rizosféricos baseado nos fenotipos de
interacdo com plantas de milho (Zea mays L.) e de picdo-preto (Bidens pilosa L.)
em relacdo a massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e
massa seca total (MST). + = promocgao; - = inibicao; 0 = neutro, sem efeito.

Promogio de Compartimento da planta
crescimento MSPA MSR MST
Milho Picao Isolados
018 220 425 005 040 232 018 078 408
022 227 461 017 078 235 019 082 425
+ + 040 232 462 018 082 425 022 227 461
235 019 219 461 040 232
082 409 022 227 235
002 044 281 002 002 032
017 045 353 008 046 020 034 081
" 0 019 071 408 015 081 024 037 147
028 078 028 150 027 038 150
038 029 028 046
219 038 029 072
060 188 174 033 170 015 142
+ ) 085 169 211 063 211 033 170
098 170 217 085 085 211
171 142
246 220 290 394 238 290 409
276 240 291 408 240 291 418
0 i 290 246 292 409 246 292
291 259 293 418 259 293
293 276 294 276 389
418 281 389 281 394
389 013 251 371 001 265 363
240 394 180 269 373 013 268 373
0 0 259 399 200 272 378 200 269 399
292 363 399 244 285
294 244 364 251 294
116 056 124 122 315
065 087 125 087 125 371
0 - 087 092 405 092 405
092 116 239
122 116 311
Legenda

1 Efeito apenas no compartimento
Efeito na MSPA e MST

3 Efeito na MSR e MST
Efeito na MSPA e MSR

5 Efeito na MSPA, MSR e MST
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstrou-se que a rizosfera de picdo-preto contém ampla
diversidade de bactérias promotoras e inibidoras do crescimento vegetal. A triagem dos
isolados obtidos, baseada na morfologia das colonias, permitiu a obtencdo de 191 morfotipos
com caracteristicas distintas de tamanho, forma, borda, elevacao, superficie, consisténcia,
aspecto e producao de pigmento. Além disso, os isolados obtidos variaram na velocidade de
crescimento (dados ndo mostrados) e na capacidade de promocado e inibicdo do crescimento
do milho e do picao-preto, planta de cuja rizosfera procedeu-se o isolamento bacteriano.

Os isolados bacterianos obtidos da rizosfera de picdo-preto apresentaram efeitos
neutros ou de promogao do crescimento do milho (Figura 7). Os isolados diferiram quanto aos
ganhos obtidos para as diferentes varidveis resposta da planta, indicando a expressdao de
diferentes mecanismos de promoc¢do do crescimento para cada isolado. Microrganismos
rizosféricos podem expressar mais de um mecanismo de promogdao de crescimento
simultaneamente (JIMTHA; RADHAKRISHNAN, 2018; KHATOON et al., 2020),
auxiliando a planta a superar condicoes limitantes do meio. Alguns estudos demonstram que
as populacdes microbianas rizosféricas de plantas daninhas variam na capacidade de
disponibilizar nutrientes, a exemplo do fésforo (SANTOS et al., 2013). Essa variagdo no
nimero e no nivel de expressao dos mecanismos de promocdao podem explicar as diferencas
dos isolados testados na promocao do crescimento do milho.

Alguns isolados bacterianos aumentaram a relacao R/PA, enquanto outros, reduziram
essa variavel. Alteracdo na R/PA podem estar relacionadas com o balan¢o hormonal da planta
(ALBACETE et al., 2008; PUIG et al., 2012). Alguns microrganismos promotores de
crescimento estimulam a producdo de sistema radicular por meio da producdao de auxinas
(PATEL et al., 2018; SPAEPEN et al., 2007). A expansao do sistema radicular permite maior
aquisicao de agua e nutrientes (ROBINSON, 1994; WALTER et al., 2003), levando ao maior
crescimento da planta. Isolados que induziram menores valores de R/PA possivelmente
expressaram mecanismos de promocao relacionados a melhor disponibilizacdo de nutrientes,
a exemplo da producdo de fosfatases ou da maior mineralizacdo dos componentes organicos
do substrato de plantio. Neste caso, as plantas puderam absorver mais nutrientes por meio de
um sistema radicular menor.

Para o picdo-preto foi possivel detectar bactérias capazes de promover ou inibir o
crescimento da planta, além daquelas com efeito neutro. As bactérias inibidoras caracterizadas

neste trabalho podem ser classificadas como DRB (KREMER, 2006). Durante o cultivo das
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plantas de picdo-preto em casa de vegetacao, nao foram observados sintomas de doenga com a
inoculacdo dessas bactérias, embora a reducdo do crescimento das plantas fosse notoria
visualmente. As bactérias inibidoras da rizosfera do picao-preto levaram a reducdes de 42 %
da MST, fato que pode estar relacionado a producdo de fitotoxinas, antibiéticos, AIA, ALA e
HCN pelo microrganismo (DAHIYA; SINDHU, 2019). A diversidade de bactérias com
capacidade de inibir o crescimento do picao-preto obtidas neste trabalho podera ser usada para
a prospeccao de novas moléculas de herbicidas que possam ser utilizadas na agricultura.
Adicionalmente, a gama de plantas daninhas suscetiveis a inibicdo do crescimento por essas
bactérias devera ainda ser determinada.

Os isolados bacterianos inoculados nas sementes de picdo-preto conduziram a
diferentes tempos de emergéncia das plantulas ap6s a semeadura, indicando -efeitos
estimulatérios ou inibitérios sobre a germinacdo, fato este evidenciado no género
Pseudomonas por meio da producdo de AIA e HCN (BANOWETZ et al., 2008;
TABATABAEI et al., 2016). Observaram-se correlacdes positivas e significativas entre
GDAS e ALT, MSPA, MSR, MST e R/PA. Essas correlacoes indicam que alguns isolados
estimularam a germinacdo das sementes e ndo o crescimento das plantas, enquanto outros
retardaram a germinagdo e promoveram o crescimento das plantas. Os mecanismos
microbianos que a atuaram na germinacdo das sementes de picdo-preto sdo desconhecidos.
Estudos futuros deverdo ser feitos para a elucidacdo dos processos envolvidos visando o
desenvolvimento de possiveis biotecnologias de aplicacdo do microrganismo ou de seus
metabolitos.

Foi possivel agrupar os isolados em seis fenotipos de promocdo ou inibicao do
crescimento para as variaveis MSPA, MSR e MST para o milho e o picao-preto (+/+, +/0, +/-,
0/+, 0/0, 0/-). Interessantemente, demonstrou-se que a rizosfera do picdo-preto contém
bactérias inibitorias do crescimento da propria planta hospedeira. Da mesma forma, a maioria
dos isolados obtidos da rizosfera da planta daninha foi capaz de promover o crescimento do
milho. J& para o picdo-preto, a maioria dos isolados apresentou efeitos inibitorios sobre o
crescimento dessa espécie. Em termos gerais, os fenétipos predominantes entre os isolados
bacterianos obtidos foi o +/-. As plantas daninhas podem facilitar o crescimento das culturas
(BROOKER et al.,, 2021), por meio de varios mecanismos a exemplo do aumento da
disponibilidade de recursos do solo (nutrientes e agua) e compartilhamento de recursos por
meio de redes micorrizicas comuns. Recentemente, relatou-se que as relagcdes de facilitacao
entre milho e picdo-preto sdao dependentes da estrutura e diversidade das comunidades

microbianas do solo (MATOS et al., 2019a; MONTEIRO et al., 2021). Hipotetiza-se que o
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picdo-preto contém na sua rizosfera microrganismos promotores de crescimento do milho
importantes nas situacdes de convivéncia da cultura com a planta daninha. Nessa situagdo, os
microrganismos promotores do crescimento do milho poderiam estimular a degradacao da
matéria organica da rizosfera (MATOS et al., 2019b), disponibilizando nutrientes as custas de
carbono exsudado pela cultura. O picdo-preto competiria por esses nutrientes sem gasto maior
de carbono e em detrimento do milho. Os microrganismos inibitérios do crescimento do
picdo-preto regulariam o crescimento da planta impedindo grandes investimentos de carbono
na rizosfera para aquisicao de nutrientes.

As interagOes entre o milho e o picdo-preto tém sido estudadas por meio de métodos
moleculares, sem o isolamento de microrganismos que possam atuar direta ou indiretamente
nas interacdes de facilitacdo e competicdo entre a cultura e a planta daninha (MATOS et al.,
2019a; MONTEIRO et al., 2021). Também, nesses trabalhos, ndao foi possivel atribuir a
modulacdo das interagoes de facilitacdo ou competicdo a um taxon microbiano especifico. No
presente relato, foi possivel obter bactérias com efeitos de promocdo do crescimento do milho
e de promocao e inibicdo do crescimento do picao-preto. O efeito dos isolados com diferentes
fenotipos sobre a convivéncia do milho com o picao-preto poderd ser testado em
experimentos de substituicdo em série (RADOSEVICH, 1987), permitindo a elucidacao do
papel de isolados bacterianos especificos nas interacoes de facilitacdo e competicdo entre
plantas.

O uso crescente de herbicidas nas atividades agricolas e florestais é uma preocupacao
constante da sociedade que busca por formas mais sustentaveis e menos poluentes de
producdo de alimentos e madeira. O uso de microrganismos capazes de inibir ou retardar o
crescimento vegetal tém grande potencial de aplicacdo no manejo integrado de plantas
daninhas, contribuindo para um manejo mais racional do agroecossistemas. O conjunto de
isolados bacterianos obtidos podera ser testado em condi¢des de campo, associados ou nao ao
uso de herbicida, para o controle de plantas daninhas.

Este trabalho constitui o primeiro relato de isolamento e caracterizacdo de bactérias

deletérias da rizosfera do picao-preto.



59

6. CONCLUSOES

A rizosfera de picdo-preto contém bactérias promotoras e inibidoras do crescimento
vegetal. A maioria dos isolados bacterianos obtidos estimulou o crescimento do milho, nao
apresentando efeitos inibitérios sobre esta cultura. Os isolados bacterianos apresentaram
capacidades distintas de promover aumentos na altura, na massa seca da parte aérea, na massa
seca da raiz e na massa seca total. As bactérias inibidoras do crescimento do picdo-preto
apresentam potencial de uso no manejo integrado de plantas daninhas e na prospeccao de

novos bio-herbicidas.
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