UFRRJ

INSTITUTO DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
FITOTECNIA

TESE

CARACTERIZACAO E SELECAO DE BACTERIASFLUORESCENTES
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE COUVE

ANELISE DIAS

2011



' ,}é\éade Feu%/
2
i H
2%
y%dEP‘éo

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FITOTECNIA

CARACTERIZACAO E SELECAO DE BACTERIASFLUORESCENTES
PROMOTORASDO CRESCIMENTO DE COUVE

ANELISE DIAS

Sob a Orientacéo da Pesquisadora
Norma Gouvéa Rumjanek
e Co-orientacao do Professor
Raul de Lucena Duarte Ribeiro

e do Pesquisador

Gustavo Ribeiro Xavier

Tese submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias no Curso de Pés-Graduagéo
em Fitotecnia, Area de Concentracdo

Agroecologia.

Seropédica, RJ

Setembro de 2011



635. 34
D541c

Di as, Anelise, 1977-
Caracterizacdo e selegdo de bactérias
fluorescentes pronmpbtoras do crescinmento de

couve [ Anelise Dias - 2011.
155 f.

Oientador: Norma Gouvéa Runj anek.

Tese(doutorado) - Universidade Federal
Rural do R o de Janeiro, Curso de POs-
Graduacdo em Fi t ot ecni a.

Bi bliografia: f. 115-138.

1. Couve - Crescinento - Teses. 2.
Crescinento (Pl ant as) - Teses. 3.
Pseudononas - Teses. 4. Bactérias - Teses.
I. Runjanek, Norma Gouvéa, 1953-. I1I.
Uni ver si dade Federal Rur al do R o de
Janei ro. Curso de P6s- Graduacéo em
Fitotecnia. IIl. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FITOTECNIA

ANELISE DIAS

Tese submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias, no
Programa de Pos-Graduagdo em Fitotecnia, Area de Concentragéo Agroecologia

TESE APROVADA EM 23 de setembro de 2011.



DEDICATORIA

A memoéria de meu pai



AGRADECIMENTOS

Mais uma vez, em uma centena de outras, recomego a pensar em como agradecer as pessoas,
pois com Deus eu ja me arranjel. A palavra agradecimento pode ser entendida como um
sinénimo de reconhecimento. Reconhecer o papel do outro nas nossas conquistas amplia os
horizontes a que elas podem chegar por que nos permitem compartilhalas, dividi-las e trazer

alegriaerealizacéo para a vida das pessoas que nos gjudaram.

Quero comegar agradecendo a minha mée, Maria da Penha, que durante toda essa trajetéria
me apoiou incondicionalmente e a minha irma Juliana Dias e a0 meu irméo Francisco, que
sempre me deram forca e acreditaram em mim.

Agradeco ao meu marido Mércio pelo amor, incentivo, paciéncia, guda e compreensio.

Ao meu filho Pedro por me fazer tdo feliz e a minha querida Taisinha pela ajuda, amor,
paciéncia e carinho.

A Norma por ser minha grande professora, que acreditou no nosso trabalho, me deu
credibilidade e tem me proporcionado a possibilidade de aprender sempre mais, como pessoa
e como profissional.

Ao querido Professor Raul, pelos valiosos ensinamentos, carinho, zelo e paciéncia.

Ao Gustavo Xavier pelo exemplo de profissionalismo, pelo apoio e encorgamento para sair
da‘“zonade conforto”.

A Silvana Gomes e ao Vinicius Vasconcelos por serem meus companheiros no laboratério e

terem contribuido de forma decisiva para a realizacéo desse trabal ho.

Aos colegas do laboratorio pelo companheirismo, pela “ciéncia’, “resenhase”, amizade,
apoio, meios de cultura, guda e principamente pela unido...Viviane, Jakson, Sumaya,
Fernanda, Elson, Dani, Bia, Carlos, Hendrew, Roberta, Débora, Rosana, Jodo Luiz, Marcia,
Luc, Bruno, Lorena, Isabelle, Andréa, Claudinha Alencar & Samuel Passos, muito obrigada!

Aos funcion&rios da Embrapa, especidmente ao Geraldo Baeta, Claudinho, Serginho e
Senhor Aurédlio.



RESUMO

DIAS, Andlise. Caracterizacdo e Selecdo de Bactérias Fluorescentes Promotoras do
Crescimento de Couve. 2011. 151 p. Tese (Doutorado em Ciéncias). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

Uma colecdo de 189 isolados bacterianos, provenientes de sistema organico de producdo de
hortalicas, foi caracterizada com vistas a selecdo de estirpes promotoras do crescimento de
couve. Os isolamentos foram realizados a partir da rizosfera de hortalicas e do solo ap6s
colheita das espécies cultivadas. A grande maioria das estirpes apresentou perfil biogquimico
idéntico a Pseudomonas (grupo fluorescente). Enquanto perfis idénticos a Burkholderia,
Acinetobacter e Senotrophomonas constituiram outros grupos de representantes. A
caracterizacdo dos isolados levou em conta a capacidade de sintese de compostos
possivelmente envolvidos em mecanismos de estimulo ao crescimento de plantas, a saber:
biofilmes, sider6foros, acil-lactonas homoserinas (ALHSs), é&cido indol-3-acético (AlA) e
compostos inddlicos relacionados, além da solubilizacéo de fosfato de célcio. Um total de 94
isolados foi testado na casa de vegetagcdo quanto a capacidade de promover o crescimento de
couve (Brassica oleraceae var. acephala) em vasos contendo solo distréfico ndo esterilizado.
Paralelamente, foram avaliados consodrcios entre componentes da colegdo e rizébios paraigual
finalidade. Em adendo, foram comparados os efeitos da aplicagdo de determinados isolados
produtores de AIA e da aplicagdo de AIA sintético sobre o crescimento da couve. Os
experimentos de laboratério indicaram que, in vitro, 100% dos isolados formaram biofilme,
71% sintetizaram sideréforos, 31% produziram AHLS, 95% produziram AlIA e 74%
solubilizaram P. No entanto, os bioensaios na casa de vegetacdo evidenciaram que apenas
11% dos isolados bacterianos induziam respostas significativas de promogdo do crescimento
da couve. Desses, um subgrupo formado por 10 estirpes de rizobactérias conferiu incrementos
nos parametros de crescimento, tanto da biomassa aérea quanto do sistema radicular da
hortalica. Biofilmes, sider6foros, AlA e solubilizagdo do P foram caracteristicas comuns do
subgrupo. N&o foi observado efeito sinérgico entre os isolados em consorcios, embora tenha
sido verificado que as duas estirpes de rizébios consorciadas promoveram o crescimento das
plantas inoculadas. Os isolados R1132 e S311 foram superiores a aplicagcdo do AlA sintético.
Os resultados obtidos sinalizaram o potencia de 12 bactérias que promover o crescimento das

plantas e incrementar a producédo de couve.



Palavras-chave: promocgdo do crescimento de plantas, auxina, solubilizagdo de fosfato de
cécio.



ABSTRACT

DIAS, Anelise. Characterization and Selection of Cabbage Growth Promoting
Fluorescent Bacteria. 2011. 151 p. Thesis (Doctor Science). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federa Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

A collection of 189 bacterial isolates, obtained from organic system of vegetable production,
was characterized aiming to selection of cabbage growth promoting strains. Isolatings were
performed from rhizosphere of vegetables and soil after harvest of cultivated species. The vast
majority of the strains showed biochemical profiles identical to Pseudomonas (fluorescent
group). While profiles identical to Burkholderia, Senotrophomonas and Acinetobacter
constituted other groups of representatives. Characterization of isolates took into account the
capacity for synthesis of compounds possibly involved in mechanisms to stimulate plant
growth, namely: biofilms, siderophores, acyl homoserine lactones (AHLS), indole-3-acetic
acid (IAA) and indole related compounds, as well as solubilization of calcium phosphate. A
total of 94 isolates were evaluated in the greenhouse for their ability to promote the growth of
cabbage (Brassica oleracea var. acephala) in pots containing unsterilized loam soil. In
addition, consortia were evaluated between components of the collection and rhizobia for the
same purpose. In addition, it compared the effects of application of certain producing 1AA
isolates and the application of synthetic IAA on the growth of cabbage. Laboratory
experiments showed that in vitro, 100% of the isolates formed biofilm, 71% synthesized
siderophores, 31% produced AHLS, 95% produced IAA and 74% solubilized P. However,
bioassays in the greenhouse showed that only 12% of the isolates induced significant
responses to promote the growth of cabbage. Of these, a subgroup composed of 10 strains of
rhizobacteria given increments in growth parameters of both the biomass and the root system
of vegetables. Biofilms, siderophores, IAA and solubilization of P were common
characteristics of the subgroup. No synergistic effect was observed among isolates in
consortia, although it was found that the two strains of rhizobia consortium promoted the
growth of inoculated plants. The isolates R1132 and S311 were higher than the application of
synthetic IAA. The results suggested the potential of 12 bacteriato promote plant growth and

increase production of cabbage.

Key words: plant growth promoting, auxin, solubilization of calcium phosphate.
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ANEXOS

Anexo A - Origem e caracterizacdo bioquimica de isolados fluorescentes obtidos a partir de
solo de canteiro pds-cultivo de hortalicas sob sistema organico. identificagdo com o KIT API
20NE (Biomérieux) de rizobactérias fluorescentes isoladas a partir da rizosfera de hortalicas
cultivadas sob sistema orgéanico. ID = percentual de identificagdo, T = indice t; testes: NIT=
reducdo de nitrato a nitrito ou azoto, TRP = degradacéo do triptofano; GLU = fermentacdo da
glicose; ADH = produgéo de arginina dihidrolase; URE = produgéo de urease; ESC =
hidrolise da esculina; GEL = hidrélise da gelatina; PNPG = p-nitrofenil-b-
galactopiranosidase; GLU = utilizagdo da D-glicose; ARA = arabinose; MNE = manose;
MAN= manitol; NAG = n-acetil-glicosamina; MAL = maltose; GNT = gluconato de potassio;
CAP = caprato; ADI = adipato; MLT = malato; CIT = citrato de trisodio; PAC = &cido fenil-
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Anexo B - Biossintese de compostos indélicos por bactérias fluorescentes obtidas da
rizosfera e de solo pés-cultivo de hortalicas. Médias de trés repeticdes. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. .............coeieveinenennnnnne 142

Anexo C - indice e Eficiéncia de Solubilizaco de fosfato monocélcico por bactérias obtidas
darizosfera e de solo pos-cultivo de hortalicas. Avaliagdes foram realizadas aos 3, 6, 9 e doze
dias de crescimento. Médias de seis repeticles. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. 1S = indice de solubilizagdo; ES = eficiéncia de
S0 [0 1] [ 174= o o PSR 146

Anexo D - Efeito da inoculacdo de rizobactérias avaliadas nos ensaios I, Il e IV, sobre a
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1INTRODUCAO

A horticultura brasileira € caracterizada pela variedade, representada pela
comercializagdo de mais de dez familias botanicas. A qualidade nutriciona das hortalicas é
reconhecida devido ao elevado teor de sais minerais e vitaminas e esta relacionadaa melhoria
do sistema imunol6gico e prevencdo de doengas vasculares, canceres e diabetes. No Brasil, 0
consumo esta condicionado a renda das familias e ainda se mostra aguém do recomendado
pela Organizagdo Mundial da Salide que € de 6% a 7% das calorias totais ingeridas (WHO,
2004). Sessenta por cento da producéo tem origem em propriedades de menos de 10 hectares,
com exploragdo tipica do sistema de agricultura familiar. O faturamento da cadeia de
producdo de hortalicas atualmente corresponde a 12,4% do Produto Interno Bruto relativo ao
agronegadcio, que é de R$ 163,5 bilhdes (CORREA et al., 2010). O setor tem amplo potencial

para crescer no Brasil considerando o atendimento aos mercados interno e externo.

O enriquecimento da rizosfera dessas plantas com bactérias probioticas ou promotoras
do crescimento de plantas (BPCPs) é uma estratégia que pode contribuir para a producéo de
hortalicas de alta qualidade. Dentre essas, as pseudomonas fluorescentes representam um dos
principais grupos bacterianos cultivavels da rizosfera. S8 cosmopolitas e j&4 foram
encontradas no interior de plantas, flores e frutos (COMPANT et a., 2010; HARDOIM et a.,
2008,) e, mais recentemente, foram reportadas induzindo a formacdo de nddulos radiculares
em Robinia pseudoacacia (SHIRAISHI et a. 2010).

Pseudomonas estimulam o sistema radicular de plantas inoculadas, o que aumenta a
estabilidade de cultivo propiciando maior tolerancia das plantas a veranicos, incrementando a
exploracéo do solo pelas raizes e melhorando a aquisicdo de agua e nutrientes (GLICK, 2010;
YANG et al. 2009).

Essas bactérias também podem maximizar a eficiéncia no uso de fertilizantes, reduzindo
0S custos econdmicos e ambientais que os adubos minerais representam para a horticultura,
especialmente em regides onde o custo desses produtos é elevado. Bactérias do grupo das
pseudomonas produzem &cidos organicos que sdo considerados importantes na solubilizacgo
de P. Este mecanismo €é vantajoso para a sobrevivéncia de bactérias no solo e pode beneficiar
a planta hospedeira ao aumentar a disponibilidade de P, normalmente limitada na maior parte
dos solos (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; KHAN et al., 2009).
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Entre os atributos das pseudomonas que sdo associados a promogdo do crescimento de
plantas, a producdo de é&cido indol-3-acético (AlA) tem sido considerada como um dos
mecanismos chave. A produc&o de AlA e outros compostos rel acionados podem alterar o pool
de auxinas na planta provocando modificactes morfolOgicas nas raizes, como por exemplo,
encurtamento daraiz principal e proliferagdo de raizes secundérias e de pelos absorventes que

maximizam a absor¢éo de dgua e nutrientes.

A producdo de sideréforos e biofilmes sdo estratégias que favorecem o estabel ecimento
das populagdes de BPCPs nas raizes. Sider6foros sdo importantes para a competicéo pelos
nichos rizosféricos. Assumem uma dupla funcdo na competicdo, podendo levar a uma
deplecéo localizada de ferro ou atuarem como antibiéticos, sendo, inclusive, relacionados a
supressividade de solos a fungos fitopatogénicos (LEMANCEAU et al., 2007).

Biofilmes sdo matrizes complexas em que as bactérias apresentam cooperacéo
metabdlica. Sua producdo tem sido frequentemente relacionada & producéo de sinalizadores
como lactonas homoserinas que coordenam a expressao génica de diversos metabolitos, tais
como sideréforos e antibidticos em pseudomonas que apresentam quorum sensing. Os
biofilmes protegem as bactérias artificialmente introduzidas no solo e nas sementes
favorecendo a manutencéo de densidade populacional suficiente para propiciar aformacéo de
interacOes benéficas com o hospedeiro (DANHORN & FUQUA, 2007).

Em ensaios in vitro, a capacidade de produzir AIA esta presente em mais de 80% das
bactérias cultivaveis da rizosfera, enquanto mais de 40% dessas populaces sdo habeis em
solubilizar P (SPAEPEN et a. 2007). Essas caracteristicas tém sido reconhecidas como
vantgjosas para um programa de selecéo de bactérias para 0 desenvolvimento de inoculantes
visando a promocgao de crescimento de hortalicas e outras culturas. No entanto, avaliando
apenas as bactérias que promovem o crescimento das plantas em condigdes naturais, essas
caracteristicas estédo presentes em cerca de 10% dessas populagdes. A expressao desses
fendtipos depende diretamente da competéncia rizosférica, ou sgja, a habilidade do isolado

bacteriano para atingir as raizes e colonizar sua superficie (LYNCH, 1990).

Pseudomonas fluorescentes sdo reconhecidas como bactérias que possuem elevada
competéncia rizosférica. Nao tém exigéncias nutricionais, sdo generalistas podendo utilizar
uma variedade de compostos presentes nos exsudatos de véarias espécies vegetais, incluindo os

acidos organicos que sdo considerados determinantes para a col onizagdo rizosférica.
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Em geral, a competitividade de BPCPs na rizosfera depende da capacidade de
sobrevivéncia frente aos estresses e de multiplicagdo utilizando como fonte de nutrientes
exsudatos radiculares. A populagdo de uma estirpe bacteriana artificialmente introduzida pode
declinar rapidamente frente & competicdo com a biota residente, a predacéo por protozoérios e
a quantidade e composicéo dos exsudatos radiculares. Nesse sentido, ndo sO caracteristicas
favorévels a promoc&o de crescimento devem ser consideradas durante o processo de selecéo,
mas também a competéncia rizosférica, o que torna mais complexa a identificacdo de isolados

promissores.

Considerando todos os fatores conhecidos que estdo envolvidos na atividade das BPCPs
€ comum se encontrar uma variabilidade de respostas a inoculacdo com estirpes promissoras.
Esse € um topico que precisa ser melhor investigado visando o desenvolvimento de
tecnologias que aproveitem as caracteristicas vantgjosas encontradas nesses recursos

biol 6gicos que podem contribuir para a sustentabilidade dos sistemas agricolas.

Pseudomonas tém sido avaliadas também em consorcios com outros grupos benéficos,
tais como, bacilus e rizobios para a promog&o de crescimento principa mente de leguminosas.
Existem evidéncias que relatam o efeito sinérgico do consorcio formado a partir desses grupos
bacterianos sobre o crescimento de vérias espécies vegetais 0 que tém sido cogitado como
uma estratégia capaz de reduzir a variabilidade de resposta a inocul agéo.

Em sistemas agroecolégicos, as préaticas de mangjo e conservacdo do solo,
diversificagdo de cultivos e nutrigdo equilibrada favorecem a diversidade microbiana no solo
e possivelmente BPCPs (ALTIERI, 1999; FERNANDES et a., 2005). Baseando-se nessa
hip6tese, a obtencdo de popul acbes de pseudomonas foi realizada no presente estudo, partir de

solo pos-cultivo e rizosférico de hortalicas cultivadas na “Fazendinha Agroecol 6gica Km 477,

A obtencdo de pseudomonas a partir de solo pds-cultivo pode favorecer a selecdo de
cepas que atuam como saprofitas e competem ativamente com fungos fitopatogénicos ndo
obrigatorios que sobrevivem no solo, como por exemplo, Rhizoctonia solani (SNEH et al.,
1996). Por outro lado, o isolamento de pseudomonas a partir da rizosfera das plantas alvo,
pode favorecer a obtencdo de isolados benéficos que (i) detém capacidade para se
estabel ecerem nesse nicho por utilizarem os compostos disponiveis nos exsudatos radiculares,
(if) competem com populagdes de fungos e bactérias deletérios ao crescimento vegetal, e (iii)

estimulam o crescimento das plantas, sendo que essas caracteristicas favorecem o
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estabelecimento de estirpes selecionadas a partir de inoculagtes artificiais (LUGTENBERG
& KAMILOVA, 2009).

No Brasil ndo existem produtos registrados no MAPA contendo bactérias do grupo das
pseudomonas como ingrediente ativo (AGROFIT, 2011), ao contrario dos EUA e Europa
onde espécies de Pseudomonas fluorescens, P. putida e P. chlororaphis sdo comercializadas
para a promocao de crescimento e controle bioldgico (APS, 2011; ALABOUVETTE, 2006).

A despeito dos mecanismos de promocdo de crescimento serem amplamente
reconhecidos pouco € conhecido sobre a diversidade e potencia das BPCPs no Brasil. A
selecdo destas bactérias representa uma grande oportunidade para melhorar a producéo de
hortalicas e reduzir os custos com fertilizantes minerais ao exemplo do que ja foi alcancado
com as culturas da soja, do feijdo-caupi e, mais recentemente, com a cana-de-agUcar
(RUMJANEK et al. 2005, SILVA et a. 2009).

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O géner o Pseudomonas

As espécies do género Pseudomonas apresentam diversidade de habitats e nichos
ecol 6gicos e podem ser encontradas no solo e no interior de animais e plantas (BERG, 2009).
Estabelecem relactes ecol 6gicas positivas, negativas ou neutras com seus hospedeiros e com
a comunidade associada. Algumas espécies sd0 reconhecidas como promotoras de
crescimento de plantas, entre elas citam-se Pseudomonas fluorescens, P. putida e P.
chlororaphis gque ja sdo veiculadas em produtos para biocontrole de fungos fitopatogénicos
habitantes do solo (CHOUDHARY et a., 2009). Algumas espécies sdo consideradas
patogénicas a seres humanos e outros animais, sendo que a espécie P. aeruginosa tem sido
apontada como um dos principais agentes de infeccbes nosocomiais em pacientes
imunodeprimidos (BERG, 2009). A espécie P. syringae contém 36 patovares que infectam
diferentes espécies de plantas (KIMURA & RIBEIRO, 1994; PEIX et a., 2009). A
distribuicdo cosmopolita do género sugere uma ata adaptabilidade genética e fisioldgica e
tem sido relacionada a presenca de inimeras ilhas gendmicas. Como conseguéncia, esse
grupo bacteriano € cada vez mais estudado tendo em vista a selecdo de estirpes para diversas
aplicagdes biotecnol égicas (SPIERS et al., 2000; BATTLE et a., 2009).
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A primeira descricdo do género Pseudomonas foi realizada pelo boténico Walter Emil
Friedrich August Migula em 1894 motivada pelo interesse na descricdo de bactérias
fitopatogénicas (SCHLEIFER, 2009). Desde entdo 0 género passou por varias ateractes em
funcdo do numero de espécies incluidas e também do critério usado para sua defini¢do. Estas
mudancas acompanham a evolugdo da taxonomia de bactérias que tem sido fortemente

influenciada pelo surgimento de novas técnicas.

Na primeira edicdo do Manual de Bergey (1923), as bactérias pertencentes ao género
Pseudomonas foram caracterizadas como bastonetes Gram-negativos, aerébicos estritos, sem
estruturas de resisténcia e moveis por meio de flagelos polares. Essa classificagdo fenotipica
permitiu que bactérias pertencentes a outras subclasses, géneros e espécies fossem
classificadas como pseudomonas (PEIX et al., 2009).

Na década de 1960, Stanier et al. (1966) usando requisitos nutricionais, propuseram
uma nova subdivisdo do género, composta por espécies fluorescentes. P. aeruginosa, P.
fluorescens englobando sete biovares (A até G) e P. putida com apenas dois biovares (A e B).
Nessa época, foram ainda iniciados estudos com o DNA visando a classificacéo filogenética
bacteriana. Palleroni et a. (1973) usando hibridizacdo de DNA definiram uma divisdo do
género Pseudomonas em cinco grupos de homologia Os resultados sugeriam uma
considerdvel distancia entre os representantes desses grupos, permanecendo como
Pseudomonas stricto sensu apenas os representantes do grupo |, sendo P. aeruginosa a
espécie tipo. Em seguida, na edicdo do Manua de Bergey de 1974 o conteldo G+C foi
utilizado para ainclusdo do género Pseudomonas na familia Pseudomonadaceae caracterizada
por bactérias aerdbicas, Gram-negativas, méveis, com alguns representantes desnitrificadores
(PEIX et al., 2009). As espécies com descri¢ao fenotipica foram distribuidas em dois grupos e
alguns subgrupos de acordo com a necessidade de fatores especificos de crescimento in vitro:
uso de DL-arginina e betaina como fontes de carbono, crescimento autotréfico com
hidrogénio, producdo de polihidroxibutirato (PHB), presenca de pigmentos fluorescentes,

atividade de arginina dihidrolase e reagéo de desnitrificagéo.

Os estudos de homologia de DNA-DNA redizados por Paleroni s6 foram
considerados na primeira edi¢cdo do Manual de Bergey de Bacteriologia e Sistemética lancada
em 1984. A partir dai, o género Pseudomonas foi incluido no capitulo correspondente aos

bacilos aerébicos, Gram-negativos. Nessa edicdo 0 arranjo das espécies ja mencionava 0s
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grupos de RNA ribossomal. No entanto, a identificagdo continuou baseada nas caracteristicas
fenotipicas (PALLERONI, 1984).

Os estudos de Carl Woese com crondmetros filogenéticos baseados no gene 16S
RNAr referendaram de forma marcante a conceituagéo taxondmica de procariontes (WOESE
et d., 1985). Desde entdo, seqiiéncias desse gene de todas as bactérias conhecidas foram
sendo progressivamente depositadas em bancos de dados. O sequienciamento validou a
classificac8o das espécies de pseudomonas nos grupos de homologia descritos anteriormente
por Palleroni. As Pseudomonas strictu senso foram incluidas na subclasse gama-
Proteobacteria, compreendendo as espécies do grupo | que foram divididas, com base no
sequenciamento do gene 16S RNAr, em sete subgrupos representados pelas espécies tipo: P.
syringae, P. chlororaphis, P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri, P. aeruginosa e P.
pertucinogena (ANZAI et a., 2000). As espécies do grupo Il: P. mallei, P. pseudomallei, P.
caryophylli, P. cepacia e P. gladioli foram reclassificadas no género Burkholderia enquanto
P. pickettii e P. solanacearum no género Ralstonia. As espécies do grupo I1I: P. facilis, P.
delafieldii, P. avenae e P. catleyae foram reclassificadas no género Acidovorax. Os géneros
Burkholderia, Ralstonia e Acidovorax foram transferidos para a subclasse beta-Proteobacteria.
As espécies do grupo 1V: P. diminuta e P. vesicularis foram reclassificadas em 1994 em
Brevundimonas (alfa-Proteobacteria) e Xanthomonas maltophilia, foi reclassificada como
Senotrophomonas maltophilia e continua na subclasse gama-Proteobacteria (PALLERONI,
2005; YABUUCHI et al., 1995; ANZAI et a., 2000; PALLERONI, 2005; PEIX et al., 2009).
A tendéncia atua a partir da década de 2000 é restringir 0 género as espécies do grupo |,
Pseudomonas strictu senso (ANZALI et a., 2000) (Quadrol).
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Quadro |. Reclassificacdo de antigas espécies de Pseudomonas e outras ndo classificadas
no grupo | - Pseudomonas strictu sensu (ANZAI et al. 2000; PEI X et al., 2009).

Espécie original Género e Espécie atuais Subclasse Referéncias
P.mallei, P.pseudomallei,  Burkholderia mallei, B. [-Proteobacteria IQ/EEUUCHI eta.,

P. caryophylli, P. cepacia e
P. gladioli (antigo grupo

1)

P. pickettii e P.
solanacearum (antigo
grupo 1)

P. facilis, P. delafieldii, P.

avenae e P. catleyae
(antigo grupo I11)

P. diminuta e P. vesicularis

(antigo grupo 1V)
P. doudor ofii

P. stanieri

P. beijerinckii
P. indigofera
P. woodsii

P. echinoides

P. aureofaciens e P.
aurantiaca

pseudomallei, B. caryophylli,
B. cepacia e B. gladioli

Ralstonia pickettii e R.
solanacearum

Acidovorax facilis, A.
delafieldii, A. avenae e A.
catleyae

Brevundimonas diminuta e B.
vesicularis

Oceanomonas doudor offii

Marinomonas stanieri

Chromohal obacter beijerincki
Vogesdlla indigofera
Burkholderia woodsii
Sphingomonas echinoides

P. chlororaphis

[-Proteobacteria

[B-Proteobacteria

o-Proteobacteria

y-Proteobacteria

v-Proteobacteria

y-Proteobacteria
a-Protecbacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria

y-Proteobacteria

YABUUCH I et dl.,
1995,

WILLEMSetal.,
1990

SEGERS et al., 1994

BROWN et al., 2001

EUZEBY, 2010;
PEIX et al., 2009

EUZEBY, 2010;
PEIX et al., 2009

EUZEBY, 2010;
PEIX et al., 2009

EUZEBY, 2010;
PEIX et al., 2009

EUZEBY, 2010;
PEIX et al., 2009

EUZEBY, 2010;
PEIX et al., 2009

Atua mente, a descricdo de novas espécies do género Pseudomonas segue a tendéncia

da moderna taxonomia que utiliza estudos polifasicos para identificagdo de procariotos. As

especies polifasicas sdo caracterizadas por um grau de consisténcia fenotipica, por um grau

significativo de hibridizacdo DNA-DNA e por mais de 97 % de similaridade na sequiéncia do

gene 16SrRNA (GILLIS et al., 1996). Vérias técnicas sdo utilizadas em conjunto e em funcéo

do nivel de resolugdo taxondmica podem ser agrupadas em trés categorias. (1) aquelas com

ampla resolugdo e impacto sobre as conclusdes filogenéticas baseadas em rRNA; (2) aquelas
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que revelam diferencas ao nivel de espécie e (3) aquelas capazes de agrupar estirpes com
caracteristicas semelhantes (GILLIS et al., 1996).

Os estudos quimiotaxondmicos do género Pseudomonas envolvem os sistemas de
quinonas, acidos graxos, proteinas e lipideos polares (perfis de poliaminas). Dentre as
principais dificuldades da utilizagdo de caracteristicas fenotipicas, destacam-se a baixa
reprodutibilidade dos resultados em funcgéo das diferengas observadas entre a densidade de
inoculo, a temperatura e 0 tempo de incubacdo, a composicéo e a relagdo superficie e volume
dos meios de cultivo e, por fim o critério utilizado para considerar as reagdes positivas ou
negativas. Assim, 0 uso de multitestes comerciais como APl 20NE (BioMerieux, Marcy-
I’Etoile, France) é conveniente, pois permite uma padronizacdo e melhor reprodutibilidade
(KRIEG & HOLT, 2005). O API 20NE abrange 61 taxons e identifica bactérias aerdbias,
Gram-negativas, ndo enté&ricas e ndo fastidiosas, através de testes enzimaticos e de
assimilacdo de compostos de carbono. Este sistema é adequado para a identificacdo de
espécies de Pseudomonas, em especial isoladas de espécimes clinicas, mas é falho quando se
trata de amostras ambientais, pela limitacdo do banco de dados existente e do pequeno
nimero de testes, assim é uma ferramenta poderosa para geracéo de um perfil metabdlico e
ndo paraaidentificagcdo per s (BEHRENDT et al., 1999; PEIX et al., 2003).

A caracterizac8o genotipica geralmente utiliza os genes 16S, regido intergénica 16S-
23S e 23S, assim como o sequenciamento do RNAr que s&o considerados gold standards para
a deducéo de relactes filogenéticas (THOMPSON et al., 2002) Esses genes sdo considerados
estaveis e menos sujeitos as transferéncias laterais. O gene 16S RNAr de Pseudomonas
contém 1492 nucleotideos, dos quais 148 sdo variaveis e dentre esses 65 sdo hipervariaveis
(CHOUDARY, 2009). Apesar do gene 16S rRNA representar ainda a base para a
classificacéo, ele ndo é apropriado para algumas espécies, entre estas, incluem-se P. putida e
P. fluorescens (FONSECA, 2003). Outras sequiéncias genéticas com maior poder de resolucao
vém sendo buscadas de modo atornar a utilizagdo do sequenciamente do DNA mais eficiente
para a diferenciagdo de espécies citando-se 0s genes housekeeping e MLSA (Multi Locus
Sequence Analysis) que tem mostrado importancia crescente para a sistemética bacteriana ao
nivel intraespecifico (STACKERBRANDT, 2002). Métodos baseados em loci acompanham
as mudancas evolutivas mais rapidamente do que genes do RNAr e a utilizacdo de multiplos
genes exerce um efeito tampdo contra os efeitos de distor¢éo de recombinacdo que podem

ocorrer em um unico locus. A andlise de genes housekeeping ainda ndo é comumente
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utilizada na descricéo de espécies em fungdo da limitacdo dos bancos de dados existentes
(Gevers et al. 2005). Em 2008 foi criado um banco de dados na Espanha chamado

multiplos genes de estirpes tipo de pseudomonas visando a criagdo de uma base ampla para o
MLSA ao exemplo do que existe hoje para 0 gene 16S RNAr e a substituicdo da técnica de
hibridizacgo para identificacdo de espécies. A lista de genes inclui operons (16S RNAr, 23S
RNATr e 0 espaco intergénico I TS1 e os genes de RNAt-Alae RNAt-ILe), genes housekeeping
(atpD, gyrB, recA, rpoB, rpoD) e os genes funcionais (car, cat, nir, nor, nos) (BENNASAR et
al., 2010).

A introducdo de novas metodologias de caracterizagdo e identificagdo implica em
alteracbes significativas na taxonomia bacteriana. Nesse sentido, € possivel que a
classificaco atual do género Pseudomonas sofra ainda muitas modificagdes, ndo obstante

algumas bases tém sido amplamente aceitas pela comunidade de microbiologistas como The

Na classificagd mais recente encontram-se 128 espécies no género Pseudomonas,
pertencentes a subclasse gama-Proteobacteria divididas em dois grandes grupos: fluorescentes
e ndo fluorescentes. O grupo fluorescente inclui espécies: (1) fitopatogénicas com presenca de
citocromo ¢ oxidase (P. cichorii, P. marginalis e P. tolaasii); (2) ndo fitopatogénicas e ndo
necrogénicas (P.fluorescens, P. putida, P. chlororaphis, P.aureofaciens e P. aeruginosa); e
(3) fitopatogénicas, necrogénicas e com citocromo c¢ oxidase ausente (P. syringae e P.
viridiflava). Ao grupo néo fluorescente pertencem as espécies: P. stutzeri, P. mendocina e P.
alcaligenes (CHOUDARY et al., 2009).

2.2 Rizobactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

Bactérias fluorescentes do grupo pseudomonas sdo reconhecidas como bactérias promotoras
do crescimento de plantas (BPCPs) devido a capacidade de biossintese de reguladores de
crescimento, écidos orgéanicos, ACC desaminase e exopolissacarideos, bem como de atuar
como antagonisticas a fitopatégenos habitantes do solo (COMPANT et al., 2010; GLICK et
al., 2007). Vé&rios estudos evidenciaram a capacidade dessas rizobactérias na promocdo do
crescimento de inUmeras espécies de plantas cultivadas, como, por exemplo, tomate

(SIDDIQUI & SHAUKAT, 2002), aface (SOTTERO et al., 2006), pepino (LUCON &t dl.,
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2008), milho (MARULANDA et a., 2009), couve (PINTON et al., 2010), algodéo (YAO et
al., 2010), abacaxi (BALDOTTO et d., 2010), dentre outros.

Em geral, o sistema radicular das plantas inoculadas com RPCPs é bem desenvolvido,
0 que por sua vez, favorece o crescimento da parte aérea. Por outro lado, a maior abundancia
de raizes estimula as populagfes de rizobactérias favorecendo o estabelecimento de diversos
grupos bacterianos benéficos, como as bactérias diazotréficas (SILVA et al., 2009).
Além de caracteristicas associadas diretamente a promogdo do crescimento de plantas,
estudos comprovam que as pseudomonas fluorescentes produzem diversos antibidticos e
apresentam atividade antagonistica a fungos fitopatopatogénicos habitantes do solo. O fato de
essas bactérias apresentarem elevada competéncia rizosférica tem sido associado ao sucesso
como agente de biocontrole. A producdo de diversos metabdlitos, tais como: fenazinas,
pioluterinas, di-acetil-fluoroglucinois (YAN et a., 2007; SALMAN, 2010; SHANMUGAIAH
et a., 2010); compostos organicos volateis (KAl et a., 2007); &cido cianidrico (HAAS &
DEFAGO, 2005); sideroforos (KAPSALIS et a., 2008) e enzimas liticas (ARORA et al.,
2007) e mecanismos de “quorum sensing” (RUMJANEK et a. 2004) caracteristicos de
pseudomonas sdo atribuidas a capacidade de controle bioldgico e sdo consideradas como um

modo indireto de promog&o do crescimento vegetal.

2.2.1 Mecanismos diretos de promogéo do crescimento de plantas por pseudomonas
fluor escentes

Na auséncia de fitopatdégenos, bactérias fluorescentes do grupo pseudomonas
apresentam mecanismos capazes de promover diretamente o crescimento de plantas. Entre
estes, um dos mais estudados é a producéo de auxinas que estimula o crescimento do sistema
radicular das plantas inoculadas melhorando de forma geral a aquisicéo de agua e nutrientes
(SPAEPEN et al., 2007; LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009). Sob condigdes de estresses
abidticos, a producdo da enzima ACC desaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato
desaminase) é também um mecanismo capaz de estimular o sistema radicular através da
diminuicdo dos niveis de etileno nas raizes (GLICK et al., 2007). Outra caracteristica das
Pseudomonas fluorescentes associada a promogdo direta do crescimento vegetal é a
capacidade de solubilizacdo de fosfatos insolUveis através da producdo de acidos organicos e
de fixagdo do nitrogénio atmosférico, tanto na forma livre, como quando associada a planta
(SHIRAISHI et al., 2010). O estimulo no desenvolvimento do sistema radicular repercute no
crescimento e desenvolvimento da planta, beneficiando a aceleragéo da taxa de germinagéo, a

obtencdo de mudas mais vigorosas, menos suscetiveis ao ataque de fitopatdgenos habitantes
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do solo e mais tolerantes a estresses ambientais, o incremento na &rea foliar, no contelido de
clorofila, na absor¢éo de nutrientes, no contelido de proteinas e na biomassa total contribui
paraamaior estabilidade no cultivo e producdo (KRAISER et al., 2011).

2.2.2 Producéo de auxinas

A biossintese de auxinas, giberelinas e citocininas por bactérias fluorescentes do grupo
pseudomonas pode mediar a promocéo de crescimento de plantas em condi¢des favoraveis ou
sob estresses (EGAMBERDIEVA, 2009; LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009). De
acordo com Glick et a. (2007) o estimulo ao crescimento decorrente da producdo desses
compostos por BPCPs é mais expressivo sob condigdes adversas. Uma série de estudos
demonstra que durante o estresse salino, esses reguladores induzem tolerancia incrementando
a taxa de germinagéo de sementes, 0 crescimento e o estande de plantulas sadias (AFZAL et
al. 2005; EGAMBERDIEVA, 2009; YAO et a., 2010). Dentre esses reguladores, a producéo
de auxinas por bactérias € o mais estudado, devido a importancia desses compostos sobre o
crescimento e desenvolvimento dos vegetais como um todo, mas especialmente sobre o
sistema radicular, através do estimulo ao surgimento de raizes laterais a partir de células do
periciclo e raizes adventicias em Grgdos excisados, que sdo Uteis na propagacao por estaquia
de diversas espécies vegetais (MOCKAITIS & ESTELLE, 2008; TAIZ & ZEIGER, 2009).

A producéo de auxinas por pseudomonas fluorescentes estimula o surgimento de
raizes secundarias que maximizam a exploracdo do solo e, conseglientemente, favorecem a
maior absorcdo de &gua e de nutrientes, principalmente o fosforo que depende de
interceptacdo radicular para que seja absorvido (HODGE et al. 2009, PIMENTEL, C., 1998;
YANG et al. 2008,).

Dentre as moléculas com atividade auxinica, a mais estudada € o acido indol-3-acético
(AlA) gque tem como principal precursor o aminoacido aromético triptofano que participa de
pelo menos cinco vias de biossintese: indol-3-acetonitrila, indol-3-acetamida, indol-3-
piruvato, triptamina e triptofano oxidase. Além dessas vias, supde-se que 0 AIA possa ser
sintetizado a partir do antranilato e numa via alternativa independente do triptofano, uma vez
que AlA é produzido em baixas concentracBes, em meios de cultivo sem a presenca desse
aminoacido (MOCKAITIS & ESTELLE, 2008; SPAEPEN et al., 2007).

As auxinas produzidas por pseudomonas interferem com o pool de auxinas da planta
dependendo da quantidade produzida e da sensibilidade dos tecidos vegetais. Além disso, as

auxinas tém efeito pleiotropico, ou seja, uma mesma concentracdo pode estimular ou inibir o
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crescimento e o desenvolvimento de um determinado 6rgdo. Na planta, araiz € um dos 6rgéos
mais sensiveis a flutuagdes de AIA gque promove desde o alongamento da raiz principal, a
formac&o de raizes secundérias até a paralisacao do crescimento (TAIZ & ZEIGER, 2009).

De acordo com Patten & Glick (1996) apud Spaepen et al. (2009) cerca de 80% das

bactérias rizosféricas sdo capazes de produzir AIA, sendo que a existéncia de diferentes vias
metabdlicas e a diversidade de respostas, sugerem que esta molécula exerce um papel
importante na interagdo entre bactérias e plantas. A producdo de AIA esta associada a
patogénese por bactérias fitopatogénicas, com ou sem a formacdo de tumores. A sintese de
grandes quantidades de AlA associada a presenca de células sensiveis no tecidos é capaz de
induzir uma intensa multiplicagdo celular decorrente do desbalanceamento da relagdo
auxinalcitocinina e também pode aumentar a sensibilidade dos tecidos da planta a toxinas
produzidas por bactérias fitopatogénicas (YAMADA, 1993). Bactérias fitopatogénicas podem
produzir elevadas concentracbes de AIA em meio de cultivo mesmo sem a adicdo de
triptofano, conforme ja foi demonstrado para P. syringae pv. pisi (YAMADA, 1993). O
desenvolvimento de nédulos radiculares em leguminosas ocorre a partir da mudanca nas taxas
de auxina e citocinina nas células do cortex radicular devido a produc&o de inibidores do
transporte e da agdo das auxinas pelos rizobios (TAIZ & ZEIGER, 2009). Para bactérias de
vida livre que promovem o crescimento de plantas através da producdo de AlA, o estimulo ao
crescimento das raizes é vantgoso por aumentar os nichos de infeccdo e a exsudacdo
radicular (LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009).
Além do AIA, existem outras substancias de origem natural que agem como auxinas. Isto é
evidenciado pela diversidade de transportadores de membrana em raizes de plantas com
diferentes niveis de especificidade para os acidos 4-cloro-indol-3-acético, indol-3-butirico,
indol-3-piravico e indol-3-acetonitrila que também podem ser produzidos por pseudomonas e
sd0 intermedi&rios na via de sintese do AIA dependente de triptofano em plantas e
microrganismos (MOCKAITIS & ESTELLE, 2008).

2.2.3 Solubilizagéo de fosfatosinsolGveis

O fosforo € um macronutriente essencial de ciclo aberto que ndo forma compostos
estaveis na atmosfera. Nos solos, sua dinamica € caracterizada por processos fisico-quimicos -
sor¢do e dessorcao e bioldgicos - imobilizagdo e mineralizagdo. O P organico compreende a
fracdo desse elemento associado aos tecidos de plantas, animais e microrganismos que €

hidrolisado por bactérias, fungos, actinomicetos e protozoarios e mineralizado por
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microrganismos heterotroficos que produzem enzimas como as fosfatases e as fitases que
disponibilizam o P na solucgéo do solo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Em solucdo, o fésforo se liga a col6ides permanecendo numa forma de baixa
estabilidade (18bil) que pode passar para a forma néo labil quando forma complexos com o
ferro, o célcio e o auminio. A maior parte do fosforo aplicado em fertilizantes é perdida
devido a este processo, conhecido como fixacdo do P que limita a eficiéncia da fertilizagdo
em 10 a 25% e a concentragio de P disponivel no solo a 1 mg kg™ , o que demanda a
aplicacdo de quantidades superiores a necessidade das culturas representando um custo
elevado para o produtor com a compra de fertilizantes e aumento da dependéncia de insumos
externos na propriedade agricola. Além disso, alixiviacdo dos fertilizantes fosfatados soliveis
€ responsavel pela eutrofizacdo de lagos, represas e agudes (GY ANESHWAR et a., 1999;
RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; KHAN et a., 2009). Por isso, 0 uso de fertilizantes
fosfatados de alta solubilidade tem sido associado a degradacéo ambiental em funcéo da baixa
eficiéncia e do longo tempo de uso (ADESEMOYE & KLOEPPER, 2009). Reduzir o uso de
fertilizantes minerais e melhorar a eficiéncia desses produtos é imperativo para manter a
produtividade das culturas e reduzir o efeito negativo da atividade agricola sobre 0 meio
ambiente (ADESEMOYE & KLOEPPER, 2009). Uma possibilidade envolve a utilizacgo de
fontes de P de baixa solubilidade associadas & inoculagdo de bactérias que solubilizam
fosforo (BSFs). De acordo com Khan et a. (2009), BSFs sdo amplamente distribuidas e uma
elevada proporgéo pode ser obtida da rizosfera onde sdo metabolicamente mais ativas. Cerca
de 40% da populacéo de bactérias cultivaveis da rizosfera € capaz de solubilizar fésforo em
cultura (SPAEPEN et al., 2009). Em diferentes solos, a proporcdo de BSFs pode ter relacdo
com o conteldo de matéria organica e de P (BARROTI & NARRAS, 2000). Bactérias
fluorescentes do grupo pseudomonas sdo capazes de solubilizar fosfatos insolUveis devido ao
efeito combinado da producéo de acidos organicos por reducdo do pH e quelacdo de cétions
que competem com o fosfato pelos sitios de adsor¢do no solo (RODRIGUEZ & FRAGA,
1999). Esses compostos quelam os cétions ligados ao fosfato devido a presenca dos
grupamentos hidroxilas e carboxilas liberando o P complexado com o calcio por redugdo no
pH e, em complexos com ferro e aluminio, por complexacdo dos cétions e por dissolucéo
como resultado da troca anidnica do fosfato pelo anion do acido (KHAN et al., 2009).
Pseudomonas produzem diversos &cidos orgéanicos, entre estes, o acido glucdnico é o
principal quando se trata de solubilizacgo de P. Em meio de cultivo amaior eficiénciain vitro

tem sido correlacionada a0 tipo e a quantidade de &cidos excretados por essas bactérias, tais
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como acido glucbnico, acido oxdlico, &cido cetoglucdnico, &cido latico, acido succinico, &cido
formico, acido citrico e &cido malico. Pseudomonas também produzem sideréforos de elevada
afinidade que quelam o Fe™ e liberam o P de complexos com esse elemento (PARK et al.,
2009; VYAS & GULATI, 2009).

2.2.4 Outros mecanismos de promocao do crescimento de plantas sob estresse abidtico:
atividade da ACC desaminase e biossintese de exopolissacar ideos

CondicOes abidticas que limitam o crescimento e o desenvolvimento vegetal sdo
resultantes de desequilibrios ambientais de origem natural ou antropica, tais como, 0 excesso
ou a fata de &gua e minerais, presenca de sainidade, metais pesados e contaminantes
organicos. Sob tais condicfes, as plantas sintetizam pequenas moléculas conhecidas como
espécies ativas de oxigénio, tais como oxigénio singleto, hidroxilas livres e perdxidos, que
comprometem a integridade das membranas celulares e levam a reducdo na taxa de
fotossintese liquida, encurtamento do ciclo vegetativo, modificagdes nas relaces fonte /
dreno e mudangas na composi¢do da seiva floemética (PIMENTEL, 1999; IMLAY, 2008).

Evidéncias comprovam o potencial de pseudomonas fluorescentes em incrementar a
producéo de plantas sob condigdes favoraveis ou ndo ao crescimento, tendo sido observada
correlacdo positiva entre a toleréncia a estresses e 0 estabelecimento na rizosfera de
popul agBes desse grupo de bactérias (LUCY et al., 2004). Sob condicfes de estresse abidtico,
a biossintese de exopolissacarideos e da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato
desaminase (ACC desaminase) sd0 mecanismos chave associados a promocao de crescimento
de plantas (GLICK et a., 2007; SALEEM et al., 2007; MARULANDA et al., 2009; YANG et
al., 2008).

Exopolissacarideos (EPS) séo polimeros higroscopicos que acumulam percentuais de agua
superior a prépria massa. Os EPS podem reduzir a perda evaporativa de agua mantendo as
células hidratadas garantindo condicfes metabdlicas adequadas durante periodos de estresse
por seca e sadlinidade. EPS participam também da arquitetura dos biofilmes reconhecidos
como uma estratégia capaz de aumentar as chances de estabelecimento de populacdes
bacterianas quando inoculadas no solo e nas sementes (COSTERTON, 1995; CHANG et d.,
2007; CZACZYK & MY SZKA, 2007).

Exopolissacarideos presentes no material capsular de bactérias podem ser disponibilizados
no solo onde séo adsorvidos por argilas ou se ligam mediante pontes de hidrogénio, forca de

Van der Waals e adsorcéo anidnica formando uma cépsula ao redor dos agregados do solo.
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Nessas condi¢des observa-se aumento no potencial de dgua ao redor das raizes, incremento na
absorcdo de &gua e nutrientes e, por conseguinte, maior acimulo de matéria seca pela planta
(ALAMI et al. 2000; MILLER & WOOQOD, 1996).

Em condic¢des de salinidade, EPS podem diminuir o contetido de sais disponiveis para as
plantas, ligando-se a cétions como o Na* e dificultando sua absor¢do pelas raizes (GEDDIE &
SUTHERLAND, 1993).

Pseudomonas produzem diferentes tipos de EPS: levan, marginalan, celulose e alginato,
sendo a produgdo desses compostos induzida sob condicdes de estresse hidrico (KEITH et al.,
1999; KACHLANY et a., 2001; CHANG et a. 2007). SANDHYA et a. (2009)
demonstraram que a estirpe GAP-P45 de P. putida produz quantidades significativas de EPS
gue correlacionam positivamente com o incremento da matéria seca da parte aérea e do

sistemaradicular de plantulas de girassol cultivadas sob condi¢des de déficit hidrico.

Os estresses de origem biética ou abi6tica quase sempre induzem a sintese de etileno, que
em plantas superiores, ocorre a partir do aminoacido sulfurado metionina (GLICK, 2005). A
SAM sintetase catalisa a conversdo da metionina a S-adenosil-L-metionina (SAM), que
posteriormente € convertido, pela atividade da ACC sintase, em &cido-1-carboxilico-1-
aminoclopropano (ACC) e 5-metil-tio-adenosina. Em seguida, a ACC oxidase catalisa a
conversdo do ACC a etileno, produzindo também diéxido de carbono e écido cianidrico nesta
etapa. O etileno produzido em condicbes de estresse € capaz de inibir o alongamento das
raizes, nodulagdo e transporte de auxinas, dém de induzir hipertrofias, senescéncia e abscisao

de érgaos.

Pseudomonas fluorescentes produzem a enzima ACC desaminase (Acds) que catalisa a
desaminacdo do ACC para produzir cetobutirato e aménia, ambos utilizados para o
crescimento bacteriano, diminuindo dessa forma os niveis de etileno nos tecidos da planta
(GLICK et d., 2007). Como consequiéncia direta da atividade da Acds, observa-se aumento
no crescimento da raiz e da parte aérea, acimulo de biomassa e protecdo das plantas
contrapondo-se aos efeitos inibitorios do etileno ja descritos. Os resultados sugerem que o
decréscimo nos niveis endogenos de etileno torna a planta mais resistente aos estresses
ambientais (GLICK, 2005; VANLOON & GLICK 2004).

Uma série de estudos relaciona a biossintese de Acds por estirpes de pseudomonas a

inducdo de toleréncia nas plantas a salinidade, alagamento, seca e metais pesados (CHENG et

33



a., 2007; GAMALERO et a., 2009; KAUSAR et d., 2009). Os resultados obtidos por
Gamalero et al. (2009) demonstraram que a estirpe UW4 de P. putida, Acds’, sob condigtes
de estresse salino, promoveu o crescimento de pepino através do incremento do crescimento
radicular, enquanto o mutante defectivo, Acds, ndo demonstrou capacidade semelhante. A co-
inoculagdo da estirpe UW4 (Acds’) com um isolado do fungo micorrizico Gigaspora rosea
sob estresse salino, favoreceu a promogédo de crescimento do pepino na presenca de estresse
salino e houve promogdo de crescimento superior aguela obtida com os microrganismos de
formaisolada, além de estimulo a colonizacdo micorrizica.

A estirpe UW4 (Acd"), tolerante a altos niveis de salinidade e baixa temperatura, foi
capaz de se estabelecer na regido rizosférica e de promover o crescimento de plantas de
canola (CHENG et a., 2007). O efeito da inoculacdo das estirpes UW4, CAL2 de
Enterobacter cloacae, P. putida (ATCC17399/pRKACC) e P. putida (ATCC17399/pRK415)
sobre o crescimento de tomate em condi¢Oes alagadas mostrou incrementos significativos
sobre os parametros de crescimento das mudas com a inoculagdo das bactérias (GRICHKO &
GLICK, 2000). Os autores sugeriram que a biossintese de Acds pode estar relacionada as
respostas observadas. Estirpes de P. brassicacearum, P. marginalis, P. oryzihabitans, P.
putida, Pseudomonas sp., Alcaligenes xylosoxidans, Alcaligenes sp., Variovorax paradoxus,
Bacillus pumilus, e Rhodococcus foram tolerantes a0 Cd*? e estimularam o crescimento de
mudas de videira na presenca de 300 M CdCl, em solucdo nutritiva (ARSHAD et al., 2007).
Em outro estudo, Reed & Glick (2005) mostraram que uma estirpe bacteriana (Acds’) foi
mais eficiente do que bactérias nativas, em promover o crescimento de plantas de canola
crescendo em solo contaminado com cobre e creosoto.

De acordo com Saeem et a. (2007), a obtencdo de plantas transgénicas mais
tolerantes e produtivas em condigdes de seca, encharcamento e salinidade tem sido buscada
por meio de transformacdo visando a expressdo de genes acdS. No estudo conduzido por
Rodriguez et al. (2008) plantulas transgénicas de canola transformadas com o gene acdS da
estirpe UW4, foram expostas a atas concentracfes de niquel e demonstraram incremento
(50%) no percentual de emergéncia em relacdo as plantas ndo transformadas (25%). Ainda
assim, quando comparadas as plantas ndo transgénicas inoculadas com outra estirpe de P.
putida, HS-2, tolerante ao niquel, observou-se que as plantas ndo transformadas obtiveram
87,5% de emergéncia contra 62,5% das plantas transformadas e inoculadas. Nesse estudo,

houve promocdo de crescimento, a despeito da ata concentragdo de niquel registrada nas
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raizes e na parte aérea das plantulas inoculadas com HS-2, sugerindo o potencia da

inoculagdo para aumentar a performance das plantas a estresses abi 6ticos.

2.3 Competéncia rizosférica e producao de sider 6for os

O ferro, um dos mais importantes elementos utilizados para o crescimento microbiano, é
requerido como co-fator na sintese de um expressivo nimero de enzimas e ferro-proteinas,
além da clorofila, sendo essencial na manutencéo da integridade dos cloroplastos (CHEN et
a., 1998). E um dos elementos mais abundantes na Terra e poder-se-ia esperar que
microrganismos ndo apresentassem problemas na sua aquisicdo. No entanto, desde que
organismos fotossintetizantes enriqueceram a atmosfera terrestre com oxigénio, ha dois
bilhGes de anos atrés, o ferro disponivel tem sido progressivamente convertido na forma
férrica a qual € insolivel em agua (LEWIN, 1984). A combinacdo de baixa disponibilidade
biol6gica e elevada demanda de ions férricos na rizosfera determina uma forte competicéo
entre microrganismos. O aparecimento de sideroforos para aquisicéo de ferro pelas células
pode ser um mecanismo que levou a adaptacdo. Nessa competicdo, pseudomonas sao
eficientes em produzir sideréforos com dta e baixa afinidade causando uma deplecéo
localizada de ferro e levando vantagem para se estabelecer na rizosfera. A producdo de
sideroforos é reconhecida como um mecanismo chave para a competéncia de pseudomonas
em se estabelecer e se relaciona a elevada frequiéncia dessas populagdes na rizosfera das
plantas (LEMANCEAU et al., 2007).

Siderdéforos sGo moléculas de baixo peso molecular (500-1000 Da) produzidos por
fungos e bactérias, os quais quelam os fons Fe* para serem transportados para o interior das
células (NEILANDS, 1989). Apesar do baixo peso molecular ndo atravessam as membranas

celulares, sdo sintetizadas proteinas de membrana, transportadores, com alta e baixa afinidade.

Plantas contornam a deplecdo localizada de ferro, pois possuem estratégias para a
aquisicdo de Fe em solos onde 0 elemento esté indisponivel e também requerem menores
guantidades do que os microrganismos. Dicotiledéneas e monocotiledbneas ndo gramineaceas
reduzem quelados férricos concomitantemente a excrecdo de protons e aumento da atividade
de transportadores ferrosos na plasmalema das células radiculares. Monocotiledéneas
gramineéceas, classificadas como Fe-eficientes, secretam fitossideroforos frente ao estresse
por falta desse elemento (CURIE AND BRIAT 2003, HELL & STEPHAN, 2003).

Os sintomas visuais de nutricdo inadequada de ferro em plantas sGo as cloroses

intervenais de folhas jovens e o reduzido crescimento da raiz. Através da biossintese de
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sideréforos, pseudomonas podem incrementar a absorgéo de ferro em solos calcéareos, onde a
disponibilidade desse elemento € insuficiente para 0 crescimento vegetal e estimular o
crescimento de plantas devido ap aumento no suprimento de ferro (LUCON, 2000). Plantas
podem adquirir o ferro a partir de sider6foros bacterianos e estimular o seu crescimento. Wei
Jin et a.(2010) demonstraram que, mesmo em plantas Fe-eficiente como Trifolium pratense,
as popul agdes de bactérias que produzem sider6foros sdo mais abundantes quando as plantas

estéo crescendo em solos com baixa disponibilidade de ferro.

De acordo com os sitios ligantes especificos de Fe(lll), os sideréforos contém pelo
menos um &cido hidroxamico, um catecol e/ou um &cido a-hidroxicarboxilico que formam
anéis quelatos de cinco membros muito estéaveis com Fe(ll1) e relativamente estaveis com
cobre(ll), auminio(lll), cromo(lll), gdio(lll), molibdénio(ll) e outros elementos
transurénicos (BENITE & MACHADO, 2002). Todos os hidroxamatos possuem uma metade
N-hidroxiornitina que tem moderada afinidade por Fe(l11). Pseudomonas s&0 capazes de
produzir uma variedade de sideréforos fluorescentes e ndo fluorescentes, tais como acido
sdicilico, pseudobactim, ferribactim, ferrosideréforos, ferricromo, ferroxamina B e
pioquelim. Podem produzir hidroxamatos e catecolatos e ainda sideréforos mistos, tais como
as pioverdinas que contém hidroxamatos e catecolatos numa relagcéo de 2:1 (BENITE &
MACHADO, 2002).

Na competicdo por ferro com outros microrganismos, pseudomonas utilizam duas
estratégias — produzir seus proprios sideréforos e usar sideréforos produzidos por fungos e
bactérias devido a presenca de receptores de ata e baixa afinidade que v&o ser mais ou menos
eficientes de acordo com o ambiente. Sistemas de baixa afinidade favorecem o uso de
diversos sideréforos produzidos. Em contraste, se determinados tipos de sideréforos
predominam em um habitat um reduzido nimero de receptores especificos pode ser suficiente

para que a populagéo de pseudomonas leve vantagem (LUCON, 2000).

Os estudos conduzidos por Lemanceau et a. (2007) mostraram que a producdo de
pioverdinas se relaciona com a competéncia rizosférica, pois pseudomonas obtidas da
rizosfera sdo mais eficientes em produzir sider6foros com elevada afinidade para Fe(l11) em
comparacdo as de solo livre. Também foi demonstrado que um mutante defectivo da estirpe
C7R12 de P. fluorescens para a producdo de pioverdinas foi menos competitivo do que a

estirpe selvagem quando foram inoculados em solo sem autoclavagem.
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A producéo de sideréforos € um mecanismo importante em bactérias para integrarem
inoculantes para a promogdo de crescimento de plantas porque sua producdo pode ser
vantgjosa para estirpes introduzidas na rizosfera que precisam se estabelecer e defender esse
nicho. A competéncia da estirpe em se estabelecer sobre as sementes e raizes é também um
ponto fundamental quando se considera a eficiéncia das rizobactérias promotoras do
crescimento vegetal. Apos ainoculagdo, a estirpe ou consorcio de estirpes, deve ser capaz de
competir com a microbiota residente e de utilizar os metabdlitos presentes na espermosferae/
ou na rizosfera para crescer e ativar vias de metabdlitos secundérios que vao interagir com a
planta e com outros microrganismos, o gue é definido como competéncia rizosférica (COOK,
2007; NELSON, 2004).

2.4. Regulacéo da producdo de metabdlitos em pseudomonas

Pseudomonas detém potencia para produzir diversas substéncias que estdo envolvidas
com a promogdo direta e indireta do crescimento de plantas. Dentre estes se destacam
reguladores do crescimento vegetal, peptideos, acidos organicos, antibidticos, sideréforos e
enzimas liticas (BERG et a., 2009; COMPANT et al. 2005; HAAS & DEFAGO 2005). A
producdo desses metabdlitos por pseudomonas é regulada por fatores bidticos e abidticos, tais
como a densidade celular, a composi¢éo e a quantidade de exsudatos de sementes e raizes,

contelido de carbono, aminoéacidos, metais pesados, elementos trago e toxinas.

2.4.1 Quorum sensing

A biossintese de compostos antimicrobianos por pseudomonas esta relacionada ao
mecanismo de quorum sensing (QS) (MILLER & BASSLER, 2001). Através desse sistema,
seres unicelulares possuem a habilidade de perceber o tamanho de sua populagdo em
determinado ambiente devido a produgdo de substancias sinalizadoras, denominadas auto-
indutores (CAMILLI & BASSLER, 2006).

A partir de uma determinada concentragdo limite de auto-indutores, estes sinais
funcionam como co-indutores e passam a regular a transcri¢éo de genes-alvo, 0 que garante
vantagens para a populacéo bacteriana, pela coordenacdo da expressdo génica conferindo as
mesmas caracteristicas de organismos multicelulares (ANDERSEN et al., 2003; RUMJANEK
et al., 2004).

Em pseudomonas, o sistema QS esta envolvido com a regulagdo da mobilidade,
tolerdncia a estresses, transferéncia horizontal de genes, producdo de surfactantes,
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antibidticos, enzimas extracelulares e formagdo de biofilmes (VON BODMAN et al., 2003;
DECHO et al., 2010).

Os biofilmes bacterianos sdo agregados multicelulares aderidos a um substrato biético
ou ndo, inseridos em matrizes poliméricas, que sdo geralmente associadas a mecanismos de
QS e que permitem o acimulo de autoindutores (DANHORN & FUQUA, 2007). Estas
matrizes conectam as células e consistem basicamente de polissacarideos extracelulares e
podem conter DNA e proteinas (COSTERTON et a., 1999).

A formagéo de biofilmes protege a populagdo bacteriana quando inoculada no solo e
nas sementes e favorece a manutencdo de uma densidade populaciona para que se iniciem
interacdes benéficas ou deletérias entre a planta e a bactéria (DANHORN & FUQUA, 2007).

O sistema QS envolve duas proteinas, uma receptora e uma homoserina lactona sintase
que cataliza a sintese de lactonas homoserinas que sdo moléculas sinalizadoras de quorum
sensing. Em pseudomonas fluorescentes os principais sinalizadores sdo as acil-lactonas
homoserinas (ALHSs). Neste grupo bacteriano, a expressdo dos genes de biossintese de
compostos antimicrobianos é regulada por sistemas protéicos compostos por dois
componentes. uma proteina transmembrana que funciona como um sensor ambiental e uma
proteina regul atoria que media mudancas na expressao génica em resposta ao sensor de sinais.
Dentre esses sistemas destacam-se GacA/GacS, GrrA/GrrS, RpoD/ RpoS, GacA/RsmA
(COMPANT et a., 2005; GE et d., 2007). Em pseudomonas o sistema QS regula multiplos
genes envolvidos com a persisténcia no sistema radicular, tais como a produgdo de

antibi6ticos, exoproteases, apresentacdo da superficie celular (LOH et a., 2002).

De acordo com Fuqua et a. (2001), a biossintese e a secrecéo de antibi6ticos ocorrem
geralmente depois gque as bactérias entram na fase estacionéria de crescimento, quando a

densidade celular alcanca determinado quorum que é percebido pelo acimulo de ALHSs.

A producdo de sinalizadores por populacbes de Pseudomonas também estéo
relacionadas a competéncia rizosférica. No estudo conduzido por Wei & Zhang (2006) um
mutante na estirpe 2P24 de P. fluorescens defectico na producdo de ALHS, ndo perdeu a
capacidade de produzir antimicrobianos, mas ndo formou biofilme e ndo colonizou arizosfera
do trigo, perdendo a habilidade de antagonizar Gaeumannomyces graminis var. tritici.Y an et

a. (2007) demonstraram correlacdo significativa entre a biossintese de fenazina e pioluterina
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em resposta a0 acimulo de dois sinalizadores. N-butiril-homoserina-lactona e N-hexanoil-

homoserina em Pseudomonas sp. M18.

Plantas respondem a ALHs produzidos por bactérias. Jafoi reportado que a espécie de
leguminosa Mendicago truncatula € capaz de detectar e responder a ALHs produzidos por
Pseudomonas aeruginosa e Snorhizobium melioti pela mudanca na expresséo de genes
ligados a sintese de flavondides, resposta hormona e metabolismo, proteinas regulatorias,
degradacéo, sintese e citoesgqueleto (BAUER et al., 2005).

Plantas e algas também podem produzir substancias que mimetizam ALHs produzidos
por bactérias. Algas produzem furanonas halogenadas que sdo semelhantes a ALHs
produzidas por bactérias Gram-negativas (BAUER et al., 2005). Embora ndo esteja clara qual
€ a natureza das substancias que mimetizam ALHs em plantas, sabe-se que interferem com o
quorum sensing das popul actes bacterianas associadas a rizosfera, estimulando ou inibindo a

expressao de genes que séo regulados por sistema QS.

2.4.2 Exsudatos de sementes eraizes

Exsudatos de sementes e raizes sdo fatores chave para a estrutura e funcdo da
comunidade microbiana associada a estes 6rgdos. Acidos organicos, aglicares, aminoacidos,
lipideos, cumarinas, flavondides, proteinas, enzimas, compostos alifaticos e aromaticos sao
exemplos de substancias encontradas nainterface solo-raiz (LYNCH, 1990; NEL SON, 2004).
Dentre esses, é&cidos organicos sdo considerados as principais bases nutricionais e
determinantes da colonizag@o rizosférica (COOK, 2007), enquanto oligossacarideos e
aminoécidos sd0 0s principais compostos de baixo peso molecular disponivel para os
microrganismos (LUGTENBERG et al., 2002).

A quantidade e composicao dos exsudatos sdo influenciadas por diversos fatores, tais
como espécie e cultivar da planta, ciclo de vida, idade, nutricdo, presenca de microrgani smos,
solucdo do solo, temperatura, luminosidade e presenca de metabdlitos microbianos
(ROVIRA, 1990).

Uma série de evidéncias relaciona a competéncia de rizobactérias em se estabelecer na
regido da espermosfera e darizosfera e utilizar os exsudatos disponiveis, a expressao de genes
ligados a0 metabolismo de compostos com atividade antimicrobiana e a promogdo de
crescimento (COMPANT et al., 2010; KAMILOVA et d., 2006; LEMANCEAU et a., 2007).

Pseudomonas fluorescentes sdo reconhecidas promotoras de crescimento de plantas
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apresentando distribuicdo cosmopolita possivelmente relacionada a uma alta adaptabilidade
genéticaefisiologica (BATTLE et a., 2009).

De acordo com Loper & Gross (2007), no genoma da estirpe Pf-5 de P. fluorescens, ha
genes que conferem uma ampla capacidade metabdlica, incluindo a utilizagdo de uma
variedade de &cidos organicos, aglicares e aminoacidos presentes nos exsudatos de raizes e
sementes. Pf-5 tem genes para 0 metabolismo de carboidratos derivados de plantas como
maltose, sacarose, trealose e xilose, assim como para compostos mais complexos como
vanilato, benzoatos e longas cadei as de &cidos graxos e hidrocarbonetos presentes em 6leos de
diferentes plantas. A capacidade de usar os compostos presentes no exsudatos radiculares
associada a producdo de sideréforos possivelmente se relaciona a competéncia das

pseudomonas n arizosfera de diferentes espécies vegetais.

No estudo conduzido por Mazzola et a. (2004), avaliou-se a relacdo entre a populagéo
de pseudomonas capaz de produzir 2,4 —diacetil-fluoroglucinol (DAPG+) associada a
rizosfera de cinco cultivares de trigo. Concluiu-se que exsudatos radiculares da cultivar
Lewjain, incrementaram, significativamente, a populagdo de pseudomonas DAPG+, em

comparacdo com as demais cultivares avaliadas.

Fontes de carbono e aminoécidos presentes nos exsudatos radiculares exercem
influéncia seletiva sobre o espectro de antibidticos produzidos por pseudomonas. Duffy &
Défago (1999) relacionaram precursores presentes nos exsudatos de plantas com a biossintese
de antibidticos por pseudomonas. Neste estudo, observou-se que a producdo de
diacetilfluoroglucinol foi dependente de acetil-CoA, de pioluterina foi dependente de prolina,
de &cido cianidrico de glicina, de triptofano para pirrolnitrina e de é&cido corismico para

fenazina

Strigul e Kravchenko (2006) avaiaram a contribuicdo de compostos organicos
soltvels, do oxigénio molecular e do nitrogénio no solo na sobrevivéncia de pseudomonas
artificialmente introduzidas na regido rizosférica. Observou-se que a populacdo microbiana
oscila como resultado da periodicidade da exsudacdo radicular. A populacdo de pseudomonas
introduzida aumentou apenas durante o primeiro ciclo de exsudacdo, decrescendo, em
seguida, em funcdo da pronunciada competicdo por substratos organicos com o0s

microrgani Smos residentes.
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Percebe-se que fatores que influenciam a fisiologia das plantas, tém agéo sobre a
disponibilidade de compostos narizosfera e, por conseguinte, sobre a comunidade microbiana
associada. Uma série de estudos sobre regulacdo génica de pseudomonas mostra que genes
envolvidos com o metabolismo de aglcares e aminoacidos sdo induzidos por exsudatos de
raizes e sementes. Exsudatos de sementes de canola induzem a expressdo de transportadores
de agUcares em P. putida GR12-2R3. Demonstrou-se que exudatos de sementes de beterraba
ativaram os sistemas regulatorios GacS/GacA envolvidos na biossintese de metabdlitos
secundarios (NELSON, 2004). Koch et a. (2002) demonstraram que a biossintese de
anfimisina por Pseudomonas sp. strain DSS73 € estimulada por exsudatos de sementes de
beterraba dentro de 3 a 4 h apds a semeadura em substrato previamente inoculado com P.

ultimum.

No estudo realizado por Raaijmakers & Weller (2001), comparou-se a capacidade de
utilizacdo de 53 substratos organicos por P. fluorescens capazes de colonizar a rizosfera de
trigo. A utilizagdo de trealose, benzoato e valerato separaram as estirpes mais eficientes na
colonizagdo. Nao obstante, De la fuente et a. (2007) avaliaram 55 estirpes de P. fluorescens
(DAPG+) e ndo encontraram correlagdo entre a habilidade de utilizar estas trés fontes de

carbono e competéncia rizosféricaem trigo e ervilha.

Em uma série de estudos, observou-se um aumento significativo na producéo de AIA
por pseudomonas quando o meio de cultivo € suplementado com L-Trp e ap0s as bactérias
entrarem em fase estacioné&ria de crescimento (GRAVEL et a., 2007; PEYVANDIA et d.,
2010; KOCHAR et a., 2011) Se ndo for adicionado L-Trp ao meio de cultivo, ainda sim é
possivel detectar a producdo de AIA por estas bactérias, porém em concentracdes
significativamente inferiores que possivelmente sdo sintetizadas a partir de uma via
independente deste aminoacido (SPAEPEN et al., 2007).

Narizosfera, a producdo de auxinas por pseudomonas também pode ser dependente da
concentracdo de L-Trp presente nos exsudatos radiculares. Num estudo conduzido por
Kamilova et al. (2009) observou-se que a inoculacdo da estirpe WCS365 de Pseudomonas
fluorescens que € habil em converter L-Trp em auxinain vitro ndo estimulou o crescimento de
tomate, embora tenha estimulado o crescimento de rabanete que exsudou nove vezes mais L -
Trp do que o tomate. Este resultado pode explicar em parte a auséncia de promocéo de

crescimento quando se inocula pseudomonas em diferentes espécies de plantas.
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De acordo com Glick et a. (2007) existe uma ligacdo entre a sintese de &cido indol-
acético e a producéo de ACC nas plantas. No modelo proposto, o L-Trp estimula a sintese de
AlA pdas bactérias associadas as raizes que em conjunto com o AlA presente nos tecidos da
plantas induzem a multiplicacdo celular, o alongamento celular (crescimento &cido) e a
transcricdo da ACC sintase que cataliza a formag&o do ACC precursor do etileno. O ACC
pode ser parcialmente excretado pelas raizes e usado como fonte de carbono e nitrogénio
pelas bactérias que produzem ACC desaminase, convertendo-o em cetobutirato e aménia.
Sabe-se que o etileno € um potente inibidor do crescimento das raizes. Este loop regulatério
promove o crescimento daraiz pela producdo de AIA ao passo que diminui a concentracdo de
etileno o que impacta significativamente o crescimento e a multiplicagdo das raizes
secundérias.

A producéo do acido glucénico, envolvido na solubilizacéo de fosfatos insollveis por
pseudomonas, pode ser influenciada por &cidos organicos exsudatos pelas raizes. Com
respeito a este mecanismo, Patel et a. (2011) investigaram a producéo de &cido gluconico em
Pseudomonas aeruginosa e concluiram que baixas concentracbes de acidos malico e
succinico inibem reversivelmente a atividade da glicose desidrogenase, que é uma enzima
chave para a sintese de &cido gluconico.

A rapida utilizagcdo de exsudatos de sementes e raizes pode garantir uma vantagem de
bactérias antagonistas sobre microrganismos fitopatogénicos. Sementes sdo vulneraveis
principalmente entre as primeiras 12-24 h apds a germinacdo (NELSON, 2004), assim um
agente de biocontrole que expresse mecanismos de antagonismo nesse curto intervalo € mais
eficiente contra R. solani e outros fungos fitopatogénicos que atacam as plantas nos estadios

iniciais do desenvolvimento.

E tecnicamente dificil obter um quadro detalhado da exata localizagdo dos nutrientes
na rizosfera e como estirpes de pseudomonas expressam genes de biossintese de substancias
que promovem o0 crescimento de plantas em resposta a quantidade e qualidade desses
nutrientes. A principio, 0s microrganismos que crescem na superficie das raizes apresentam
crescimento mais lento do que aqueles que crescem em meio de cultura no laboratorio. No
primeiro caso, ha limitacdo de fatores de crescimento ndo incluidos, como nutrientes nos
meios de cultura, além disso ha que se considerar a intensa competicdo entre 0s
microrganismos pelos nutrientes disponiveis na rizosfera (HAAS & KEEL, 2003). Em geral,
condic¢des que restringem o crescimento, assim como altas densidades celulares favorecem a

producdo de antibidticos e sideréforos, possivelmente como estratégia competitiva, enquanto
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6timas condicdes nutricionais tendem a ser exploradas para 0 metabolismo primério e arapida
multiplicagdo (MCARTHUR, 2006).

2.4.3 Toxinas

Toxinas produzidas por outros microrganimos presentes no solo, na espermosfera e na
rizosfera das plantas podem atuar negativamente sobre a producdo de metabdlitos com
atividade antagonistica e promo¢do de crescimento em pseudomonas. Algumas estirpes
antagonisticas sdo insensivels a estas toxinas gracas a habilidade de desintoxicacdo. Outras
ndo conseguem se desintoxicar e perdem a capacidade de promover o crescimento da planta

hospedeira.

Estirpes de Pseudomonas fluorescens, P. putida, P. cepacia e P. aeruginosa sensiveis ao
acido oxaico (AO) produzido por R.solani perdem a capacidade antagonistica a esse fungo
fitopatogénico. O AO atua inibindo a expressao de genes ligados a biossintese de compostos
antimicrobianos (DUFFY & DEFAGO, 1999). O &cido fusérico produzido por F. oxysporum,
também tem efeito inibitério sobre a producdo de DAPG por P. fluorescens (NOTZ et al.,
2002).

Num programa de selecdo de bactérias antagonistas podem-se buscar aguelas que
demonstrem potencial para 0 antagonismo adicionado a insensibilidade aos fatores de
viruléncia e que sdo estimuladas a produzirem antibi6ticos em resposta as toxinas produzidas
pelo fitopatégeno avo do biocontrole (NAGARAJKUMARA et al., 2005).

Demonstrou-se no estudo conduzido por JAMALI et a. (2009) que a expressdo dos genes
phlA e hcnA em pseudomonas, envolvidos na biossintese de pioluterina e acido cianidrico,

respectivamente, foi estimulada pela presenca de R. solani narizosfera de feijoeiro.

De acordo com Nagarajkumara et al. (2005), a estirpe PFIMDU2 de pseudomonas, isolada
darizosfera de arroz € capaz de crescer em meio liquido suplementado com 250mM de acido
oxdlico, enquanto o isolado mais virulento de R. solani produziu em meio liquido 100 ug ml-t

0 que demonstra a capacidade desta estirpe em se desintoxicar.

2.4.4 Fator es abioticos

As condicBes de crescimento de Pseudomonas spp. fluorescentes exercem influéncia
sobre a producdo de metabdlitos secundérios. A qualidade e disponibilidade de minerais,
tensdo de oxigénio, gradiente osmatico, contetido de fosfato, sulfato e fontes de nitrogénio e
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carbono s&o os principais fatores envolvidos em meio de cultivo (STRIGUL &
KRAVCHENKO, 2006).

As fontes de carbono influenciam a atividade de microrganismos patogénicos,
contribuem para a variabilidade do biocontrole em diferentes solos e sobre o hospedeiro que
difere quanto a composicéo dos exsudatos de sementes e raizes e ainda influenciam a
biossintese de antibidticos em estirpes de biocontrole. Essa compreensdo pode facilitar a
modulacdo da biossintese de antimicrobianos. Determinadas condi¢bes podem favorecer a
biossintese de um metabdlito em detrimento de outro. Assim podem ocorrer variagbes no
mecanismo de antagonismo, ou na produgdo de um determinado metabdlito em funcdo do
meio disponivel. A biossintese de DAPG por P.fluorescens CHAO é estimulada na presenca
de glicose como fonte de carbono, enquanto a biossintese de pioluterina é reprimida. Este
mecanismo assegura um grau de flexibilidade para o antagonista em face das mudangas no
ambiente (DUFFY & DEFAGO, 1999).

Nos estudos conduzidos por Meyer & Abdalah (1978) e Rachid & Ahmed (2005),

COoNsignou-Se que 0 succinato incrementa a biossintese de pioverdinas por P. fluorescens.

Alguns metabdlitos podem ser sintetizados por mecanismos constitutivos ou induzidos.
Nielsen & Sorensen (1998) demonstraram que a hiossintese de quitinases por pseudomonas
ocorre em meio em Batata dextrose agar ou Triptona de soja, com ou sem adic¢do de quitina
exogena. Concluindo-se que a presenca de quitina ndo € necessaria num meio de crescimento

para inducéo dessas enzimas.

Os aminoacidos glicina, serina e treonina sdo substratos para a biossintese de &cido
cianidrico que em pH fisiol6gico pode ser volatilizado (LY NCH, 1990).

A producdo de écido gluconico envolvido na solubilizagcdo de fosfatos insolGveis por
pseudomonas a partir da glicose € um mecanismo constitutivo e geralmente ocorre em
grandes quantidades na presenca de glicose, independentemente da concentracéo de P no
meio de cultura. Pseudomonas fluorescens convertem a maioria da glicose extracelular em
gluconato e 2-cetogluconato (FUHRER et a., 2005). Elevada producéo de é&cido estd
relacionada a uma elevada taxa de crescimento e altas concentracfes de glicose no meio de
cultura (PARK et al., 2009).

De acordo com Spaepen et a. (2007) a producdo de AIA por diversas bactérias €

influenciada por estresses abi6ticos tais como pH, potencial osmético e limitacgo de carbono.
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A limitacgo de disponibilidade de carbono e a consegiiente reducdo na taxa de crescimento
com a entrada na fase estacionaria ligados a densidade populacional aumentam a biossintese
de AlA.

2.4.5 Metais pesados e elementos tracgo

Elementos traco, como o zinco, cobalto e molibdénio influenciam a estabilidade genética
de pseudomonas afetando sua capacidade de produzir metabdlitos secundérios. No estudo
desenvolvido por DUFFY & DEFAGO (1999), objetivou-se identificar minerais e fontes de
carbono que influenciam diferencialmente a biossintese dos antibiéticos DAPG, Pit e Prn, e
dos sideréforos écido salicilico e pioquelim pela estirpe CHAO de Pseudomonas fluorescens.
Observou-se que a biossintese de DAPG, assm como do seu precursor mono-acetil-
fluoroglucinol foi estimulada por zinco, molibdato de aménia e glicose. A biossintese de Pit
foi estimulada por zinco, cobalto e glicerol e, reprimida por glicose. Prn foi estimulada por
frutose, manitol e por uma mistura de zinco com molibdato de amoénio. A biossintese de
pioquelin foi incrementada com cobalto, frutose, manitol e glicose, enquanto a biossintese do
seu precursor - &cido salicilico foi estimulada por molibdato de amdnio, glicerol e glicose. De
forma geral, a adicdo de fosfato inorgénico reprime a biossintese dos antibiéticos avaliados.
Alguns fatores podem ter efeito geral ou ser estirpe dependente, pois os resultados obtidos
com a estirpe CHAO néo foram idénticos para outras 41 estirpes identificadas como P.
fluorescens e avaliadas no presente estudo. N&o foi generalizado, por exemplo, o estimulo a
biossintese de Phl por zinco. Ao contrario, a biossintese de pioluterina pode ser estimulada

por zinco e reprimida por glicose paratodas as estirpes avaliadas.

ONGENA et al. (2008) investigaram a modulagdo fisiologica e ambiental da biossintese
de benzilamina pela estirpe BTP1 de P. putida envolvida na inducéo de resisténcia sistémica
nas plantas hospedeiras. A biossintese é relacionada ao metabolismo secundério e ao contrério
de outros compostos € mais eficiente em baixa taxa de crescimento. Demonstrou-se que a
presenca de aminoacidos livres como fenilalanina, além de zinco, molibdénio, magnésio e
cobalto néo influenciaram a biossintese de benzilamina. O ferro que influencia positivamente

abiossintese de HCN e Phn inibiu a biossintese desse composto pela estirpe BTP1.

A biossintese de sideréforos por pseudomonas é positivamente regulada pela baixa
disponibilidade de ferro no meio de cultivo. Sob condig¢des aeradas, pH neutro a acalino, o

ferro est& usualmente na forma de Fe(OH); e a constante de solubilidade é de 107 | por isso
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a concentracdo de ferro soltvel fica abaixo do Gtimo para o crescimento bacteriano
(LINDSAY & SCHWAB, 1982; SCHWYN & NEILANDS, 1986).

Meyer e Abdalah (1978) investigaram a biossintese e as propriedades fisico-quimicas
das pioverdinas frente a diferentes fontes de carbono e concentragdes de ferro. Concluiu-se
que, qualquer substrato organico poderia, a principio, suportar a producéo de pioverdina, mas
o nivel absoluto de Fe(l11) no qual o crescimento microbiano comega a ficar limitado varia
com a natureza do substrato. A adicdo de 100 uM de Fe(Ill) no meio de cultivo levou a
incremento de 1,5 vezes no crescimento de P. fluorescens e reducdo em 7 vezes na
biossintese de sider6foros (MEYER et al., 2008).

Nesta linha, Rachid e Ahmed (2005) avaliaram a biossintese de pioverdinas por cinco
estirpes de P. fluorescens na presenca de Fe(l11), presenca de metais pesados como mercurio,
cadmio e chumbo e antibidticos penicilina e estreptomicina. Concluiu-se que o aumento da
concentracdo de ferro foi inversamente proporcional a sua biossintese. A estreptomicina
reduziu a biossintese de pioverdinas enquanto a penicilina a incrementou mesmo sob ata
concentracdo de ferro no meio de cultivo. O mercurio e o cadmio interferiram negativamente
sob a biossintese de pioverdinas, principalmente sob limitacdo de ferro, enquanto o chumbo

incrementou a biossintese sob excesso de ferro.

A producéo de sideroforos também é estimulada sob elevadas concentracfes de metais
pesados. Sideréforos promovem a sintese de AIA por bactérias que € inibida nessas condices
(RAJKUMAR et d., 2010). No estudo realizado por Chaiharn et al. (2009) avaliou-se o efeito
da temperatura e tempo de incubac&o sobre a biossintese de hidroxamatos por Pseudomonas
aureofaciens AR1. Concluiu-se que a maxima producdo se da apés 15 dias de incubacéo a 30
°C. Entre estirpes da mesma espécie ocorrem consideraveis variagdes, pois a biossintese de
sideroforos por AR1 é muito mais lenta do que GRC2 que atinge a maxima producéo apos 48

h de incubac&o nas mesmas condi¢oes.
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3 OBJETIVO GERAL

Selecionar e caracterizar bactérias fluorescentes quanto ao potencial para a promogdo do

crescimento de hortalicas.
3.1 Objetivos Especificos

e |solar bactérias do grupo fluorescente das pseudomonas a partir do solo pés-cultivo de
hortalicas e caracteriza-las quanto ao perfil bioquimico;

e caracterizar bactérias fluorescentes obtidas do solo rizosférico e pés-cultivo de
hortalicas, quanto a capacidade de formar biofilmes, produzir sider6foros, acil-
lactonas homoserinas, &cido indol-3-acético e solubilizar fosfato de calcio insollvel;

e avaiar o potencia de bactérias fluorescentes para promover o crescimento de plantas
de couve (Brassica oleraceae var. acephala) sob condi¢des de casa-de-vegetacdo;

e avaliar o efeito dainoculacdo do consorcio de trés bactérias do grupo fluorescente das
pseudomonas e de duas rizobactérias e duas estirpes de rizébio sobre o crescimento de
plantas de couve;

e comparar o efeito da inoculagdo de rizobactérias fluorescentes a aplicagdo do &cido

indol-3-acético sintético sobre o crescimento de plantulas de couve.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Origem e car acterizacao dosisolados

O estudo foi realizado a partir de 189 isolados obtidos de areas de cultivo de hortalicas
localizadas na Fazendinha Agroecoldgica Km 47. Os isolados de rizosfera ja haviam sido
obtidos anteriormente durante os experimentos de dissertacéo de mestrado (DIAS, 2008). O
presente estudo compreende, portanto a caracterizacdo dos isolados de rizosfera, bem como o

isolamento e caracterizacdo de pseudomonas de solo ndo associado, conforme sera descrito.

4.1.1 Isolados derizosfera

Um total de 119 isolados obtido da rizosfera de hortalicas cultivadas na Fazendinha
Agroecol6gica Km 47, dos quais 16 foram isolados de alface (Lactuca sativa), 48 de couve-
de-folha (Brassica oleracea cv. acephala), 26 de rucula (Eruca sativa) e 29 de salsa (DIAS,
2008). Destes, 113 foram identificados pelo sistema APl 20NE (Analytab Profile Index,
BioMerieux Vitek Inc., Hazelwood, MO). Noventa e quatro isolados apresentaram perfil
bioquimico idéntico as espécies P. putida e P. fluorescens (22 P. fluorescens e 94 P. putida).
Dos demais, um isolado mostrou perfil bioquimico de Burkholderia cepacia, trés de
Aeromonas salmonicida, um de Methylobacterium mesophilicum, um de Rhizobium
radiobacter, quatro de Senotrophomonas maltophilia e nove como Pseudomonas luteola
(Dias, 2008).

4.1.2 Isolados de solo

Os isolados foram obtidos a partir de solo de canteiro ap6s o cultivo de couve-de-
folha, alface, salsa, rdcula e cebolinha (Allium fistulosum) na Gleba X da Fazendinha
Agroecol6gica Km 47. Foram obtidas amostras de solo compostas a partir de trés tradagens
(0-20 cm de profundidade) em um canteiro de cada uma das hortali¢as. Retirou-se uma
aiquota de 10 g, transferiu-se para 100 ml de solucéo de cloreto de sodio (0,085% mv™) e
agitou-se por 30 minutos a 200 rpm. A partir dessa suspensdo, foram preparadas dilui¢cOes
seriadas até 10°, retirou-se 100 pl e espalhou-se na superficie de placas de Petri contendo o
meio King B (King et a., 1954) adicionado de ampicilina (50 pg mi™), cloranfenicol (12,5 g
ml™) e cicloheximida (100 pug ml™). Todas as diluigdes foram plagueadas em triplicata e
incubadas a 29 °C por 48 h. As col6nias que fluoresceram sob luz UV (STANIER et al., 1966)
foram armazenadas em microtubos contendo King B liquido com 50 % de glicerol a-20 °C e
a-80°C.
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4.2 Caracterizagao dos isolados
4.2.1 Caracterizacao bioguimica

A caracterizacdo bioquimica dos isolados de solo foi realizada de acordo como o
sistema APl 20NE (Analytab Profile Index, BioMerieux Vitek Inc., Hazelwood, MO). Os
testes seguiram o protocolo descrito pelo fabricante constando de incubagdo por 24 e 48 h a
29 °C ap06s inoculacdo das isolados. As leituras foram realizadas apds 48 h, com excegdo dos
testes referentes aos substratos. nitrato de potassio, triptofano e glicose, cujas leituras foram
efetuadas apos 24 h.

4.2.2 Deteccdo da producéo de biofilmes

Uma coldnia de cada isolado crescido em meio King B (29 °C, 24 h) foi transferida
para tubos de ensaio de vidro contendo 3 ml de meio King B liquido. Incubou-se a 29 °C por
48 h sob agitagdo constante (150 rpm). A formagdo de biofilme foi observada a olho nu nas

paredes do tubo de ensaio.

4.2.3 Producéo de sider 6for os

Os isolados foram crescidos em placas de 96 pogos contendo 150 pl de meio King B
solido (29°C/ 24 h). A testemunha consistiu de pocos contendo meio sem inoculagdo.
Adicionou-se sobre o crescimento 150 pl de meio Agar Cromo Azurol S (CAS) contendo
cromo azurol, 60,5 mg, hexadeciltrimetil brometo de aménio (HDTMA), 72,9 mg,
piperazina-1,4-bis (2-ethano écido sulfénico) (PIPES), 30,24 g, FeCl;-6H,0O 1 mM dissolvido
em 10 mL de HCI (10 mM) e agarose 0,9% m v! (SCHWYN & NEILANDS, 1987; PEREZ-
MIRANDA et al., 2007). Foram asseguradas trés repeticbes. Apds 1 h, os sideréforos
produzidos pelos isolados positivos em meio KB se difundiram para o meio CAS e
complexaram o ferro presente aterando a cor do meio de azul para roxo, laranja, verde ou
amarelo.

4.2.4 Deteccdo da producdo de ALHs

Foi utilizada a estirpe reporter NT1 de Agrobacterium tumefaciens, cuja producéo de
ALHs é blogueada por mutagdo, mas que possui 0 gene lacZ (B-galactosidase), o qual é
ativado em presenca de ALHs exdgenas. Uma pré-cultura dessa estirpe, crescidaem meio TY
liquido (BERINGER, 1974), foi diluida 40x no meio TY derretido contendo 0,75% de agar e
40 pg mi™t do substrato indicador da P-galactosidase (X-Gal, Invitrogen) antes da
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solidificagdo (~42°C). Este meio de culturafoi colocado em placas contendo seis pogos. Uma
colonia de cada isolado crescido em meio King B (29 °C, 24 h) foi transferida para 0 meio
com a estirpe reporter de A. tumefaciens. O sistema foi incubado em estufa a 29°C durante 24
h. Ao entrar em contato com um isolado produtor de ALHs, foi observada a hidrélise do X-
Gal através da coloracéo azul do indicador (VAN HOUDT et al., 2004).

4.2.5 Producao de acido indol-acético e compostos inddlicos

Inoculou-se 500 pl de suspensdo bacteriana (10° UFC ml™ em NaCl 0.85% m v™) em
5 ml de meio Triptona de soja liquido adicionado de 200 pg mi™ de L-triptofano (Sigma-
Aldrich). Incubou-se por 72 horas a 28 °C sob agitacdo constante de 150 rpm no escuro. A
densidade Optica apls as 72 horas foi determinada em espectrofotdmetro a 600 nm de
comprimento de onda para determinar o crescimento da cultura. Centrifugou-se (10.000 rpm,
5 min), descartou-se 0 precipitado e adicionou-se 1 ml do reagente de Salkowski
(SALKOWSKI, 1885 apud GLICKMANN & DESSAUX, 1995) a 1,5 ml do sobrenadante.
Incubou-se por 30 min no escuro e foi feita aleitura da absorbancia em espectrofotdbmetro (A=
540 nm). A concentragdo de AIA e compostos relacionados foi calculada usando uma curva
preparada a partir de uma solugdo concentrada de 100 mg de acido indol-acético (Sigma-
Aldrich) em 100 ml de 4gua destilada e metanol (50% v v*). Foram feitas trés repeticdes. As
médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A Tabela 1 mostra
o volume utilizado de uma solugéo conhecida de AIA sintético (Img mi™) para produc&o das
solugBes com concentragdes crescentes (25 a 400 pg mli™) a um volume de 10 ml que foram
utilizadas na construcéo de curva-padrdo obtida a partir da leitura de absorbancia (A=540 nm)
A Figura 1 mostra a curva-padréo obtida com os dados da Tabela 3, a equagdo da reta e 0
ajuste linear do modelo que obteve um alto coeficiente de determinacgo (R?=0,9975) e que foi
usado para calcular a concentragdo de AIA e compostos inddlicos relacionados nos

sobrenadantes bacterianos).
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Tabela 1. Medida de absorbancia no comprimento de onda de 540 nm de solugdes de AIA
sintético produzidas a partir de uma solucdo a1 mg.ml-1

AIA Imgml™ Volume final da Concentracdo de AIA Absorbéancia
solucéo 4
(ul) (ng mi™) (A =540 nm)
(ml)
25 10 25 0,058
50 10 50 0,144
100 10 100 0,302
200 10 200 0,548
300 10 300 0,793
400 10 400 1,030
450 y = 389,29x -7,3891

g 400 R?=0,9975
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Figura 1. Curva-padréo relacionado a absorbancia (A =540 nm) e a concentracdo de AlA

sintético
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De acordo com as concentracfes produzidas os isolados foram distribuidos em cinco
classes artificiais: (I) isolados que ndo produziram AlA; (I1) isolados que produziram até 10
ng mi™: (1) isolados que produziram mais do que 10 até 25 pg ml™; (IV) isolados que

produziram mais do que 25 até 100 ug mi™* e (V) isolados que produziram mais de 100 pg ml°
1

4.2.6 Solubilizacéo de fosfato de célcio insoltvel

Retiraram-se aliquotas de 5 pl de uma suspensdo bacteriana (10° UFC ml™ em NaCl
0.85%) que foram distribuidas em trés pontos equidistantes de duas placas de Petri com 20
mL de meio GL (glicose, extrato de levedura e &gar) contendo CaHPO, insollvel pela adicdo
de 100 mL de CaCl, e 50 mL de K;HPO, a um litro de meio. Ao meio de cultura, adicionou-
se o corante parpura de cresol (0,1 g1™) e gjustou-se 0 pH para 7. Foram realizadas avaliagdes
aos 3, 6, 9 e doze dias de crescimento a 29 °C e consideraram-se positivos os isolados que
exibiram halo ao redor das colonias. Foi aferido o didmetro do crescimento da col6nia e do
halo de solubilizagdo, a partir dos quais calcularam-se o indice de Solubilizagio (1S) através
da formula 1S= di@metro do hao solubilizagdo (mm) /didmetro colénia (mm)
(BERRAQUERO et al., 1976). De acordo com o IS apbs doze dias de crescimento,
determinou-se a Eficiéncia de Solubilizacdo (ES) dos isolados em baixa (1S<2), média (2>1S
< 3) edta (1S>3) (Modificado de HARA & OLIVEIRA, 2004). As médias foram agrupadas
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia

4.3 Promocéao de crescimento
4.3.1 Caracterizacdo dosisolados

Foram avaliados 94 isolados (83 de rizosfera e 11 de solo pos-cultivo) previamente
caracterizados pelo sistema APl 20NE. Dentre os isolados de rizosfera avaliados, 61
apresentaram perfis bioguimicos idénticos ao de P. putida,17 de P. fluorescens, trés de S
maltophilia, um de P. luteola e um de M. mesophilicum. Dentre os isolados de solo, dez

apresentaram perfis bioquimicos idénticos ao de P. putida e um de P. luteola.

4.3.2 Avaliacao da inoculacéo de isolados de rizobacérias fluorescentes na promocgéo de

crescimento da couve

Foram conduzidos oito ensaios, no periodo compreendido entre os meses de abril a
novembro dos anos de 2009 e 2010. Um volume padronizado (1 ml) de suspensdo bacteriana

(10° UFC mi™* em NaCl 0.85% m v foi inoculado junto s raizes das mudas de couve
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Manteiga da Gedrgia (ISLA, Brasil) (Brassica oleracea var. acephala) 10 dias apbs a
semeadura (DAS), em vasos contendo 1 kg de terra ndo autoclavada, do horizonte A de um
Planossolo, com os seguintes atributos quimicos: pH, 5,3, Al, 0,3 cmolc dm™, Ca + Mg, 0,9
cmolc dm*, P, 4 mg dm™ , K, 20 mg dm, carbono, 0,33% e matéria organica, 0,57%. A
testemunha recebeu o mesmo volume de &gua destilada e autoclavada. Aos 15 DAS, foram
adicionados 6 ml por vaso de uma solugdo nutritiva contendo: NH4NO;3, 2,8 g; KoHPO,, 3,5
g; CaCl,.2H,0, 15 g; MnSO4.H,0, 0,50 g por litro. Os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo e irrigados com 50 ml de &gua destilada duas vezes ao dia O delineamento
experimental adotado foi 0 de blocos ao acaso, com cinco repeticdes. A coleta das plantas foi
realizada aos 40 DAS, e os parametros avaliados foram massa de matéria fresca e seca da
parte area, massa de matéria seca das raizes e massa de matéria seca total. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3.3 Avaliacéo da inoculagdo de consor cio de rizobactérias na promogao de crescimento
da couve

Foi realizado um ensaio visando avaliar 0 efeito da co-inoculacdo de trés isolados
caracterizados como P. putida simultaneamente na promocéo de crescimento de couve
Manteiga da Gedrgia. As suspensdes bacterianas foram preparadas isoladamente conforme
descrito no item anterior e retiradas aliquotas iguais para a composicao das suspensdes no
momento da inoculagdo, mantendo-se a concentracdo final de céulas em cerca de 10° UFC
mi™. Os seguintes tratamentos foram utilizados:

l. C183

. Cc227

I, C337

V. C183+C227

V. C183+C337

VI. C227+C337

VII.  C183+C227+C337

VIIl. Testemunha

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacao e adotaram-se as mesmas condi¢oes, época de

coleta e andlisaram-se as variaveis descritas no item anterior. Os dados obtidos foram
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submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.3.4 Avaliacdo da inoculacdo de consorcio de rizobactérias e estirpes de rizébio
eficientes para a inoculagéo de feijao caupi na promocao de crescimento de couve

Foi avaliada também a co-inoculagdo de dois isolados obtidos da rizosfera de rucula
(R1132) e sdsa (S3103) com duas estirpes de rizébio: BR3267 e BR3299 selecionadas
previamente para o feijdo-caupi (Vigna unguiculata) (MARTINS, 1996; RUMJANEK et al.,
2005). Utilizaram-se sementes de couve Manteiga Hibrida Hi-Crop (Takii, Japdo). Para o
preparo das suspensdes dos rizobios, estes foram crescidos em meio TY liquido por 96 h a 29
°C sob agitacdo (150 rpm) e inoculados utilizando 1 ml dessa suspenséo. A co-inoculagéo foi
realizada conforme descrita no ensaio anterior. Os tratamentos utilizados foram:

. R1132

I. S3103

11, BR3267

IV. BR3299

V. R1132+S3103

VI. R1132+BR3267

VIlI. R1132+BR3299

VIIl. S3103+BR3267

IX. S3103+BR3299

X. BR3267+ BR3299

XI. R1132+S3103+ BR3267

XIl.  R1132+S3103+ BR3299

XIl. R1132+ BR3267+ BR3299

XIV. S3103+ BR3267+ BR3299

XV. R1132+S3103+BR3267+BR3299

XVI. Testemunha

Os vasos foram mantidos em casa de vegetagdo e adotaram-se as mesmas condicdes, descritas
no item anterior. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos
tratamentos foram agrupadas pel o teste de Scott-K nott a 5% de probabilidade.



4.4 Avaliacdo do efeito da concentracdo de AIA na promocgao de crescimento em mudas
de couve

Foi realizado um ensaio para comparar o efeito de rizobatérias com o efeito do AIA na
promocdo de crescimento de couve Manteiga Hibrida Hi-Crop. O ensaio foi composto por
cinco blocos ao acaso com 13 tratamentos. inoculacdo com seis rizobactérias (C142, R223,
R1132, C227, C3113 e S311), aplicacdo de seis concentragdes de AIA sintético,
correspondentes a producao dos isolados bacterianos: 2,73; 10,9; 61,51; 82,9; 87,2 e 128,27
pug mi? respectivamente e uma testemunha. Os isolados bacterianos testados foram
selecionados em fungdo da producéo de diferentes niveis de AIA e compostos relacionados in
vitro. Todos apresentaram perfil bioquimico idéntico a P. putida e trés deles promoveram o
crescimento de couve. Para o preparo do indculo bacteriano, inoculou-se 3 ml de suspensdo
bacteriana (10° UFC ml™ em NaCl 0,85% m v'%) em 200 ml de meio Triptona de soja liquido
adicionado de 200 pug mi™ de L-triptofano (Sigma). Incubou-se por 72 horas a 28 °C sob
agitacdo constante de 150 rpm no escuro. Foi feita aleitura da densidade Optica da turbidez do
meio (A=600 nm). Centrifugou-se (10.000 rpm, 5 min), descartou-se o0 precipitado e
adicionou-se 1 ml do reagente de Salkowski a 1,5 ml do sobrenadante. Apds incubac&o por 30
min no escuro foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (A= 540 nm). A
concentracdo de AIA e compostos relacionados foi calculada com uma curva preparada a
partir de uma solucéo concentrada de &cido indol-3-acético conforme descrito no item 2.2.4.
Um volume padronizado (1 ml) de suspenséo bacteriana crescida em meio TS foi pipetado
junto as raizes de plantulas de couve, 7 dias apos a semeadura (DAS), em vasos contendo 1 kg
de terra ndo autoclavada, do horizonte A de um Planossolo misturado com areia lavada na
proporcéo de 2:1. A testemunha recebeu 0 mesmo volume de meio TS suplementado com L-
TRP. As solucdes de Al A foram preparadas a partir de uma solucéo concentrada de 1 mg ml ™
de &cido indol-3-acético (Sigma) diluido em dgua e metanol (50% v v*) e aplicou-se 1 ml por
plantula. Aos 15 DAS, foram adicionados 6 ml por vaso de uma solugdo nutritiva descrita no
item 2.3.2. Foram feitas cinco repeticdes. A coleta das plantas foi realizada aos 25 DAS e as
variaveis analisadas foram: massa de matéria fresca e seca da parte area, das raizes e total,
areafoliar, &rearadicular, comprimento daraiz principal e nimero de raizes secundarias numa
sessdo de 4 cm medida a partir da base da raiz principal. As médias das plantas inocul adas
com as suspensdes bacterianas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
As médias das plantas inoculadas com as bactérias e 0 AIA foram comparadas duas a duas
pelo teste t de Student.
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4.5 Extracdo de DNA e Amplificagdo do gene 16SrRNA

Foi seguido o protocolo descrito por Schwieger & Tebbe (1998) modificado por Xavier et al.
(2004). Uma suspensdo de células foi centrifugada (9.000 rcf, 10 min) e o precipitado foi
ressupendido em 0,6 ml de tamp&o TES (0,05 M NaCl; 0,01 M EDTA; 0,05 M Tris HCL pH
u8,0; 1% SDS) e agitado em vortex. Em seguida, foram efetuadas 5 etapas de
congel amento/descongelamento em nitrogénio liquido (5 min), agitacdo (180 rpm; 10 seg) e
aguecimento (65 °C; 5 min). Proteinase K (8,4 uL; 20 ug mL-1) foi adicionada a amostra,
procedendo-se a incubacdo sob agitacdo (180 rpm; 65 °C; 1h). Em seguida, foi adicionado 0,6
ml (1 volume) de fenol-cloroférmio-dlcool isoamilico (25:24:1) e, novamente uma
centrifugagdo (5.000 rcf; 6 min). O sobrenadante foi transferido para novos tubos,
adicionando-se 0,6 ml (1 volume) de cloroférmio-alcool isoamilico e repetindo-se a
centrifugacdo nas condicdes anteriores. Uma aliquota de aproximadamente 0,5 ml do
sobrenadante foi transferida para um novo tubo, adicionando-se 0,5 volume de isopropanol
gelado. A amostra foi incubada (60 min; -20 °C), centrifugada (13.000 rpm; 20 min) e apos
remocdo do sobrenadante, o precipitado foi centrifugado a vacuo para a secagem e
ressuspendido em 50 L de tampéo TE (10 mM Tris; 1 mM NA-EDTA; pH 8,0). O gene 16S
rRNA dos isolados foi amplificado usando os “primers” universais 27F e 1492R (HEUER et
al., 1997) com uma temperatura inicial de desnaturacdo de 95 °C por 10 min, seguido por 30
ciclosa 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 min e 72 °C por 2 min e uma extensdo final a 72 °C por
5 min. A mistura dareacéo contém tampdo 1x, MgCl,, 1,5 mM, dNTP, 200 uM, 0,2 uM de
cada primer e 2.5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brazil) e 20 ng de DNA molde num
volume final de 50 pl.

4.6 Sequenciamento do gene 16S RNAr

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando os primers 22F e 518F/1492R-
800R em sequenciador automético ABI 3730, com auxilio do Kit BigDye terminator 3.1
(Applied Biosystems, USA). Os contigs foram montados com auxilio do programa DNA

Baser Sequence Assembler. As sequéncias foram entdo comparadas com o banco de dados

Neighbor-Joining e o model o de Kimura 2-parameter com 5000 val ores de bootstrap.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Isolamento e caracterizacdo de bactérias fluorescentes de solo pdés-cultivo de
hortalicas

Setenta isolados foram obtidos a partir dos solos de canteiros pés-cultivo de aface
(13), couve (16), racula (27), sdsa (7) e cebolinha (7). Esses isolados foram caracterizados
bioquimicamente utilizando o sistema APl 20NE que foi desenvolvido para caracterizar
bactérias Gram-negativas ndo entéricas presentes em amostras clinicas. Foi gerado um perfil
bioquimico de cada isolado com os resultados de 20 reagdes bioquimicas diferentes (Anexo
A). O conjunto de isolados foi dividido em seis grupos com perfil idéntico a P. putida (33
isolados), Acinetobacter baumannii (14 isolados), Burkholderia cepacia (trés isolados), P.
luteola (trés isolados), Senotrophomonas maltophilia (dois isolados) e perfil inconclusivo (15

isolados).

No Bergey's Manual of Sistematic Bacteriology, Pseudomonas séo descritas como
bacilos retos ou ligeiramente curvos, aerébias, méveis por meio de um ou mais flagelos
polares, Gram-negativas que ndo formam esporos. A presentam reaces positivas para catalase
e oxidase. Todas as espécies usam oxigénio molecular como aceptor final de elétrons e
algumas espécies podem usar nitrato como aceptor aternativo. S&o quimiorganotroficas, ou
sgja, retiram a energia de reactes de oxidagdo e reducéo de compostos organicos e utilizam o
carbono presente em compostos organicos (PALLERONI, 2005). Algumas espécies, como
Pseudomonas carbohydohydrogena podem ser quimiolitotréficas facultativas, pois podem
utilizar mondxido de carbono como fonte de carbono inorganico (TORTORA, 2009). Séo
generaistas, isto € usam um conjunto de fontes de carbono com €ficiéncia similar e séo
encontradas em diferentes habitats. De acordo com Mcarthur (2006) estirpes de P. putida séo
capazes de usar 77 compostos diferentes de carbono.

No presente estudo, os isolados que apresentaram perfil idéntico aos do género
Pseudomonas apresentaram reagcdo negativa para degradacdo do triptofano, fermentagcdo
anaerobica da glicose e utilizacdo do manitol. Elevada frequéncia de isolados usaram
arabinose, caprato, adipato, malato, citrato, acido fenilacético e gluconato de potassio para 0

crescimento (Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia de isolados de solo pds-cultivo de hortalicas positivos para as reacdes
do sistema APl 20NE. Testes: NIT= reducéo de nitrato a nitrito ou azoto. TRP = degradagéo
do triptofano; GLU = fermentacdo da glicose; ADH = produgéo de arginina dihidrolase; URE
= producdo de urease; ESC = hidrdlise da esculina; GEL = hidrélise da gelatina; PNPG = p-
nitrofenil-b-galactopiranosidase; GLU = utilizagdo da D-glicose; ARA = arabinose; MNE =
manose; MAN= manitol; NAG = n-acetil-glicosamina; MAL = maltose; GNT = gluconato de
potéssio; CAP = caprato; ADI = adipato; MLT = malato; CIT = citrato de trisodio; PAC =
&cido fenil-acético.

-2 238y g £ 3% Y392t 255 9

Perfil Z O <« Dw O o o <« = = z = 0O 0O < = O o
A. baumannii 7 0O 0 0 0 14 o g 100 100 0 O o© 0 7 100 100 100 10C 100
B.cepacia 100 O O 33 O 100 100 67 100 100 100 67 100 100 100 100 100 100 100 100
P. luteola 67 0 O 33 (0 100 100 10C 100 10C 100 33 100 100 67 67 O 100 10C 67
P. putida 3 0 0 61 6 9 3 3 100 79 3 0 3 3 97 100 48 100 10C 91
S maltophilia 100 0 0 O 0O 100 100 100 100 O 100 O 100 100 O 50 O 100 100 O
Inaceitavel 87 20 13 33 27 93 80 60 100 100 33 20 87 80 53 100 100 100 10C 100

Os isolados caracterizados como P. luteola diferiram de P. putida devido a capacidade
de utilizar nitrato como aceptor de elétrons na auséncia de oxigénio, hidrolizar esculina e
gelatina, produzir B-galactopiranosidase, e usar manose, n-acetil glucosamina e maltose. A
incapacidade de liquefazer a gelatina, ndo produzir pigmentos fenazinicos e ndo reduzir
nitrato por P. putida so caracteristicas que classicamente separam essa espéecie de P.
fluorescens e P. aeruginosa.

As espécies do género Acinetobacter pertencem a ordem Pseudomonadalles, familia
Moraxellaceae. O perfil bioquimico dos isolados desse grupo foi semelhante aos isolados do
grupo das pseudomonas — foram incapazes de utilizar triptofano e manitol, fermentar a
glicose, mas usaram glicose, arabinose, caprato, malato, citrato e &cido fenilacético como
fontes de carbono. Esse grupo de isolados diferiu de P. luteola devido a incapacidade de
desnitrificar nitrato e produzir gelatinase. Diferiu dos isolados com perfil idéntico a P. putida
por ndo produzirem arginina diidrolase e pela incapacidade de usar gluconato de potéssio. A
producdo de arginina diidrolase faz a conversdo anaerdbica da arginina a ornitina, liberando
NH;3 e CO,. Nesse sistema ocorre sintese anaerobica de ATP que € importante para manter a
motilidade sob condic¢Bes anaerdbicas das quais pseudomonas estritamente aerdbicas podem
escapar (PALLERONI, 2005). Acinetobacter s8o multi-resistentes a antibioticos, incluindo
aminopenicilinas, cloranfenicol, cefalosporinas e tetraciclinas e formam biofilmes quando

crescem em meio sem ferro sendo comumente encontradas em superficies como plésticos e

58



vidros. Produzem sideréforos com alta afinidade para Fe(ll1), catecolatos e hidroxamatos e
também tém receptores para sider6foros produzidos por outros organismos. Encontram-se
amplamente distribuidas nos solos, na &gua e no lodo. Cerca de 0,001% da populagéo
cultivavel do solo e da &gua pertencem ao género Acinetobacter. Ja foram encontradas em
nodulos de soja, peixe e vegetais congelados. Sdo Gram-negativas e apresentam reacoes
positivas para catalase e negativas para oxidase. Acinetobacter spp. sdo semelhantes a
pseudomonas que vivem saprofiticamente. Utilizam nutrientes orgénicos, incluindo aglcares,
acidos graxos, acodis, hidrocarbonetos de cadeia linear, acidos dicarboxilicos e aminoécidos
(JUNI, 2005). O grupo dos isolados com perfil inconclusivo apresentou um conjunto de
reacOes semelhante a0 grupo das Burkholderia cepacia que se distinguiram devido a
capacidade de degradar o triptofano, presenca de metabolismo fermentativo anaerébico e uso
do manitol. Membros da familia Burkholderiaceae também sdo generalistas, Gram-negativas
e podem utilizar nitrato em anaerobiose. Produzem pigmentos fenazinicos sollveis em agua,
sideréforos dos tipos hidroxamatos e catecolatos, tais como, ornibactinas, pioguelim e
cepabactina (PALLERONI, 2005).

Espécies de Stenotrophomonas, familia Xanthomonadaceae, sdo aerdbias estritas,
produzem pigmentos amarelos soluveis em agua e formam col6nias com baixa fluorescéncia.
N&o sdo tdo versdteis nutricionalmente como as espécies do género Pseudomonas, mas
também detém capacidade para degradar hidrocarbonetos, herbicidas, tolueno, xilenos e
guerosene. O grupo das Stenotrophomonas se diferenciou de P. putida devido a incapacidade

do primeiro em utilizar arabinose, gluconato de potassio e &cido fenilacético.

Burkholderia e Stenotrophomonas spp. foram inicialmente enquadradas no género
Pseudomonas até que na década de 1960 os estudos de Stanier e colaboradores dividiram as
centenas de espécies do género em grupos e subgrupos de acordo com o perfil nutriciona
(STANIER et d., 1966). Mais tarde, na década de 1970, os estudos de Palleroni corroboraram
0s estudos de Stanier e mostraram que as divisdes propostas também se confirmaram através
de homologia DNAr-RNAr. Desta forma, o género Pseudomonas foi dividido em cinco
grupos permanecendo como Pseudomonas stricto senso apenas os membros do grupo | de
homologia que compreendem as espécies que produzem pioverdinas que sdo sideréforos
fluorescentes. Estirpes dos géneros Burkholderia e Stenotrophomonas foram aocadas nos
grupos de homologiall eV, respectivamente (PALLERONI, 2005).
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Pseudomonas spp. constituem um grupo com elevada heterogeneidade fenotipica e
genotipica, entretanto, a semelhanga de algumas caracteristicas fenotipicas impedem uma
diferenciacéo clara dos membros dos outros grupos de homologia. Além disso, esses estudos
sd0 realizados com uma ou poucas estirpes de uma espécie ndo sendo consideradas, portanto,
as diferencas intraespecificas existentes. A producdo de sideréforos fluorescentes per si ainda
€ considerada para alocar uma estirpe no género pseudomonas, embora 0 género também
inclua espécies ndo fluorescentes (PALLERONI, 2005). A fluorescéncia foi um critério
utilizado para isolamento que, no entanto, ndo impediu no presente estudo e, outros estudos
realizados anteriormente, que fossem obtidos grupos com perfil distinto do que geralmente é
encontrado para esse taxon. Dessa forma, ndo se pretende concluir que os isolados pertencem
aos taxons depositados no banco de dados do sistema APl 20NE. Essa ferramenta apresenta
limitacBes para fins de identificacéo devido a estreita base de dados com apenas 61 taxons, ao
limitado nimero de testes fenotipicos e de ter sido desenvolvida para identificacdo de
amostras clinicas (TRUU et a., 2009). Na moderna taxonomia, a definicdo de espécies é
baseada na abordagem polifésica que utiliza desde informagdes relacionadas ao uso de
compostos quimicos, perfil lipidico das membranas, seqiienciamento do gene 16S RNAr e de
genes do metabolismo funcional e hibridizacéo (GILLIS et a., 1996).

Os isolados com perfil bioquimico idéntico a P. putida predominaram na colecéo de
solo pos-cultivo, possivelmente como resultado da pressdo de selecdo do meio King B,
adicionado dos antibidticos de amplo espectro cloranfenicol e ampicilina. Os antibiéticos
usados sdo de amplo espectro, a ampicilina € um inibidor da sintese de parede celular de
bactérias e o cloranfenicol € um inibidor de sintese protéica, bacteriostético, com toxicidez
elevada (TORTORA, 2009). King e colaboradores (1954) desenvolveram dois meios de
cultivo, deficientes em ferro, King A e King B para estudar a produgéo de pigmentos por
Pseudomonas spp. King A favorece a producdo de pigmentos fenazinicos que podem ser
azuis como os de P. aeruginosa ou verdes e amarelos como de P aureofaciens. Em
contrapartida, King B favorece a producdo de um amplo espectro de pigmentos fluorescentes

produzidos por pseudomonas fluorescentes, podendo ser verdes, amarel os e vermel hos.

Uma elevada frequéncia de isolados com perfil bioquimico idéntico a P. putida
também foi obtida a partir do isolamento e cultivo in vitro dos isolados da rizosfera de
hortalicas, sendo que a maior abundancia relativa desse perfil foi obtida da rizosfera (61%)

em comparagdo com 0 solo (46%) (DIAS, 2008). Zago et a. (2011) utilizaram a mesma
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metodologia e também encontraram maior frequéncia de isolados com perfil idéntico a P.
putida na rizosfera de couve crescida em Argissolo amarelo que recebeu diferentes tipos de
adubos orgénicos. Ao exemplo do presente estudo, ensaios utilizando métodos dependentes e
independentes de cultivo, mostraram maior abundancia dessas populagdes na rizosfera das
plantas em comparagdo com o solo, e outros nichos, tais como, endosfera, filosfera e espacgos
endofiticos (LUGTENBERG et al., 2009; COMPANT et a., 2010). Essas bactérias colonizam
agressivamente as raizes das plantas porque sdo eficientes em utilizar uma gama de
compostos exsudatos pelas raizes e produzem antibiéticos e sideréforos (LOPER & GROSS,
2007). Nos solos, vivem de forma saprofitica, atuando na mineralizacdo da matéria organica
complexa em formas simples, disponiveis para as plantas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).
Esta espécie possui isolados com ato potencial biotecnolégico, sendo utilizada para a
promocao de crescimento, controle bioldgico, inducéo de tolerancia a estresses em plantas e
biorremediacdo (SINGH et al., 2011).

Inoculantes contendo Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas e Acinetobacter
spp. em suas formulagbes podem substituir ou complementar uma parcela expressiva dos
fertilizantes quimicos utilizados na producdo agricola intensiva, e seu desenvolvimento e
pesquisa sdo estimulados pelo impacto econdmico e ambiental que podem proporcionar.
Isolados de Acinetobacter produziram sideréforos, AlA, antagonizaram patégenos do solo e
promoveram o crescimento de milheto (ROKHBAKHSH-ZAMIN et a., 2011) e trigo
(PRASHANT et a., 2009). Stenotrophomonas spp. podem ser encontradas colonizando a
regido rizosférica de diversas espécies vegetais, especiamente cruciferas que exsudam
aminoacidos sulfurados que favorecem a multiplicacdo dessa espécie bacteriana. Também
podem oxidar enxofre elementar e torna-lo disponivel as plantas, além disso, sdo antagonistas
a bactérias fitopatogénicas, tais como Ralstonia solanacearum (MESSIHA et al., 2007). No
estudo conduzido por Park et a (2005) estirpes de S. maltophilia que cresceram em meio sem
adicdo de nitrogénio e produziram AIA foram obtidas da rizosfera de trigo, arroz e milho.
Burkhol derias nodulam leguminosas e também fixam nitrogénio de forma livre em associagcdo
COm poaceas e outros grupos vegetais. Um isolado da espécie B. tropica vem sendo proposto
para a inoculagdo comercial da cultura da cana-de-agUcar visando ao uso em larga escala
(REIS et d., 2009) e B. vietnamiensis incrementou a biomassa e peso dos gréos de arroz
(TRAN VAN et a., 2000 apud LUCY, 2004).
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Um dos entraves para a utilizac8o desses grupos bacterianos em inoculantes € o fato de
gue pertencem a géneros gque contém espécies que sdo patdgenos humanos oportunistas que
causam infecgbes nosocomialis em pacientes imunodeprimidos, mas que raramente causam
doencas em individuos imunocompetentes. Existem evidéncias de que isolados de origem
clinica e ambiental, embora compartilhem mecanismos comuns a colonizacdo das plantas e a
viruléncia aos seres humanos, tais como o quorum sensing, a formacdo de biofilmes, a
producéo de siderdforos e antibidticos (BERG, 2009) podem ser diferenciados pela
capacidade de aderéncia as células epiteliais, presenca de genes que codificam toxinas e
enzimas que danificam células humanas e resisténcia a antibiéticos. No estudo conduzido por
Prashant e colaboradores (2009) foi demonstrado que os isolados de A. calcoaceticus da
rizosfera diferem daqueles de origem clinica pela auséncia de DNase, atividade hemolitica e
guanto ao perfil de resisténcia a antibidticos. Minkwitz & Berg (2001) separaram isolados da
rizosfera de isolados de origem clinica por comparacéo dos gene 16S RNAr, embora os dois
grupos compartilhem a capacidade de antagonizar fungos que sdo patdégenos de plantas e de
seres humanos, de produzir quitinases e sideroforos. Suarez-Moreno et a. (2011) discutem
gue o género Burkholderia possivelmente se divide em dois conjuntos principais de acordo
com as relagdes filogenéticas — patégenos humanos, de plantas e animais e bactérias
promotoras do crescimento de plantas. Por essas razdes, o risco bioldgico deve ser avaiado

para cada agente especifico, evitando-se generalizacOes acerca de géneros e espécies.
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5.2 Deteccdo da producao de biofilmes

Todos os 189 isolados avaliados formaram biofilme, observavel a olho nu nas paredes

do tubo de ensaio (Figura 2).

Figura 2. Formagdo de biofilmes nas paredes de tubos de ensaio por rizobactérias
fluorescentes. Coloracgo com safranina (0,05 g I™). Os biofilmes s3o indicados pelas setas.

Em ambientes hospitalares aformac&o de biofilmes € um problema grave umavez que
as bactérias inseridas nessas matrizes apresentam maior resisténcia a antibiéticos e
detergentes (TORTORA et a., 2005). Narizosfera, a formagdo de biofilmes pode proteger as
bactérias de interagdes negativas com outros organismos, evitando a predacdo e antibiose. Os
biofilmes bacterianos sdo também importantes para a sobrevivéncia frente a estresses
abioticos.

De acordo com Czaczyk & Myszka (2007), exopolissacarideos (EPS) que participam
da arquitetura dos biofilmes sdo capazes de aumentar as chances de estabelecimento de
populacbes bacterianas quando inoculadas no solo e nas sementes. EPS sdo polimeros
higroscopicos que acumulam massa em agua superior a prépria massa e por isso podem
reduzir a perda evaporativa de égua deixando as células bem hidratadas garantindo os gjustes
metabolicos necesséarios para a manutencao durante periodos de estresse por falta de agua e
salinidade (COSTERTON, 1995; CHANG et al., 2007; CZACZYK & MY SZKA, 2007). Os
EPS presentes no materia capsular de bactérias podem ser lancados no solo onde séo
adsorvidos por argilas ou se ligam por meio de pontes de hidrogénio, forca de Van der Waals
e adsorcao anibnica formando uma cgpsula ao redor dos agregados do solo. Nessas condicoes

observa-se aumento no potencial de agua ao redor das raizes, incremento na absorgédo de &gua
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e nutrientes e, por conseguinte, maior acimulo de matéria seca pela planta (ALAMI et al.
2000; MILLER & WOOQOD, 1996).

Sob condicdes de salinidade, os EPS podem diminuir o contelido de sais disponivels
para as plantas, por se ligarem a cé&tions como o Na+ 0 que reduz a absor¢do pelas raizes
(GEDDIE & SUTHERLAND, 1993). Pseudomonas produzem diferentes tipos de EPS: levan,
marginalan, celulose e alginato, cuja producdo é induzida sob condi¢des de estresse hidrico
(KEITH et a., 1999; KACHLANY et al., 2001; CHANG et a. 2007). SANDHYA et a.
(2009) demonstraram que a estirpe GAP-P45 de P. putida produziu quantidades significativas
de EPS o que correlacionou  positivamente com o incremento da matéria seca da parte aérea e

do sistemaradicular de plantulas de girassol cultivadas sob condic¢des de déficit hidrico.

Assim, aidentificagdo dessa caracteristica amplamente distribuida na presente colegéo
pode representar um potencial importante considerando a possibilidade de aplicagdo
biotecnol 6gica desses isolados para a promogao de crescimento de hortalicas. A capacidade
de formar biofilmes pelos isolados, pode favorecer o seu estabelecimento quando forem
artificialmente introduzidos aumentando as chances de estabelecimento de relagdes
simbidticas com a planta hospedeira. Ainda a producdo de biofilme pode aumentar a

resisténcia da planta durante periodos de estresse favorecendo o crescimento vegetal.

5.3 Deteccao da producéo de sider 6for os

A producdo de sideréforos € um mecanismo chave para a competéncia de
pseudomonas em se estabelecer na rizosfera das plantas (LEMANCEAU et a., 2007). No
presente estudo, 135, perfazendo 71% do total de isolados foram considerados positivos para
a producdo de sideréforos. Do total, 88% dos isolados sdo provenientes da rizosfera e 43% do
solo (Tabela 3).

Tabela 3. Deteccdo da biossintese de sideréforos por bactérias isoladas de hortalicas. A
coloracdo do meio esta associada ao grupamento coordenador do ferro presente no sideréforo:
amarelo: &cidos hidroxicarboxilicos; verde, ou laranja: hidroxamatos e roxo: catecolatos
(PEREZ-MIRANDA et al., 2007).

Origem Cor do meio!
Amarelo Verde Laranja Roxo
Rizosfera 5,04 73,33 17,15 381
Solo 13,32 5334 3334 0,00
! Percentual deisolados




A producdo de sideréforos in vitro sugere que quando esses isolados forem inoculados
na rizosfera das plantas visando a promogao de crescimento, essa estratégia pode ser utilizada
para garantir competitividade frente a outros microrganismos e o estabelecimento. A maior
freqiéncia de isolados produtores de sideréforos na rizosfera em comparacdo aos
provenientes do solo pode estar relacionada a importéncia desse mecanismo para O
estabelecimento de popul agBes bacterianas nas raizes (KAPSALIS et al. 2008; BERG et al.,
2005). Em bactérias do grupo das pseudomonas ja foi demonstrado que quando a producgéo
de sider6foros € suprimida os isolados podem perder a capacidade de se estabelecerem
(LEMANCEAU et d., 2007). No presente estudo, o0 solo de origem néo apresenta deficiéncia
de ferro o que pode explicar porque esse mecanismo ndo mostra ampla distribuic&o.
Conforme demonstrado no estudo conduzido por Wei Jin et a. (2010), no solo rizosférico de
plantas de Trifolium pratense crescendo sob deficiéncia de ferro, 0 nimero de isolados
capazes de produzir sider6foros foi significativamente maior do que agueles da rizosfera de
plantas crescendo sem estresse. Os autores sugerem que possivelmente a elevada exsudacéo
de isoflavonas, compostos fendlicos toxicos para 0s microrganismos que sdo produzidos pelas
plantas submetidas a deficiéncia de ferro, resultou na prevaléncia de comunidades resistentes

produtoras de sideroforos.

Bactérias do grupo fluorescente das pseudomonas sdo capazes de produzir uma
variedade de sider6foros que emitem fluorescéncia quando as col6nias sdo iluminadas com
luz ultravioleta (Figura 3). Essa caracteristica classicamente define o grupo das pseudomonas
gue € isolado em meio King B que é capaz de estimular a producéo de sideroforos. Por outro
lado, a colecdo em estudo é representada por 86% de isolados da rizosfera que apresentam
perfil bioquimico idéntico a Pseudomonas sp. (DIAS, 2008) em contraste com 51% dos
isolados de solo. Frente a esse quadro, é possivel que os resultados obtidos para a producéo de
sider6foros tenham sido em func@o do género bacteriano e ndo propriamente de uma
distribuicdo diferenciada entre as populagdes da rizosfera e do solo. Os outros grupos
encontrados podem também produzir sider6foros, porém essa atividade pode ndo ter sido
detectada com a metodologia usada. Diversos grupos de microrganismos tém sido
identificados como capazes de produzir sideréforos, tais como patégenos de plantas, animais
e seres humanos, bactérias que fixam nitrogénio de vida livre nos solos e associadas, além de
endofiticos (COMPANT et al., 2005).
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Figura 3. Isolado fluorescente R163 obtido da rizosfera de rucula crescido em meio King B
por 24 h. (Placa de Petri fotografada sob luz natural & esquerda e iluminada com luz
ultravioleta a direita).

Mais de 500 tipos diferentes de sideréforos ja foram identificados e embora se
diferenciem na estrutura quimica, os grupos funcionais que coordenam o ferro sdo apenas trés
— hidroxamatos, catecolatos ou &cidos hidroxicarboxilicos (HASELWANDTER &
WINKELMANN, 2007). Hidroxamatos s&o prevalentes em microrganismos presentes em
solos &cidos e em plantas que acidificam a rizosfera. S&o écidos orgéanicos fracos tais como

ferricromo, desferroxamina e hidroxiaminoquinolina (http://www.nim.nih.gov/cgi/mesh).

Fungos sintetizam sider6foros do tipo hidroxamato, principalmente ferricromos que tém
moderada afinidade por Ferro(l11).

Uma classe especialmente estudada de sideréforos sdo as pioverdinas produzidas por
pseudomonas, ja tendo sido descritos mais de cinquenta tipos (LEMANCEAU et a., 2007,
VISCA et al., 2006). Além das pioverdinas, outros sider6foros vém sendo descobertos com
diferentes afinidades para Fe(Ill), alguns inclusive com atividade antimicrobiana como o
tioguinolobactim produzido por P. fluorescens a partir do triptofano (MATTHIJS et al.,
2007). CORNELIS (2010) discute que a producdo de sideroforos com menor afinidade pode
ocorrer quando a deficiéncia de ferro € menos dramética. Nessa situagdo, esses compostos
atuam ainda como antibiéticos e apresentam a vantagem adiciona de serem sintetizados com

menor gasto de energia do que as pioverdinas.

A producéo de sideréforos é estimulada sob condigdes de baixos niveis de ferro, e
também de elevadas concentragtes de metais pesados (RAJKUMAR et al., 2010). Rajkumar
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et a. (2010) discute a importancia desse mecanismo em bactérias que podem estimular a
fitorremediac&o de areas contaminadas com aluminio, chumbo e outros metais. Os sideréforos
guelam além do ferro, outros metais que numa forma complexada ndo causa dano as raizes e
podem ser absorvidos e acumulados pelas plantas. Sideréforos também promovem a sintese

de AlA por bactérias na presenca de metais pesados quando é fortemente inibida.

No presente estudo, a maioria dos isolados, independentemente da origem, induziu a
mudanca de colorac&o do meio de azul para verde (93), seguido de laranja (28), amarelo (10)
eroxo (4), o que possivelmente indica diferencas nas concentracdes de sideréforos produzidos
e, também, na estrutura quimica. A coloracdo do meio verde e laranja pode indicar a presenca
de hidroxamatos, amarela de acidos hidroxicarboxilicos e roxa de catecolatos. Do total de
isolados estudados, cerca de 90 % independente da origem devem ser produtores de
sider6foros contendo hidroxamatos como o grupamento coordenador do ferro. De acordo com
Pérez & Miranda (2007) sider6foros mistos, como as pioverdinas, piochelinas e
pseudobactinas comuns em pseudomonas, sa0 compostos por hidroxamatos e catecolatos e
induzem uma coloragéo laranja avermelhada no meio de cultura que ndo foi detectada no
presente estudo. A mudanca de coloragdo do meio para roxo que indica a presenca de
catecolatos ocorreu em baixa proporcéo e foi observada apenas em isolados da rizosfera. Os
catecolatos sdo produzidos por uma gama de espécies bacterianas, destacando-se a
enterobactinade Escherichia coli e o &cido 2,3-hidroxibenzdico de Bacillus spp. (BENITE &
MACHADO, 2002).

5.4 Deteccao da producéo de autoindutores ALHs

Em apenas 31% do total de isolados foi possivel detectar a producdo de ALHSs pela
presenca de um halo azul ao redor das col6nias em meio de cultura TY que continha a estirpe
reporter A. tumefaciens NT1 (Figura 4). A producdo de ALHs pode indicar que a biossintese
de uma gama de metabdlitos importantes para a sobrevivéncia frente a estresses abiéticos e a
colonizagdo rizosférica, tais como polissacarideos extracelulares, enzimas, antibidticos e
sideréforos, € dependente da densidade celular configurando em resposta conhecida como
“quorum sensing” ou QS. Esta regulacéo € vantgjosa porque permite que as bactérias iniciem
a sintese desses metabdlitos quando as concentragdes de suas células alcancam um quorum
minimo, 0 que faz com que elas passem a agir de forma organizada como um organismo
multicelular e, ndo mais como células individuais (COMPANT et a. 2010; HARTMANN et
al., 2009; RUMJANEK et al., 2004).
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Foi possivel detectar a producéo de ALHs em 27 isolados da rizosfera e 31 de solo
pos-cultivo, representando 23 e 31% do total, respectivamente. Outros estudos indicam que a
maior proporcao de isolados com essa caracteristica esté presente na rizosfera em comparagdo
com solos sem influéncia de raizes (DEANGELIS et a. 2008). No presente estudo, o0 solo de
pos-cultivo amostrado na “Fazendinha Agroecoldgica Km47”, é rico em matéria organica
proveniente da incorporacdo de insumos de origem organica — esterco, adubos verdes,
vermicompostos e restos de folhas e raizes das culturas colhidas (NEVES et al., 2005). E
possivel que a maior proporcao de isolados produtores de ALHs nos solos n&o associados a
raizes seja um reflexo desse sistema que estimula a diversidade e a ocorréncia de popul agdes
bacterianas que ainda sequer foram estudadas. Nos solos, a producdo de ALHs tem sido
associada a regulagdo da biossintese de quitinases e proteases por pseudomonas e outros
grupos bacterianos (DEANGELIS et a. 2008). Essas enzimas s&0 importantes para a
ciclagem do C e do N pela transformagdo de compostos com ato peso molecular em

compostos mais simples que podem ser absorvidos pelas raizes das plantas.

Na rizosfera, as ALHs produzidas por bactérias podem exercer efeito sobre o
crescimento das plantas. Rad e colaboradores (2008) mostraram gue a producéo de ALHs na
rizosfera de Arabidopsis thaliana é capaz de aterar o balango hormonal da planta e estimular
0 crescimento das raizes. Poonguzhali et al. (2007) mostraram que a producéo de ALHs por
uma estirpe de Burkholderia capaz de promover o crescimento de canola foi detectada cinco
dias apds a bactéria ter sido inoculada nas sementes. Em P. fluorescens, Wei & Zhang (2006)
mostraram que um mutante defeituoso para a producéo de ALHs devido a delegdo do sensor
Pcol naestirpe 2P24, foi incapaz de colonizar as raizes de trigo, embora néo tenhainterferido

com a capacidade de produzir o antibiético diacetilfluoroglucinol.

Em aguns estudos observa-se uma baixa proporg¢éo de isolados que produzem ALHs
em comparacdo a producdo de biofilmes e sideréforos, embora essas caracteristicas estejam
freqlientemente correlacionadas em outros estudos (AREVALO-FERRO et a., 2005). O
sistema QS envolve duas proteinas - uma receptora e uma homoserina lactona sintase que séo
homdlogas ao Lux R e Lux | de Vibrio fisheri. No estudo conduzido por Arevalo-Ferro et al.
(2005) verificou-se que cerca de 50% das proteinas controladas por QS em células
plancténicas mostraram expressdo diferente quando as células da estirpe IsoF de P. putida
estavam em biofilmes. E possivel que os isolados considerados negativos produzam outros

sinalizadores que ndo foram detectados com a metodologia usada no presente estudo, tais
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como peptideos, furanosil di-ester, também conhecido como autoindutor-2, gama-
butirolactonas ou quinolonas (CAMILLI & BASSLER, 2006; DECHO et a., 2010). Ainda
assim, os estudos mostram que as ALHs s@o os autoindutores mais relevantes para
pseudomonas e outras bactérias Gram-negativas (JUHAS et a. 2005). Fekete et a. (2007)
discutem as principais técnicas utilizadas para deteccdo desses sinalizadores em bactérias e
preconizam a associacdo de biossensores as técnicas de cromatografia e espectrometria de
massas. No presente estudo, utilizou-se um biossensor, a estirpe NT1 de A. tumefaciens, que
COmMo 0s outros biossensores citados, tém uma delecdo na biossintese de ALHSs e responde aos
ALHs exdgenos sendo um dos mais sensiveis a maioria das homoserinas lactonas produzidas.
Degrassi et a. (2002) demonstraram que a co-producdo de dipeptideos ciclicos e ALHSs pela
estirpe WCS358 de P. putida é capaz de ativar o biosensor de A. tumefaciens, enquanto os

dipeptideos sintéticos sdo inertes.

Outra possibilidade que ndo foi investigada é a de que os isolados desse estudo possam ter
interagido de forma negativa com a estirpe NT1 inibindo a sua capacidade de detecgdo dos

ALHSs produzidos.

Figura 4. Deteccdo da biossintese de acil-lactonas homoserinas por bactérias isoladas de
hortalicas em meio de cultivo contendo a estirpe repérter NT1 de A. tumefasciens. A
coloragdo azul do meio indica resultado positivo.
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5.5 Detecgdo da producéo de Al A e compostosinddlicos relacionados

A producdo de auxinas é um importante mecanismo através do qual bactérias
promovem o crescimento das plantas. No presente estudo, de um total de 189 isolados, 95%
produziram AIA e outros compostos inddlicos relacionados (Anexo B). As médias das
concentracdes produzidas variaram de 1,76 a 887,65 ug ml™ e de 0,78 a 407,18 pg mi™* UDO
(unidade de densidade 6ptica). De acordo com a eficiéncia da producdo de AIA (ug mi™
UDO), os isolados foram distribuidos arbitrariamente em 5 classes (Tabela 4, Figura5). A
classe | correspondeu a cerca de 5 % do total de isolados representada apenas pelos isolados
do solo pés-cultivo (n=10) gque ndo produziram quantidades detectéveis de AlA. A classe Il
apresentou 16% do total de isolados que produziram até 10 ug de AIA mi™* UDO™. Desses a
maior abundanciarelativafoi dosisolados darizosfera. A classe Il correspondeu aos isolados
que produziram de 10 a 25 ug de AIA mi™* UDO™ e totalizaram 36% do total de isolados. Na
classe 1V, 74 isolados representando 39% do total de isolados produziram de 25 a 100 ug de
AIA mI™ UDO™, com predominancia dos isolados da rizosfera. Na classe V, cinco isolados,

todos da rizosfera, produziram mais de 100 pg de AIA ml™* UDO™.

Tabela 4. Distribuicdo dos isolados de pseudomonas fluorescentes isolados da rizosfera e do
solo pos-cultivo de hortalicas em classes arbitradas de acordo com o nivel de producéo de
compostos inddlicos.

Classes AlA Rizosfera’ Solo” Total®
(ug mIt UDO™
| 0 0 10(143%) 10 (5.3%)
I >0a10 25 (21%) 6(86%)  31(164%)
I >10a25  36(303%) 33(47.1%) 69 (36,5%)
W 5252100  53(445%)  21(30%)  74(39,2%)
Y, >100 5 (4,2%) 0 5 (2,6%)
Total 119 70 189

'NUmero de isolados e percentual em relacso ao total de cada origem.
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Figura 5. Exemplos de producdo de acido indol-3-acético e compostos inddlicos relacionados
por rizobactérias fluorescentes isoladas de hortalicas de acordo com classes arbitradas
conforme a concentracao de regulador produzida . Classes: |. ndo produziu; Il. produziu até
10 pg mi™ UDO™; 111, produziu mais do que 10 até 25 ug mi™* UDO™; 1V. produziu mais do
que 25 até 100 ug mi™* UDO ™ e V. produziu mais do que 100 pg mi™* UDO™.

Os resultados obtidos in vitro a partir de um meio de cultivo suplementado com L-Trp
sugerem que os isolados de solo e de rizosfera apresentam potencial para produzir AIA e
outros compostos inddlicos relacionados. Tsavkelova et al. (2005) e Gravel et al. (2007)
mostraram que a producdo de AIA varia entre géneros e espécies bacterianas, sendo
incrementada quando se adiciona triptofano a0 meio de cultivo. O triptofano participa de
pelo menos quatro vias de biossintese deste regulador, e destas a indol-3-piruvato é a
principal via biossintética onde a sintese do acido indol-3-acético ocorre a partir da
descarboxilacdo do indol-3-piruvato pela enzima indol piruvato descarboxilase que é
codificada pelo gene ipdC. Em P. putida a expressdo do gene ipdC é regulada pelo sistema
RpoS que regula a expressdo de genes sob estresses. Em P. clororaphis o sistema de dois
componentes GacS/ GacA controla a expressao de genes que sdo induzidos durante a Ultima
fase do crescimento logaritimico e regulam negativamente a biossintese de AIA dependente
de triptofano. Ambos os sistemas RpoS e GacS/ GacA sdo dependentes da concentracéo de
autoindutores como as AHLs (HAAS & KEEL, 2003; SPAEPEN et a., 2009) que conforme
dados apresentados na secdo 2.2.2 ndo foram amplamente detectadas no conjunto de
isolados avaliados. A exemplo das ALHs, o AIA também pode atuar como uma molécula
sinalizadora e assim controlar a expressao génica em bactérias (SPAEPEN et d., 2009). Ja
foi relatado também que a producéo de AlA é capaz de promover ainteracéo entre as raizes
e as populacdes bacterianas benéficas e fitopatogénicas, o que possivelmente explica o fato
desta caracteristica estar amplamente distribuida nas bactérias rizosféricas, ocorrendo a

partir de diferentes vias metabdlicas e resultando em diferentes respostas da planta
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(SPAEPEN et a., 2007). Bactérias produzem AlA como parte da estratégia de colonizacdo
radicular incluindo fitoestimulac&o e confundindo as defesas da planta (SPAEPEN et al.,
2009). Patten & Glick (2002) inocularam sementes de canola com um mutante da estirpe
GR12-2 de P. putida deficiente na producéo de AIA e verificaram que como esperado néo
houve estimulo ao crescimento radicular. Porém, a estirpe mutante deficiente foi capaz de se
estabelecer na rizosfera em densidade proxima a da estirpe selvagem indicando que o
regulador ndo era um mediador significativo para a colonizagdo. Ainda deve se considerar
gue nesse caso, a producdo de AlA na estirpe mutante ndo tenha sido totalmente silenciada,
pois além das vias dependentes de triptofano existe uma via independente a partir do
antranilato que é o precursor do triptofano, o que pode ter garantido a manutencdo da
colonizagdo radicular pela estirpe mutante.

A producdo de AlA pelas maioria dos isolados estudados pode indicar uma capacidade
amplamente distribuida de colonizago das raizes. E possivel que as altas concentragbes de
AlA registradas nesse estudo ndo ocorram naturalmente na rizosfera das plantas uma vez que
de acordo com Kamilova et a. (2009), na rizosfera, a producéo de AlA pelas bactérias é
dependente da quantidade de triptofano presente. Este aminoacido € comumente exsudado
pelas raizes das plantas sendo as quantidades excretadas dependente da espécie, cultivar
estagio de desenvolvimento e nutricdo (ROVIRA, 1990; DAKORA & PHILLIPS, 2002).
Spaepen et d. (2007) indicam que a limitagdo de carbono e a reducéo na taxa de crescimento
no inicio da fase estacionéria associados a alta densidade populacional, aumentam a
biossintese de AIA. A produgdo de AIA pelos isolados na rizosfera também depende dos
gendtipos de plantas que podem interferir na dindmica e estrutura das popul agdes bacterianas
produtoras desse regulador de crescimento. Picard & Bosco (2008), demonstraram que a
abundancia das populacbes de Pseudomonas spp. produtoras de AIA na rizosfera de milho
hibrido é o triplo daguelas encontradas nas linhagens parentais. Kochar et al. (2011)
mostraram que a inoculacdo da estirpe Psd de P. fluorescens produtora de AIA aumentou o
comprimento das raizes de sorgo, feijdo-mungo-verde e trigo, mas ndo teve efeito sobre
milho, aveia e mileto. Nesse estudo, ainser¢do de mais uma via de biossintese em uma estirpe
de pseudomonas foi capaz de aumentar em cinco vezes a producdo de AlA, porém quando o
mutante foi inoculado em sorgo, observou-se um efeito negativo sobre o crescimento das

raizes.

72



5.6 Solubilizacdo de fosfato de calcio insoluvel

Bactérias que solubilizam fosfatos constituem de 1 a 50% da populacdo total de bactérias
na rizosfera, sendo que na populacdo bacteriana essa caracteristica é de 2 a 150 vezes mais
freqliente do que de fungos (SPAEPEN et al., 2009). No presente estudo, 140 isolados da
colecdo em estudo, representando 74% do total, foram considerados positivos quanto a
solubilizacdo de fosfato demonstrado a partir da presenca de halo de solubilizacdo ao redor
das col6nias crescidas em meio GL (Anexo C). A maior parte das bactérias que solubilizam
fosfatos sdo capazes de fazé-lo a partir do complexo Ca-P e em menor proporcdo a partir dos
complexos Fe-P e Al-P (RODRIGUEZ & FRAGA; PEREZ et d., 2007). Os isolados
negativos foram incapazes de crescer no meio contendo fosfato insoltvel, embora todos os
isolados fossem capazes de utilizar a glicose como fonte de carbono que tem sido reconhecida
como capaz de promover significativamente a solubilizacdo de P em bactérias fluorescentes
(PARK et al., 2009). O elevado percentual de bactérias solubilizadoras detectados no presente
estudo pode ser reflexo do agroecossistema a partir do qual foi efetuado o isolamento e sugere
0 potencial destes isolados para melhorar a disponibilidade de P na rizosfera das plantas.
Barroti & Narras (2000) discutem que a populagdo de microrganismos solubilizadores de
fosfato, asssm como, a eficiéncia da solubilizagdo podem estar relacionadas as plantas de
origem, tipo de solo e o manejo adotado. Em contraste, no estudo conduzido por Browne et al.
(2009) com 752 pseudomonas fluorescentes isoladas de solos da rizosfera de trigo e aveia
com manejo convenciona e mangjo com baixos niveis de adi¢éo de fertilizantes fosfatados
desde 1996, foi observada acentuada queda no nivel de fésforo no solo no segundo tipo de
manejo. Nesse estudo, a reduzida adicdo de fosforo mineral diminuiu a densidade da
populagdo de pseudomonas, mas ndo teve efeito sobre a eficiéncia ou a frequéncia de
solubilizadores. Em geral, as bactérias da rizosfera sdo mais eficientes em solubilizar fosfatos
de célcio em comparagdo a isolados de outras fontes, sendo que essa capacidade pode ser
perdida apds uma série de cultivos em meios ricos (BAYA et a., 1981, GYANESHWAR et
a., 2002). No presente estudo, a propor¢do de isolados positivos foi semelhante entre os
isolados de rizosfera (75%) e de solo (73%) e tampouco foi observada diferenca significativa
entre a freqiéncia dos isolados distribuidos em trés classes de acordo com a eficiéncia de
solubilizagdo (ES): baixa, média e alta calculada em funcéo da razdo entre o didmetro do halo
de solubilizacdo e a col6nia da bactéria (Tabela 5). Dentre esses, a maioria dos isolados,

independentemente da origem apresentou baixa ES.
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Tabela 5. Eficiéncia de Solubilizacéo de fosfato monocélcico por bactérias fluorescentes
obtidas da rizosfera e de solo poés-cultivo de hortalicas. Avaliagdes foram realizadas aos 3, 6,
9 e doze dias de cultivo em meio GL contendo fosfato monocécico. Médias de seis
repeticdes. |S = indice de solubilizac8o; ES = eficiéncia de solubilizaco.

Origem N* Eficiéncia de solubilizagdo
Baixa’ Média®  Alta®
Rizosfera 89 58,4 34,8 6,7
Solo 51 52,9 43,1 3,9

1 NUmero de isolados positivos
2 percentual de isolados

Osisolados do solo AL21 e SA32, dém dos isolados da rizosfera C354, A362, C312, R163,
C122 e R123 apresentaram alta ES. Em todos os isolados positivos, exceto o CO42, houve
formacdo de halo desde a 12 época de avaliagdo, ao terceiro dia de crescimento. As diferencas
de ES encontradas ao longo do periodo de cultivo in vitro podem estar relacionadas a
producdo em quantidade e tipo de &cidos organicos produzidos. Pseudomonas spp. produzem
de forma constitutiva uma série de acidos organicos dentre os quais se destacam é&cidos
gluconico, oxdlico, cetogluconico, l&tico, succinico, férmico, citrico e malico (COLLAVINO
et a. 2010; VYAS & GULATI, 2009). Os resultados de Park et al. (2009) mostraram que a
producdo de &cidos organicos e a solubilizagdo de P pela estirpe RAF15 de P. fluorescens
ocorreram em paralelo as etapas do crescimento bacteriano atingindo o maximo ao final da
fase log e inicio da fase estacionaria a partir da qual ndo se observou mais aumento na
concentracdo de P sollvel. Além da acidificacdo da rizosfera, pseudomonas podem quelar o
Fe e o Al complexados com o P (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). A Figura 6 mostra a
evolucdo do indice de solubilizacdo durante as 4 épocas de avaliacdo, mostrando que 0s

isolados AL 21 e SA 32 apresentaram ja no terceiro e sexto dia ES méxima.
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Figura 6. Solubilizacdo de fosfato monocélcico por bactérias da rizosfera e de solo pos-
cultivo de hortalicas com alta eficiéncia de solubilizac&o.

A avaliagdo da ES dos isolados em alguns casos, menospreza o tamanho do didmetro do halo
de solubilizacdo que também é uma medida que pode aferir o potencial dos isolados. Observa-
se na Figura 7 que a estirpe C317 apresentou um halo de solubilizacgo bastante evidente
(31,86 mm), mas em fungdo do tamanho da col6nia foi classificada como baixo ES. E
possivel que a aplicacdo desse indice ocasione a perda de estirpes que poderiam ser
importantes para as avaliagdes in vivo futuras. A Figura 8 mostra a correlacéo entre o
didmetro da col6nia e o didmetro do halo para os 140 isolados considerados positivos quanto
a solubilizacdo de fosfato. Observa-se que para a maior parte dos isolados a medida que
aumenta o tamanho da colénia, aumenta o tamanho do halo mantendo-se uma proporcéo
semelhante entre os dois parametros. Porém, € possivel identificar alguns grupos que se
afastam dessa proporgdo. Foram considerados para tal, os grupos I, Il e Ill. No grupo |
encontram-se isolados com menor diametro de col6nia, porém com halos maiores do que a
média, no grupo Il e lll, colébnias com maior didmetro e com halos maiores do que média,
respectivamente. | solados desses grupos seréo avaliadas em estudos in vivo, além do material
considerado promissor de acordo com a €ficiéncia de solubilizagdo, pois ndo podemos
concluir ainda, se na prética, um desses comportamentos em meio de cultivo guarda relacéo

com aeficiéncia do uso de adubos fosfatados.
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C317 C323 SA32 R123

Figura 7. Solubilizagdo de monofosfato de célcio por bactérias fluorescentes obtidas do solo
e da rizosfera de hortalicas. I1solados com baixa eficiéncia de solubilizaggo: C317 e C323;
I solados com alta eficiéncia de solubilizagdo: SA32 e R123.
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Figura 8. Relagdo entre o halo de solubilizagdo de fosfato monocalcico e a coldnia dos
isolados darizosfera e de solo pds-cultivo de hortalicas.

5.7 Promocé&o do crescimento da couve

Pseudomonas spp. fluorescentes detém potencial para a promocgdo de crescimento de
plantas e podem contribuir para a producdo de hortalicas de ata qualidade. No presente
estudo, foram realizados oito ensaios em casa de vegetagdo para avaliar um conjunto de 94
isolados quanto ao potencial de promover o crescimento de couve. Desses, 90 apresentaram
perfil bioquimico idéntico a Pseudomonas sp.
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No primeiro ensaio foram avaliados 11 isolados de solo de pés-cultivo de aface (5),
salsa (4) e rucula (2). Nenhum foi capaz de aumentar significativamente o crescimento das
plantas de couve quando comparados a testemunha ndo inoculada. O isolado AL29 de aface
diferiu dos isolados RU38, AL25 em relagdo a massa de matéria seca da parte aérea e massa
de matéria seca total e dos isolados RU38 e SA24 em relagcdo a massa de matéria seca das
raizes (Tabela 6). Os isolados RU38 e AL 25 que causaram reducdo significativa da massa
de matéria fresca da parte aérea das plantas inoculadas em comparagdo a0 comportamento da
melhor estirpe observada nesse estudo (AL 29), também ndo mostrou diferencas significativas

em relacdo atestemunha sem inoculacéo.

Tabela 6. Efeito da inoculagéo de bactérias fluorescentes provenientes de solo pos-cultivo de
hortalicas sobre a massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca da
parte aerea (MSPA), massa de matéria seca das raizes (MSR) e massa de matéria seca total
(MST) de plantas de couve (Brassica oleraceae cv. acephala) em casa-de-vegetacdo. Médias
de cinco repeticoes.

Tratamento MFPA (g)* MSPA (9) MSR (g) MST (g)
AL29 9,71 1,19a 0,23 a 142a
SA21 9,95 1,08 ab 0,21 ab 1,29 ab

Testemunha 9,04 1,07 ab 0,17 abc 1,24 &b
SA32 10,27 1,05 ab 0,18 abc 1,26 ab
ALZ27 8,71 0,98 ab 0,13 abc 1,11 &b
AL24 8,89 0,91 ab 0,18 abc 1,09 ab
SA33 7,09 0,86 ab 0,18 abc 1,04 ab
AL21 8,51 0,85 ab 0,18 abc 1,05 ab
RU26 1,77 0,83 ab 0,12 bc 0,96 ab
SA24 7,91 0,79 ab 0,10c 0,89 ab
RU38 6,13 0,64b 0,13 bc 0,76 b
AL25 6,31 0,63b 0,14 abc 0,77b
CV (%) 27,32 24,57 28,72 23,55

* As diferencas entre as médias ndo foram significativas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A partir do resultado negativo obtido para os isolados de solo n&o associado, nos
ensaios subsequientes foram avaliados apenas isolados oriundos da rizosfera. Nos ensaios |1,
[l eIV foi avaliado um total de 52 isolados que ndo proporcionou aumento significativo das
variaveis analisadas. Os dados referentes a esses ensaios encontram-se disponiveis no Anexo
D.

No quinto ensaio foram avaliados 15 isolados das rizosferas de couve (12), salsa (2) e
aface (1). O isolado C227 e C183 aumentaram a massa de matéria seca das raizes em quase

trés vezes a massa observada nas raizes das plantas testemunhas, esse aumento de matéria
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seca daraiz foi acompanhado de aumento da parte aérea de mais de duas vezes a massa seca
daraiz datestemunha (Tabela 7; Figura9).
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Tabela 7. Efeito dainoculacdo de rizobactérias sobre a massa de matéria fresca da parte aérea
(MFPA), massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), massa de matéria seca das raizes
(MSR) e massa de matéria seca total (MST) de plantas de couve (Brassica oleraceae) em
casa-de-vegetacdo. Médias de cinco repeticdes. Letras iguais ndo diferem entre si (Ensaio V).

Tratamento MFPA (g)* MSPA (g)* MSR (g) MST (g)
Cc227 13,55 2,13 0,65a 2,77 a
C183 13,32 2,02 0,60 ab 2,68 a
C315 8,18 1,22 0,35 abc 157 ab

C1123 10,32 1,41 0,34 abc 1,75ab

C373 10,59 1,43 0,34 abc 1,77 ab
C335 11,75 1,47 0,33 abc 1,80 ab
S221 10,90 1,53 0,39 abc 1,92 ab
C352 11,41 1,72 0,40 abc 211ab
C312 9,88 1,26 0,29 bc 1,55ab
S231 9,79 1,26 0,31 bc 1,56 ab
A312 7,58 1,07 0,18c 1,25ab
Cc287 9,03 1,10 0,26 ¢ 1,36 ab
C332 9,06 1,19 021c 1,39 ab
C356 8,29 1,31 0,23¢c 154 ab
C267 10,02 1,47 0,26 c 1,73 ab

Testemunha 7,10 0,89 0,17c 1,06 b

CV (%) 37,84 41,38 44 51 40,47

* Asdiferengas entre as médias ndo foram significativas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

C183 C227 Testemunha

Figura 9. Matéria seca de raiz de couve inoculada com rizobactérias provenientes de
hortaligas.
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No sexto ensaio para as quatro variavels analisadas observou-se diferenca significativa
promovida pela inoculagdo com alguns isolados de rizobactérias em comparagdo com a
testemunha ndo inoculada. Os isolados C3113, C1133, C317, C112, R1132, S3103, S393 e
C1143 promoveram o crescimento das plantas inoculadas por estimular 0 acimulo de massa
de matéria seca total (Tabela 8). O isolado C3113 e o C1133 promoveram tanto o
crescimento da parte aérea como das raizes em relagdo a testemunha ndo inoculada enquanto
os isolados C317, C112, R1132 e C1143 promoveram acumulo de massa de matéria seca da
parte aérea superior a testemunha. Na Figura 10 é possivel observar as diferencas obtidas

pelainoculacéo com algumas rizobactérias e a testemunha ndo inoculada.

Tabela 8. Efeito dainoculagéo de rizobactérias fluorescentes sobre a massa de matéria fresca
da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca da parte aérea (M SPA), massa de matéria seca
das raizes (MSR) e massa de matéria seca total (MST) de plantas de couve (Brassica
oleraceae cv. acephala) em casa-de-vegetacdo. Médias de cinco repeticles. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade (Ensaio V1).

Tratamento MFPA (g9) MSPA (g9) MSR (Q) MST ()
C3113 6,75 ab 0,82a 0,854 a 167a
C1133 747 a 0,894 a 0,722 ab 162a

C317 7,03 a 0,864 a 0,598 abc 146 a
C112 6,63 ab 0,806 a 0,616 abc 1,42 a
R1132 6,28 ab 0,808 a 0,678 abc 149a
S3103 6,00 ab 0,77 ab 0,63 abc 1,40 a
S393 6,47 ab 0,782 ab 0,642 abc 142 a
C1143 6,58 ab 0,806 a 0,55 abc 1,36 ab
S333 6,11 ab 0,694 ab 0,414 bc 1,11ab

Testemunha 3,13b 0,386 b 0,266 ¢ 0,65b

CV (%) 28,39 25,27 33,26 24,56
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Figura 10. Promogéo do crescimento ue cuuve de iuitie pur rizobacierias isviadeS de
hortalicas.

No sétimo ensaio foram avaliados 10 isolados, dentre esses 8 isolados foram avaliados no
ensaio anterior: S333, S3103, C112, C1143, R1132, C3113, C317, C1133 (Tabela 9). Os
isolados C317, C1133, S3103 incrementaram a massa de matéria fresca da parte aérea

diferindo significativamente da testemunha sem inoculagéo (Tabela 9).
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Tabela 9. Efeito dainoculagéo de rizobactérias sobre a massa de matéria fresca da parte aérea
(MFPA), massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), massa de matéria seca das raizes
(MSR) e massa de matéria seca total (MST) de plantas de couve (Brassica oleraceae cv.
acephala) em casa-de-vegetacdo. Médias de cinco repeticdes. Letras iguais ndo diferem entre
s (Ensaio VII).

Tratamento MFPA (g) MSPA (g)* MSR (g)* MST (g)*
C317 4,24 a 0,44 1,07 1,52
C1133 3,95 ab 0,43 1,01 1,44
S3103 391ab 0,43 1,46 1,89
C393 3,60 abc 0,40 0,98 1,38
S333 3,39 abc 0,38 0,80 1,18
C3113 3,24 abc 0,41 1,32 1,73
R342 2,91 abc 0,32 1,34 1,66
R1132 2,86 abc 0,32 0,84 1,16
C1143 2,71 abc 0,36 0,68 1,04
Cl112 2,54 bc 0,40 0,86 1,26
Testemunha 2,16 c 0,25 0,71 0,96
CV (%) 23,00 31,37 50,30 40,02

* As diferencas entre as médias ndo foram significativas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No oitavo ensaio foram avaliados 10 isolados das rizosferas de rucula (5), couve (2),
aface (1) e sdsa (2). Os isolados R1102, R163 e S393 incrementaram a massa de matéria

seca da parte aérea e diferiram significativamente da testemunha sem inoculagéo (T abela 10).

Tabela 10. Efeito da inoculag@o de rizobactérias sobre a massa de matéria fresca da parte
aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (M SPA), massa de matéria seca das raizes (MSR) e
massa de matéria seca total (MST) de plantas de couve (Brassica oleraceae cv. acephala) em
casa-de-vegetacdo. Médias de cinco repeticdes. Letras iguais ndo diferem entre si (Ensaio
VIII).

Tratamento MFPA (g)* MSPA (g) MSR (g)* MST (g)*
R1102 5,48 0,73a 0,50 1,23
R163 5,64 0,75a 0,41 1,16
S393 5,52 0,80 a 0,61 1,41
A329 4,63 045b 0,39 0,85
R166 5,76 0,56 b 0,55 1,11
R171 551 0,56 b 0,59 1,16
R342 4,87 0,59b 0,48 1,07
S262 5,87 0,59b 0,61 1,19
C1113 5,96 0,63b 0,44 1,08
C316 5,80 0,64b 0,43 1,07
Testemunha 521 0,46 b 0,41 0,87
CV (%) 18,63 22,32 30,79 19,62

* As diferencas entre as médias ndo foram significativas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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De um tota de 94 isolados avaliados em oito experimentos, 12 promoveram 0O
crescimento de plantas de couve enquanto, 82 nédo tiveram efeito significativo em qualquer
das varidveis analisadas. A Tabela 11 sumariza o efeito da inoculagdo de todos os isolados
avaliados mostrando o percentual médio de incremento ou de reducdo das varidveis MFPA,
MSPA, MSR e MST em relagcdo a testemunha sem inoculacdo. Os isolados C227 e C183
induziram um incremento das raizes em 276% e 247% e a massa de matéria seca total das
plantas inoculadas em 161,5% e 153%, respectivamente. Os isolados S3103, C112, C1143,
R1132, C3113, C317 e C1133 foram testados no sexto e s&timo ensaios. No sexto, esses
isolados promoveram incrementos de mais de 90% na massa de matéria seca da parte aérea e
na massa de matéria seca total. No sé&timo, excetuando o isolado C1143 que ndo promoveu
incremento na M SR, todos os outros isolados incrementaram as varidveis analisadas, porém o
percentual de incremento foi menor sendo significativo para a MFPA em 96,47%, 83,22%,
81,27% das plantas inoculadas com os isolados C317, C1133 e S3103, respectivamente. No
ensaio VIII, os isolados R1102, R163 e S393 promoveram incremento da MSPA das plantas
inocul adas em 58,20%, 63% e 72,83%, respectivamente. O isolado S393 foi avaliado também
no ensaio VI aumentando significativamente a MST das plantas inoculadas em 118,4%.
Houve variagdo da resposta a inoculagdo das plantas com o mesmo isolado, quando se
compara os diferentes ensaios redizados. Varios autores discutem essa auséncia de
estabilidade da resposta a inoculagdo com bactérias promotoras do crescimento de vida livre,
sgja para a promogao de crescimento direta ou indireta pelo controle bioldgico de patdgenos
de solo. Lucy (2004) sugere que as variacdes podem ser funcdo de uma série de fatores,
bidticos e abidticos que interferem na sintese de metabolitos e no estabelecimento das
bactérias na rizosfera. Em geral, insucessos decorrentes de inoculagfes artificiais tém sido
atribuidos ao fato das populagdes introduzidas declinarem rapidamente devido a incapacidade
de competicdo por exsudatos frente a biota residente e de sobrevivéncia quando expostas a
predacdo por protozodrios, dém do efeito de estresses abidticos relacionados ao pH
rizosférico, a temperatura e a umidade do solo (STRIGUL & KRAVCHENCO, 2006). No
estudo conduzido por Fischer et al. (2010) foi demonstrado que a inoculagdo da rizosfera de
trigo aos 60 dias com duas estirpes de Pseudomonas sp. promotoras de crescimento vegetal
resultou em uma considerdvel reducdo no nlimero de células vidveis de 102 para 10* UFC ml”

1. Apesar disso, o efeito positivo sobre o crescimento das plantas foi observado. Variacoes de
resposta sdo frequentes, porém Lucy (2004) pondera que a inoculagdo de BPCPs leva a um

efeito global positivo num conjunto de ensaios.
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No presente estudo, apesar da variabilidade de resposta, as estirpes que mostraram
efeitos positivos em dois ou mais ensaios mostram um potencial como promotoras de
crescimento que talvez se confirme em condigdes de campo. Nesse sentido, conhecer as
varidvels que interferem na resposta a inoculagdo é importante para direcionar 0 manejo
visando a maximizacdo do efeito. Por exemplo, sabemos que o potencial das bactérias existe e
isso pode se expressar ou hdo num fendtipo desejado, entéo de que forma podemos contribuir
para manté-lo dentro de uma flutuagdo aceitavel? BPCPs reconhecidamente expressam
melhor os mecanismos de promocao sob condicBes de baixos niveis de nutrientes (GLICK,
2007). Piromyou et al. (2011) conduziu um estudo onde era adicionado um composto que
isoladamente n& promoveu o crescimento das plantas, mas combinado com a inoculagdo
bacteriana teve efeito positivo. No estudo conduzido por SHAHAROONA et a. (2008)
demonstrou-se que o efeito positivo da inoculacdo de trigo com estirpes de Pseudomonas
fluorescens que produzem ACC desaminase foi inversamente proporciona a aplicacéo
conjunta de doses crescentes de NPK. Nessa linha, Ademoye & Kloepper (2009) discutem
gue o uso de inoculantes microbianos pode fazer parte de um manejo integrado da adubacéo
em que sdo empregados baixos niveis de fertilizantes quimicos. A combinacdo de bactérias e
adubos minerais propicia uma melhor eficiéncia do fertilizante quimico, reduzindo a sua
adicdo. Esta abordagem ndo sacrifica a alta produtividade em curto prazo e nem a
sustentabilidade em longo prazo. Alabouvette et al. (2006) apontam para a necessidade de
mais estudos que abordem as tecnologias de aplicacdo e o uso de consbrcios de
microrganismos que atuem de maneiras diferentes. Pliego (2010) chama atencdo para a
necessidade de se aumentar 0 conhecimento da ecologia microbiana na rizosfera, e pondera,
também, como as compl exas interagdes de processos quimicos, fisicos e bioldgicos interferem
na atuacdo desses organismos. Compant et a. (2010) questionam a respeito dopouco
entendimento de como essas bactérias colonizam os nichos no hospedeiro, bem como, da

comunidade bacteriana viavel, mas ndo cultivavel que colonizaarizosfera.

E importante ressaltar que nd0 se pode esperar resultados semelhantes para as
inoculacBes microbianas e nem enxerga-las com a mesma légica que garante 0 uso de
fertilizantes minerais. O componente bioldgico exerce mais do que um incremento pontual da
biomassa. H&4 que se considerar a importéncia das populagbes de BPCPs para os
agroecossistemas, exercendo de forma direta e indireta a promocéo de crescimento, seja pela
maior disponibilidade de nutrientes, pelo controle de fitopatdégenos de solo, pela inducdo de

resisténcia a estresses, ou pela producéo de reguladores vegetais. Hoje a agricultura ndo pode
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mais ser vista como o “trade-off” cléssico entre ata produtividade e equilibrio do
agroecossi stema que € sustentado pel os processos biol dgicos e pela biodiversidade (SINGH et
a., 2011).

Apesar de 84 isolados ndo apresentarem diferengas significativas, nos diferentes
ensaios, em relacdo a testemunha sem inoculagéo, 12 deles se destacaram por proporcionarem
aumento no crescimento das plantas, principalmente do sistema radicular em mais de 50%.
Estes foram C315, S231, C312, C267, C1123, C373, S383, C142, S221, C352, C335 e S333,
testados nos ensaios V, VI, VIl e VIII.
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Tabela 11. Efeito da inoculacdo de bactérias obtidas da rizosfera e de solo pds-cultivo de hortalicas sobre o percentual da massa de matéria

fresca da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), massa de matéria seca das raizes (MSR) e massa de matéria

secatotal (MST) de plantas de couve em relacéo a testemunha sem inoculagdo. A. Ensaiosde | até |V; B. Ensaiosde V até VIII.

A

Legenda

B <-25%
Entre-25% e 0
Entre 0e25%

Entre 25% e 50%
B >50%
B Efeito significativo

Ensaio

v

Isolado MFPA MSPA MSR

MST  MFPA

MSPA MSR

MST

MFPA

MSPA

MSR MST

MFPA

MSPA MSR  MST

AL25 [ESOIRONSARION -17.c0 [ESHSO)
RU3S RN NS00

Al1142
A161
Al71
A242
A263
A383
AL21
AL24
AL27
AL29
Cl117
C152
C161
C162
C193

-20,56 588 -16,13
-1495 588 -12,10
-8,41 -23,53 -10,48
11,21 3529 14,52

-23,53 |ESaol

-1,29
-2,51
-5,35

5,48

0,47
2,64
-4,52

5,56

-16,99 -2,37
11,65 4,10
-7,77  -5,05

1505 7,10

6,84

-11,06 -8,70 -10,65
599 -10,87 3,04
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Tabela 11 A. Continuacao...

c247 - - - - - - - - - - - - 822 14,75 217 1255
c257 - - - - - - - - -1,16 283 243  -197 - - - -
c277 - - - - 441 533 604 290 - - - - - - - -
Cc318 - - - - 525 -1,95 -943 -355 - - - - - - - -
Cc323 - - - - 021 -061 453 048 - - - - - - - -
Cc324 - - - - 347 -1035 -1962 -12,33 - - - - - - - -
Cc337 - - - - - - - - - - - - 318 1152 1087 1141
C346 - - - - - - - - 4,71 094 340 1,34 - - - -
C354 - - : : 1,68 -14,04 [EESBH -17.41 - = - - - - : .
R1112 - - - - 310 307 415 330 - - - - - - - -
R123 - - - - 420 031 -264 -032 - - - - - - - -
R132 - - - - 378 19 -1811 -234 - - - - - - - -
R133B - - - - - - - - - - - - 634 737 870 456
R142 - - - - - - - - -0,13 207 | 58 079 - - - -
R152 - - - - - - - - - - - - 6,62 2350 17,39 2243
R153 - - - - - - - - -1,29 123 728 221 - - - -
R183 - - - - - - - - - - - - -1,14 1935 -1304 1369
R192 - - - - - - - - 2,84 038 1456 2,68 - - - -
R223 - - - - - - - - - - - - 556 507 -870 266
R243 - - - - - - - - -6,58 -434 291 -316 - - - -
R3112 - - - - - - - - -1096  -943 -2087 -11,29 - - - -
R3132 - - - - 394 -369 -264 -346 - - - - - - - -
R3142 - - - - 126 225 -226 -2,26 - - - - - - - -
R322 - - - - - - - - - - - - -1,75 1014  -1522 570
RU26 -14,06 -2243 2O 2339 - - - - - - - - - - - -
s1112 - - - - - - - - -4,64 151 7,77 0,00 - - - -
s112 - - - - 14,08 10,86 16,23 12,01 - - - - - - - -
s1122 - - - - 452 348 -528 -387 - - - - - - - -
s113 - - - - 289 -11,68 -566 -10,39 - - - - - - - -
S1132 - - - - 688 092 -1887 -3,30 - - - - - - - -
s142 - - - - - - - - -1,68 057 -1796 -339 - - - -
S211 - - - - 131 -1363 -1623 -14,18 - - - - - - - -
S241 - - - - 011 -420 453 234 - - - - - - - -
S263 - - - - 1,47 -1117 -22,26 -1354 - - - - - - - -

811 - - - - 636 -451 -377 -435 - - - - - - - -



Tabela 11. Continuagéo...

S312
S324
S353
S373
SA21
SA24
SA32
SA33
C1113
S262
C316
R166
R171
A329

10,06 093 2353 4,03
-12,58

1360 -187 588 -081
-2157 -19,63 5,88 -16,94

-5,87
-5,35
0,77

14,08

12,82 27,17 47,27
11,43 39,67
12,90 26,09

5,80

3,03

36,68
22,35
15,21
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B

Ensaio Vv VI VIl

Isolado MFPA  MSPA MSR MST MFPA  MSPA  MSR MST MFPA  MSPA  MSR MST MFPA

C1133 - - - - 4242 4959
C317 - - - -
C3113 - - - -

Cl112 - - - - 17,61 5878 20,22 30,29
C1143 - - - - 2539 4206 000 7,47
3393 - - - -

R1132 - - - - -_ 32 34 26 19 18 26 20 33 -
S3103 - - - - -
B |
C183 - - - - - - - - -

R1102 - - - - - - - - - - - - 5,33
R163 - - - - - - - - - - - - 8,26
S333 12,64 22,82 -
C393 3736 4274 -
R342
C335
C352
s221
C373
C1123
C267
C312
S231
C332 2751 3378 1977 3151 - - - - - - - - -
C287 27,10 2410 5000 2830 - - - - - - - - -
C356 16,67 47,07 3372 4491 - - - - - - - - -
C315 1512 37,39 102,330 47,92 - - - - - - - - -
A312 673 2095 233 17,92 - - - - - - - - -




5.8 Caracterizacdo das bactérias promotor as do crescimento da couve

Dez das doze rizobactérias reconhecidas como eficientes quanto a promocéo do
crescimento em couve folha tiveram o gene 16S RNAr seqiienciado. Excetuando-se o isolado
S3103, todas as outras BPCPs foram caracterizadas como pertencentes ao género
Pseudomonas e mostraram as caracteristicas comuns a do grupo | do RNATr stricto sensu
(PALLERONI, 1984). A Tabela 16 mostra os dados obtidos nas reacGes bioquimicas do kit
APl 20NE para esses isolados que ndo fermentam a glicose, mas a utilizam no metabolismo
aerdbio, produzem arginina diidrolase e utilizam gluconato de potassio, caprato, malato e
citrato (Tabela 12). O isolado R1102 diferiu dos demais pela atividade da gelatinase que é
uma caracteristica tipica de P. fluorescens e P. clororaphis, enquanto o isolado S393 foi o
tnico em que foi detectada atividade da -gal actopiranosidase,

Tabela 12. Caracterizagao bioquimica (Sistema Api 20NE, Biomerieux) e sequenciamento do
gene 16S RNAr de rizobactérias promotoras do crescimento de couve (na: ndo foi avaliada)

83y i385 925555 9

lsolado Z2F O <DOWo o O =2=22=200«C=20 0 16S RNAT
S393 - - -+ - - -+ + - - - - - 4+ + - + + + Pseudomonas sp.
S3103 + - - - -+ 4+ -+ - - -+ 4+ + - -+ o+ - Bacillus sp.
c3113 - - -+ - - - - 4+ 4+ + - - - + + - + + - Pseudomonassp.
Cl1133 - - - + - - - + 4+ + - - - + + - + + - Pseudomonassp.
R163 - - - + - - - - 4+ + + - - - + 4+ - + + + na
C27 - - -+ - - - - + 4+ + - - - 4+ + - + + + na
C183 - - -+ - - - - + 4+ - - - - + + - + + + Pseudomonassp.
R1132 - - - + - - - - + - + - - - + + - + + + Pseudomonassp.
C317 - - -+ - - - - + 4+ 4+ - - - 4+ + - + + + Pseudomonassp.
Cl143 - - -+ - - - - 4+ 4+ - - - - 4+ + - + + + Pseudomonassp.
ci12 - - -+ - - - - + 4+ 4+ - - - 4+ + - + + - Pseudomonassp.
R1102 - - - + - -+ - + - + + - - + + - + + + Pseudomonassp.

Os resultados das andlises comparativas das sequéncias do 16S RNAr mostraram que
estes isolados sdo similares a P. putida e P. plecoglossicida que € uma espécie que também
pertence ao grupo | do RNAr e € muito similar a P. putida, mas pode ser diferenciada dessa
ultima por ser capaz de utilizar L-Trp e o antranilato (Nishimori et al 2000). Como as estirpes
bacterianas selecionadas ndo usaram o L-Trp é possivel que estejam mais relacionadas a P.

putida do que a P. plecoglossicida. Jha et al. (2009) relataram gue estirpes de P. plegossicida
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também solubilizam fosfato, produzem sideréforos, AlA, proteases, celulases e é&cido
cianidrico. Os isolados R163 e C227 ndo foram seqienciados, mas apresentaram perfil
bioquimico idéntico ao do grupo de P. putida. O isolado S3103 foi caracterizado como
Bacillus sp. apresentou o perfil bioquimico idéntico ao grupo de isolados de S. maltophilia —
reducdo de nitrato a nitrito, degradacdo da esculina e gelatina, utilizacdo de maltose e n-acetil
glucosamina. Bactérias desse grupo também sdo reconhecidas como BPCPs e apresentam um
grande potencial para aplicacdo biotecnoldgica na agricultura, promovendo o crescimento de
plantas de forma direta e indireta (CHOUDHARY et a., 2009). Os isolados S393, C1133,
R163 e C183 sdo antagonistas in vitro a Rhizoctonia solani e C112, R1102 e S3103, de R.
solani e Sclerotiumrolfsii (DIAS, 2008).

As bactérias do grupo fluorescente das pseudomonas sdo reconhecidas como bactérias
promotoras do crescimento vegetal. Detém ampla capacidade metabdlica, incluindo a
utilizacdo de uma variedade de acidos organicos, aglcares e aminoacidos presentes nos
exsudatos de raizes e sementes (LOPER & GROSS, 2007). Promovem o crescimento direto
de plantas e apresentam antagonismo e induzem resisténcia a patégenos habitantes do solo
(COMPANT et a., 2010; LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009). A importancia do grupo é
crescente diante da capacidade de promover o crescimento de diversas espécies vegetais
reduzindo o efeito de vérios estresses abidticos. Ja foram documentadas promovendo o
crescimento de algoddo (YAO et al., 2010), trigo (EGAMBERDIEVA, 2009), milho (BANO
& FATIMA, 2009) e pepino (GAMALERO et a., 2009) sob estresse salino; de canola sob
baixa temperatura (CHENG et al., 2007), de tomate sob alagamento (GRICHKO & GLICK,
2000), de videira sob atos niveis de cddmio (ARSHAD et a., 2007). Também sdo utilizadas
na micropropagacao de abacaxi (BALDOTTO et a., 2010) e para 0 enraizamento de estacas
de eucalipto (MAFIA et a., 2005) eoliveira(PEYVANDIA et al., 2010).

Possivelmente, o efeito positivo desses isolados sobre o crescimento da couve esta
relacionado a dois fatores chave — a capacidade de colonizar o sistema radicular dessa espécie
vegetal e aos mecanismos de promocdo de crescimento. Nos ensaios realizados, foi utilizado
um solo sem autoclavagem, portanto contendo uma comunidade de microrganismos ja
estabelecida. As inoculagbes foram redlizadas aos 10 dias em plantulas sadias que
provavelmente ja haviam sido colonizadas por microrganismos autéctones, tais como, fungos
e bactérias. Uma vez introduzidos em suspensdes salinas, estes isolados tiveram que competir

com a biota residente, utilizar os compostos presentes nos exsudatos para multiplicacdo e

91



crescimento celular e a partir dai estabelecer associacOes benéficas com o hospedeiro. Foi
utilizado um solo com baixa fertilidade, adicionando-se uma solugéo nutritiva fraca, visando
favorecer a resposta a inoculacdo. Nessas condigdes, garantir a associagdo com a planta
suplanta o custo energético dispendido com a sua formagdo. Todos os isolados promotores de
crescimento formaram biofilmes, produziram sideréforos e AIA e com excegdo do isolado
S3103, solubilizaram P (Tabela 13). Em apenas um isolado, S393, foi detectada a producgéo
de lactonas homoserinas.

Tabela 13. Caraterizacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de couve quanto a
formac&o de biofilmes (BF), producéo de sideroforos, de acil lactonas homoserinas (ALH), de
acido indol-3-acético e compostos inddlicos relacionados (AlA) e eficiéncia de solubilizagdo
de fosfato monocécico (ES).

Isolado BF Sid ALH AlA classe ES
(g ml udo

S393 + + + 3,95 I meédia
S3103 + + - 7,04 I nula
C3113 + + - 24,73 v baixa
C1133 + + - 23,34 v meédia
R163 + + - 29,71 v ata
c227 + + - 29,37 v baixa
C183 + + - 29,67 v baixa
R1132 + + - 27,02 v meédia
C317 + + - 40,02 v baixa
C1143 + + - 40,04 v baixa
Cl112 + + - 41,74 v baixa
R1102 + + - 81,98 \Y] meédia

Esses mecanismos tém sido frequentemente relacionados a atividade de promogéo de
crescimento por pseudomonas e outras bactérias benéficas (COMPANT et al., 2010). O
estimulo ao crescimento das plantas possivelmente é resultado de um efeito sinérgico entre
€sses mecanismos que estdo intimamente ligados. A capacidade de formar biofilmes sobre as
raizes, possivelmente protegeu os isolados introduzidos e favoreceu a colonizacdo radicular,
mantendo a densidade celular suficiente para que fosse iniciada a produgdo de sideroforos
levando a vantagem competitiva das bactérias introduzidas sobre as populagdes residentes
devido a atividade antimicrobiana desses compostos e competicdo por ferro. Para o
estabelecimento nas raizes também € necessario que as BPCPs estabelecam uma troca de
sinais com a planta (SPAEPEN, 2010). Assim a capacidade de produzir auxinas em baixas

concentragdes pel os isolados possivel mente minimiza as defesas da couve.
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E reconhecido que os exsudatos radiculares exercem pressio de selecio sobre a
comunidade bacteriana (HARTMANN et al., 2009). Bréssicas produzem glucosinolatos que
s80 convertidos a isotiocianatos que tém atividade anti-herbivoria e anti-microbiana quando a
planta é injuriada ou atacada por patdgenos. Rumberger & Marschner (2004) demonstraram
gue esses compostos causam profundas alteragbes na comunidade microbiana rizosférica
durante o ciclo da couve. BPCPs competentes podem usar esses compostos como fonte de C,
N e S e se estabelecer nas raizes (CHANDRA et al., 2007). A colonizagdo € 0 primeiro passo
para que ocorram interagdes entre bactérias promotoras de crescimento e plantas
(BABALOLA, 2010). Narizosfera da couve, a producéo de AlA por estas bactérias pode ter
ocorrido a partir do triptofano e do antranilato presentes em baixas concentragdes nos

exsudatos, suficiente para promover o crescimento das raizes (KRAVCHENKO et a. 2004).

O AIA produzido por bactérias pode mudar o pool de auxinas na planta estimulando
a emergéncia de raizes laterais que otimizam a exploracdo do solo, melhorando a absor¢édo de
agua e nutrientes essenciais como o P. BPCPs solubilizam P em complexos com célcio, ferro
e aluminio aumentando a eficiéncia de uso desse elemento pelas plantas (HODGE et al. 2009;
YANG et a. 2009; ZAIDI et a., 2009). Além do P, BPCPs mostram potencial para
incrementar a absorcdo de outros elementos do solo, tais como o N e Fe (GLICK, 2005;
ADEMOYE & KLOEPPER, 2009).

O crescimento das raizes possivelmente resultou no crescimento integrado da parte
aérea, aumento das taxas de fotossintese e maior exsudacdo de compostos para 0 crescimento
microbiano e nichos que foram colonizados pelas bactérias introduzidas. Assim essa série de
processos pode ter contribuido para o efeito positivo sobre a biomassa das raizes e da parte
afrea resultando no aumento da biomassa total. Outros mecanismos que nao foram
investigados no presente estudo podem também estar envolvidos na resposta de incremento
do crescimento da couve, tais como a fixacdo de nitrogénio de vida livre e a producéo da
enzima ACC desaminase (GLICK et al., 2007; ZHAN, 2011).

5.9 Caracteristicas bioguimicas in vitro dos isolados estudados e a promocdo de
crescimento da couve na casa de vegetacao

Utilizou-se nesse estudo, uma abordagem que tem sido classicamente usada para selecionar
BPCPs: (i) isolou-se as bactérias do grupo das pseudomonas de solo rizosférico e pos cultivo
das plantas alvo, (ii) realizou-se a caracterizacéo bioquimica dos isolados, (iii) avaliou-se 0
potencia in vitro desses isolados para formar biofilmes, produzir sideréforos, ALHSs, AlA e
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solubilizar P, e (iv) a capacidade de promoverem o crescimento de couve em casa de
vegetacao utilizando solo sem autoclavagem.

Em diversos estudos, resultados positivos em laboratorio para a producéo de sideréforos,
solubilizagdo de P e producdo de AIA tém apoiado conclusdes de que a identificacdo desses
mecanismos per si possam conduzir a selecdo de potenciais BPCPs, sendo considerados os
isolados mais promissores aqueles em que foi identificada a maxima atividade in vitro
(BROWNE et al., 2009, CHAIHARN et a., 2009; COLLAVINO et a., 2010; TAURIAN et
al., 2010).

No presente estudo 96% (92/96) do total de isolados testados em casa de vegetacdo
apresentaram perfil bioguimico idéntico a pseudomonas fluorescentes. Desses, 94% (91/96)
produziram siderdforos, 76% (73/96) solubilizaram P, 98% (94/96) produziram AlA e 11%
(11/96) promoveram o crescimento das plantas. HAAS & DEFAGO (2005) chamam atencédo
para a reducdo consideravel do potencial dos isolados promissores a medida que se avancam
nas etapas de selecdo de bactérias para a promocdo de crescimento e controle biolgico, do
laboratorio para a casa de vegetacdo e para o campo. Além disso, os resultados desse estudo
indicam que uma metodologia de selecdo considerando a méxima atividade in vitro néo
garante efeito positivo sobre o crescimento das plantas. Uma pré-selecdo in vitro de isolados
para testes de promogdo de crescimento em casa de vegetacdo pode mascar 0s isolados mais
promissores, pois na sua maioria 0s isolados estudados apresentaram baixa eficiéncia de
solubilizacdo de P e média producéo de AIA (Tabela 14). O isolado R163 com ata ES néo

foi melhor do que osisolados com baixa ES e do que o isolado S3103 que n&o solubilizou P.

Tabela 14. Capacidade de isolados de rizosfera e solo pos-cultivo de hortalicas quanto a
sintese in vitro de acil lactonas homoserinas (ALH), biofilmes (BF), sideréforos (SID), e
acido indol-3-acético e compostos inddlicos relacionados (AlA) e de solubilizacéo de fosfato
monocalcico (SF), e a promocdo de crescimento de plantas de couve (B. oleraceae var.
acephala) em casa de vegetacdo (PC).

Isolado  Origem Taxon ALH BF SID AIA SF PC Legenda

—————
e W A
I N v

— 1T RES
BEEEEE OB Miobixa
- - - -| N&o foi detectado
— 1T B

— 1T B

— 11 B

R163 rizosfera P. putida
R1102 rizosfera P. fluorescens
R1132 rizosfera P. putida
C1133 rizosfera P. putida
S393  rizosfera P. putida
C112 rizosfera P. putida
C1143 rizosfera P. putida
C183 rizosfera P. putida
C227 rizosfera P. putida
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C317
C3113
S3103

C312

C315

C267

C335

S231

C373
C1123

C352

S333

S221

R123

C354
SA32
AL21

R153

R166
R3132

R322
S1122

S353
AL25

R142
A1142

R152
AL24
RU38
C1113

Cl117

C257

Cc287

C393

R223

S113
S1132

S263
SA33
A312

cz2r7
R133B

S324
A329

R192
R3142

S241

C316

C152

C162

rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
solo
solo
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
solo
rizosfera
rizosfera
rizosfera
solo
solo
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
solo
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera

P. putida
P. putida
S maltophilia
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
S maltophilia
P. putida
P. putida
S maltophilia
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. fluorescens
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
M. mesophilicum
P. fluorescens
P. fluorescens
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. luteola
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. luteola
P. putida
P. putida
P. putida
P. fluorescens
P. putida
P. putida
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C193 rizosfera P. putida
C337 rizosfera P. putida
R132 rizosfera P. putida
R171 rizosfera P. putida
S211  rizosfera P. putida
SA 21 solo P. putida
C323 rizosfera P. putida
R3112 rizosfera P. putida
S262  rizosfera P. putida
SA 24 solo P. putida
AL29 solo P. putida
C324 rizosfera  P. fluorescens
R1112 rizosfera P. fluorescens
R183 rizosfera P. putida
S373  rizosfera P. putida

A161 rizostera  P.fluorescens [N Y
ci161 rizosfera P.fluorescens [N DY
A242  rizosfera p.puida [
S311  rizosfera Pp.puida [T
S1112 rizosfera  P. fluorescens [ ] | ]
S312  rizosfera  P. fluorescens [ ] | ]

A383 rizosfera P. putida
C332 rizosfera P. putida
A263 rizosfera P. fluorescens
C346 rizosfera  P. fluorescens
A171 rizosfera  P. fluorescens
R342 rizosfera P. fluorescens
C247  rizosfera P. putida
C356 rizosfera P. putida
RU26 solo P. putida
S142  rizosfera  P. fluorescens
R243 rizosfera  P. fluorescens
S112  rizosfera P. putida
C318 rizosfera P. putida
AL27 solo P. putida

No estudo realizado por Collavino et al. (2010) também ndo foi associada ata eficiéncia de
solubilizacgo de dois isolados a promogéo de crescimento de feijdo, sugerindo que outros
mecaniSmos possam estar envolvidos. Estirpes de pseudomonas que solubilizaram P in vitro
aumentaram a biomassa de Brassica rapa, mas ndo aumentaram o P assimilado nos tecidos da
planta (POONGUZHALI et a., 2008).De acordo com Taurian et al. (2010), 59 isolados que
induziram halo de solubilizagdo maior do que 1,5 mm em meio de cultivo contendo fosfato
insolivel ndo promoveram aumento da matéria seca das raizes de amendoim em vermiculita
esterilizada. Com respeito a este mecanismo, Patel et al. (2011) investigaram a producdo de

acido glucénico em P. aeruginosa e concluiram que baixas concentracdes de &cidos malico e
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succinico, geralmente presentes na rizosfera, inibem reversivelmente a atividade da glicose
desidrogenase que € uma enzima chave para a sintese de &cido gluconico, o que pode estar
relacionado a inconsisténcia desse mecanismo na rizosfera. No estudo conduzido por
Chaiharn et a. (2009) também ndo houve correlagdo entre a quantidade de sideréforos
produzidos no sobrenadante de P. aureofaciens e o antagonismo in vitro aos fungos

Alternaria sp., Fusarium oxysporum, Pyricularia oryzae e S. Rolfsii.

No presente estudo, os isolados que promoveram o crescimento diferiram significativamente
entre s quanto a concentracdo de AIA produzida n& havendo uma correlacdo entre a
guantidade produzida e a promogdo de crescimento. A maioria dos isolados promotores de
crescimento produziram AlA entre 25 e 100 pg mi™ UDO, enquanto os isolados S3103 e
S393 produziram até 10 pg mi™ UDO. O isolado R1102 que produziu 81,98 pg mi™ UDO néo
foi melhor do que o isolado S393 que produziu 3,95 pg mli™ UDO. Esses resultados sdo
aderentes aos de Jayasudha et al. (2010) que mostraram que plantas de amendoim ndo foram
influenciadas por pseudomonas fluorescentes que produziram altas quantidades de AIA, mas
por agquelas que produziram baixa e média concentragdes. O mesmo foi observado por Ali et
al. (2009) com trigo e Baudoin et al. (2010) que mostraram que uma estirpe geneticamente
modificada de Azospirillum brasiliense que produziu atas concentragbes de AIA sob
condicdes de laboratério ndo foi capaz de promover o crescimento das raizes de trigo em
casa-de-vegetagao.

Embora a selecéo in vivo em solo ndo estéril, sgja mais trabalhosa e ndo revele os mecanismos
envolvidos, do ponto de vista préatico € mais recomendada do que os métodos in vitro
conforme discutido por Pliego et a. (2010). Possivelmente, a incapacidade dos isolados em
colonizar a rizosfera pode explicar a auséncia de correlagdo entre o potencial de isolados em
laborat6rio em meios ricos que favorecem a expressao destes fenétipos. Para a promogao de
crescimento de plantas, a capacidade de se estabelecer € tdo importante quanto a producéo de
AlA e asolubilizaggdo de P (VAN DILLEWIJN, 2008). Por um lado, os testes preconizados
tentam garantir condi¢bes Otimas para a producdo de determinados metabdlitos pelas
bactérias, no entanto, ndo ha comprovagdo de que estas condi¢des estejam também presentes
in vivo. A adicdo de L-Trp no meio Triptona de soja maximizou em mais de cem vezes a
producdo de AIA. Da mesma forma, o meio GL suplementado com P insolGvel contém D-
glicose que é constitutivamente convertida em acidos organicos por pseudomonas. No solo e
na rizosfera esssas condigdes ndo existem ou sdo severamente limitadas. Kamilova et al.

(2006) mostraram que a estirpe WCS365 de Pseudomonas fluorescens, que € capaz de
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converter L-Trp em auxina in vitro, ndo estimulou o crescimento das raizes de tomate, mas
promoveu o crescimento de nabo que exsudou nove vezes mais L-Trp. Para a selecdo de
bactérias promotoras de crescimento de plantas é possivel que essa relagdo seja inexistente
porque a promogdo de crescimento € um fendmeno dependente de trés pilares. hospedeiro
responsivo, isolado competente e ambiente favoravel entendido agui como o conjunto de
fatores bidticos e abidticos que influenciam o estabelecimento das populacfes de bactérias

promotoras do crescimento e afisiologia da planta hospedeira.

5.10 Efeito do consorcio de rizobactérias e do consorcio de rizobatérias e rizébios no
crescimento de couve

5.10.1 Consorcio derizobactérias

Nesse ensaio foram avaliadas trés rizobactérias com perfil bioguimico idéntico a P. putida: o
isolado C337 avaiado no primeiro ensaio que ndo teve efeito sobre o crescimento das plantas
inoculadas, mas produziu AlA e solubilizou P e os isolados C227 e C183 que promoveram o
crescimento da couve no quinto ensaio e estdo entre as rizobactérias selecionadas com
potencial para a promogdo do crescimento de couve. O isolado C337 novamente ndo
proporcionou incremento significativo da biomassa das plantas inoculadas (Tabela 15). Por
outro lado, os isolados C183 e C227 mostraram, pela segunda vez, capacidade de promover o
crescimento das plantas inoculadas quando se avaliou os parametros MSR e MST. O isolado
C183 proporcionou aumento também da MFPA e MSPA. O consbrcio dos isolados
C183+C227 proporcionou aumento de todas as variaveis, ndo diferindo do isolado C183, mas
incrementou a média das massas de matéria fresca e seca da parte aérea em 27% e 35%
respectivamente em comparagdo ao isolado C227 (Figura 11). A co-inoculagdo de
C183+C337, C227+C337 e C183+C227+C337 ndo diferiu da testemunha sem inoculacéo
anulando o efeito positivo dos isolados C183 e C227. O consodrcio de C183+C337 levou a
uma reducdo média do efeito positivo de C183 sobre as varidvels em mais de 50%, enquanto
0 consorcio de C227+C337 nao teve efeito sobre a parte aérea, mas teve efeito negativo sobre
0 sistema radicular, diminuindo em cerca de 40% o percentual de incremento médio do

sistemaradicular das plantas inocul adas.
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Tabela 15. Efeito da inoculagcdo de rizobactérias fluorescentes sobre a massa de matéria
fresca da parte agrea (MFPA), massa seca da parte éerea (M SPA), massa de matéria seca das
raizes (MSR) e massa de matéria seca total (MST) de plantas de couve (Brassica oleraceae)
em casa-de-vegetacdo. Médias de cinco repeticdes. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tratamento MFPA (g) MSPA (g) MSR (g) MST (g)
Cc183 6,38 a 0,97 a 221a 318a
Cc227 5,06 b 0,70b 2,30a 3,00a
C337 487b 0,62b 1,81b 244 b
C183+C227 6,42 a 0,94 a 2,48 a 342a
C183+C337 445b 0,62 b 161b 2,23b
C227+C337 544Db 0,73b 1,88b 2,62b
C183+C337+ C227 455b 0,70b 154b 2,24 b
Testemunha 4,02b 051b 1,24 b 1,75b
CV (%) 22,44 29,67 28,18 25,37
120 = MFPA = MSPA MSR =MST
£ 1m]
% 80 -
g &0 -
©
5 4
2
§ 20
o
o 0 -
C183 + C227 C183 Cc227 C337+C183 C337+C183+C227 C337 C337+C227
Tratamentos

Figura 11. Efeito da inoculagdo de rizobactérias fluorescentes sobre o percentual de
incremento médio da massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca
da parte aérea da parte derea (MSPA), massa de matéria seca das raizes (MSR) e massa de
matéria secatotal (MST) de plantas de couve em relagdo a testemunha sem inoculacéo. Letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Embora o isolado C337 néo tenha antagonizado C183 e C227 em meio King B (dados ndo
apresentados), os dados sugerem que narizosfera ele pode ter competido e antagonizado esses
isolados, levando a um efeito negativo sobre as populacbes de C183 e C227, comprometendo
0 Seu estabelecimento e sua capacidade de promover o crescimento da couve. A competicéo

entre populagdes bacterianas é uma das causas da auséncia de estabilidade de resposta das
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plantas ainoculagdo com bactérias de vida livre e associadas. De acordo com Mcarthur (2009)
guando diferentes populagdes que ocupam 0 mesmo nicho competem por recursos limitantes

o resultado pode levar & eliminagéo de umaou mais especies.

A inoculagdo de dois microrganismos benéficos que atuam através de diferentes mecanismos
pode apresentar efeito aditivo ou sinérgico promovendo o crescimento das plantas e a
producdo das culturas (BAREA et al., 2005). Embora o consorcio dos isolados C183+C227
nao tenha sido melhor do que ainoculacéo de C183, em condigdes de campo é possivel que se

obtenha mais vantagem com a inoculagdo simulténea dos dois isolados.

5.10.2 Consorcio derizobactérias erizobio

Foi avaliado o efeito sobre o crescimento da couve de folha var. Manteiga hibrida decorrente
da inoculagdo de consorcio entre as estirpes de rizobactérias S3103 e R1132 classificadas
através do segiienciamento do gene 16S RNAr como Bacillus sp. e Pseudomonas sp.,
respectivamente e duas estirpes de rizébio BR 3267 e BR 3299. O efeito da inoculagdo das
estirpes isoladas ou dos consorcios sobre os val ores absolutos da MSPA e MST das plantas de
couve inoculadas foi praticamente nulo (Tabela 16). Porém, observa-se na Tabela 17 que a
inoculagdo com as estirpes S3103, BR3299 e BR3267 e seus respectivos consorcios
proporcionaram incremento médio da MFPA em relagéo a testemunha em cerca de 30% ndo
diferindo entre si, sendo superiores ao isolado R1132 e ao consorcio dos quatros isolados que
ndo proporcionaram incremento dessa varidvel (Figura 12A). Quando o isolado S3103 foi
consorciado com R1132 o incremento médio da MFPA foi de 56% sendo superior a
inoculacdo com R1132, mas ndo diferiu da inoculacdo de S3103 em separado (Tabela 16,
Figura 12B).

As estirpes S3103 e BR3299 também proporcionaram aumento da MSR em cerca de 100%
ndo diferindo entre si. Porém, a co-inoculagdo dessas duas estirpes proporcionou um aumento
de 176%, embora ndo significativamente diferente da inoculagéo dos isolados separadamente.
Resultados semel hantes podem ser observados para a inoculagéo de S3103 com BR3267 e de

S3103 com as duas estirpes de rizébio utilizadas nesse ensaio.

Os isolados S3103 e BR3299 quando inoculados em consércio com a estirpe R1132
mantiveram o efeito positivo sobre o crescimento das raizes néo diferindo entre si. Os dois
rizobios consorciados ndo tiveram efeito significativo sobre as raizes, assim como 0 consorcio
das quatro estirpes. E provavel que no consircio com as estirpes de rizébios e as rizobactérias

tenha ocorrido uma competicéo pelos recursos presentes nos exsudatos, como consequéncia
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da ocupacdo de nichos comuns, se antagonizando e anulando o efeito benéfico sobre o
crescimento das plantas. Pode também ter ocorrido que a redugdo acentuada da densidade de
inoculo considerando cada isolado individualmente possa ter impedido que as populagdes se
estabelecessem em densidade suficiente para promover o crescimento das plantas durante a

conduc&o desse ensaio.

Nesse ensaio, ndo foi confirmado o estabelecimento do isolado R1132 na rizosfera dessa
variedade de couve. Essa estirpe pode ter sido incapaz de utilizar os compostos presentes nos
exsudatos, apesar da capacidade saprofitica reconhecida para 0 grupo pseudomonas ou nédo
tenha competido com a biota residente presente no solo sem autoclavagem. Aparentemente, a
auséncia de efeito demonstrada pela estirpe R1132 ndo interferiu com a resposta aos outros

isolados quando em co-inocul agéo.

Tabela 16. Efeito da inoculagéo de rizobactérias e rizobios sobre sobre a massa de matéria
fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte derea (MSPA), massa de matéria seca das
raizes (MSR) e massa de matéria seca total (MST) de plantas de couve (Brassica oleraceae)
em casa-de-vegetacdo. Médias de cinco repeticdes. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tratamento MFPA (g) MSPA* () MSR(g) MST* ()
S3103 4,42 a 0,44 042 a 0,86
BR3299 43la 0,40 04la 0,81
BR3267 4,37 a 0,47 0,35b 0,82
R1132 3,15b 0,29 0,12b 0,41
S3103+R1132 528a 0,51 042a 0,93
S3103+BR3267 458 a 0,47 0,52 a 0,99
S3103+BR3299 420a 0.31 0.56 a 0.87
R1132+BR3299 4,76 a 0,46 045a 0,91
R1132+BR3267 4,29 a 0,45 0,36 b 0,81
BR3267+BR3299 4,27 a 0,39 0,28 b 0,67
S3103+BR3267+BR3299 505a 0,45 0,52 a 0,97
S3103+R1132+BR3299 4,68 a 0,54 0,32b 0,86
S3103+R1132+BR3267 412 a 0,33 0,31b 0,64
R1132+BR3267+BR3299 48la 0,46 0,33b 0,78
R1132+S3103+BR3267+BR3299 3,35b 0,27 0,13b 0,39
Testemunha 3,39b 0,44 0,20 b 0,64
CV (%) 17,70 30,47 54,43 35,5

* N&o houve diferenca significativa
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Tabela 17. Efeito da inoculacéo de rizobactérias e rizébios sobre o percentual de incremento
médio da massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca da parte
aérea da parte derea (MSPA), massa de matéria seca das raizes (MSR) e massa de matéria
secatotal (MST) de plantas de couve em relacdo a testemunha sem inocul acéo.

Tratamento MFPA MSPA MSR MST
R1132 -7 -34 -40 -36
S3103 30 0 106 34
BR3299 27 -9 101 26
BR3267 29 6 73 27
S3103+BR3299 24 -30 176 35
S3103+BR3267 35 7 155 54
R1132+BR3299 40 5 121 41
S3103+R1132 56 16 105 44
BR3267+BR3299 26 -11 37 4
R1132+BR3267 27 2 74 25
S3103+BR3267+BR3299 49 3 155 51
S3103+R1132+ BR3267 22 -25 52 -1
S3103+R1132+ BR3299 38 23 57 34
R1132+BR3267+BR3299 42 4 60 22

R1132+S3103+BR3267+BR3299 -1 -39 -38 -39
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R1132 | S3103 | R1132+S3103 |

Figura 12. Efeito da inoculacéo de rizobactérias e rizobios sobre o crescimento de couve de
folha A. rizobactérias: R1132 e S3103 e rizobios: BR 3267 e BR 3299. B. Efeito das
rizobactérias consorciadas.

Além da fixac8o do N atmosférico, rizobios também promovem o crescimento de plantas
através de mecanismos distintos, tais como a producédo de AIA e a solubilizagdo de P que
podem ter contribuido para o efeito observado sobre o crescimento da couve (SINGH et a.,
2011; SPAEPEN et al., 2009). Bactérias do grupo dos rizébios vivem saprofiticamente no
solo e narizosfera e s80 estimulados pelos exsudatos radiculares aumentando sua densidade
na superficie das raizes. Quando em vida livre, podem se multiplicar, enquanto as células que
penetram nas raizes e infectam a planta perdem essa capacidade (MCARTHUR, 2009). O
sucesso da inoculagdo com rizobio &, portanto atamente dependente da atividade saprofitica
dessas bactérias na rizosfera das plantas Em diversos estudos com leguminosas, BPCPs,
incluindo espécies de pseudomonas e bacilus tém sido consorciadas com rizébios, porém
pouco tem sido explorado do potencial de rizébios para plantas ndo leguminosas. Ja foi
demonstrado aumentos na taxa de infecgcdo das raizes, no nUmero de nodulos, contetido de N
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nos tecidos, biomassa das raizes, da parte aérea, vigor da planta, producdo de gréos em afafa,
feljéo, amendoim e gréo de bico decorrentes da inoculagdo com rizébio e outras espécies de
BPCPs. (SINDHU et a., 2002; ROSAS et a., 2006). A co-inoculagdo de P. striata e
Rhizobium sp. aumentou a nodulagédo de Vigna radiata e gréo de bico, a disponibilidade de P
no solo, biomassa seca e produgcdo (WANI et a., 2007). O consorcio de estirpes MRX13,
CRS55b e CRS68 de Pseudomonas sp. com a estirpe Cal81 isolada de Mesor hizobium sp.
proporcionou maior acimulo de biomassa das plantas, de nédulos e gréos em gréo de bico
(SINDHU et a., 2002). No estudo conduzido por STAJKOVIC et a. (2011) a co-inoculacdo
de R phaseoli e a estirpe Bx de Bacillus sp. e LG de Pseudomonas sp. proporcionou

incremento na massa de matéria seca da parte aérea, conteido de P e N no feijao comum.

O presente estudo mostrou um efeito positivo das duas estirpes de rizobio consorciadas com a
estirpe S3103, especialmente sobre o sistema radicular, sugerindo que consorcios de rizobios
com outros grupos de rizobactérias também podem ser explorados para ndo leguminosas.
Esses resultados também apontam a possibilidade de se investigar o consorcio da estirpe

S3103 com BR3267 e BR3299 para maximizar afixagdo bioldgicade N em leguminosas.

5.11 Promogao de crescimento e producéo de &cido indol-3-acético e compostos inddlicos
relacionados

O &cido indol-3-acético (AIA) é o principal composto estudado com atividade auxinica e esté4
associado a uma série de aspectos rel acionados ao desenvolvimento e crescimento das plantas
(TAIZ & ZEIGER, 2009). A producdo de AIA por rizobactérias propicia a interacdo com as
plantas de forma benéfica ou deletéria (LOPER & SCHROTH, 1996). Nesse ensaio, foram
escolhidos seis isolados fluorescentes caracterizados como pseudomonas que produziram
diferentes niveis de AlA. Os isolados foram crescidos em meio suplementado com L-trp e
aplicou-se 1 ml dessas suspensdes contendo células bacterianas e AIA e compostos inddlicos
relacionados sobre as raizes da Brassica oleracea L. var. acephala, grupo Manteiga, cultivar

hibrida Hi-Crop (sementes ndo tratadas).

Todos os isolados, independentemente da concentragdo de AlA detectada, proporcionaram
aumento da MFPA, MSPA e MST das plantas inoculadas em comparacéo a testemunha sem
inoculagdo, ndo diferindo entre si (Tabela 18). Também proporcionaram aumento da area
foliar, sendo C3113, R1132 e S311 superiores aos isolados R223, C227 e Cl142 e a
testemunha n&o inocul ada.
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Tabela 18. Producdo de &cido indol-3-acético e compostos inddlicos relacionados (AlA) e 0
efeito da inoculagdo de rizobactérias fluorescentes sobre a massa de matéria fresca da parte
aérea (MFPA), massa de matéria seca das raizes (MSR), massa de matéria seca da parte aerea
(MSPA), massa de matériafrescatotal (MFT), &reafoliar (AF), comprimento daraiz principal
(LR), nimero de raizes secundarias (RS), massa de matéria seca das raizes (MSR) e massa de
matéria seca total (MST) e &rea radicular (AR) de plantas de couve (Brassica oleraceae) em
casa-de-vegetacdo.

AIA  MFPA MSPA  AF LR RS AR MFR MSR MFT MST
Tratamento (ugml™)  (g) @ (cm)  (cm) (n) (cm?) @ @ (@ (
C3113 872 279a 022a 866la 1980a 6240a 3097,62a 1,18a 0l17a 398a 039a
R1132 1324 260a 0,20a 6944a 1850a 7740a 3576,96a 105a 0,17a 365a 037a
S311 12827 278a O02la 729la 1730a 5880a 293155a 074b 013a 352a 034a
C142 273 240a 019a 61,75b 1830a 7320a 310019a 089a 0l13a 329a 032a
R223 109 237a 018a 6399b 1650a 5440a 311413a 067b 017a 303b 035a
C227 6151 218a 018a 57,8lb 21,80a 7320a 2217,94a 066b 013a 284b 03la
TEST 0 156b 012b 39,78c 21,10a 4280a 1951,11a 0,6lb 0l1la 217b 023b
CV (%) 1726 1611 2326 1901 2949 4425 3356 3575 1814 19,74
Prob(F)** 00012 00004 00030 02246 00982 04479 00211 0,3953 0,0014 0,0170

*Médias de cinco repeticoes. Letras iguais ndo diferem entre si pelo Scott-Knott a 5% de probabilidade.
**Prob (F) = Probabilidade exata de Fisher

Um efeito comum das auxinas produzidas por rizobactérias € a mudanca na arquitetura
do sistemaradicular das plantas observando-se aumento no nimero de pélos radiculares e das
raizes laterais acompanhado de reducdo do comprimento da raiz principal (SPAEPEN et al.,
2009). No estudo conduzido por Peyvandia et a. (2010), a formacéo e arquitetura do sistema
radicular de microestacas de oliveira foram profundamente af etadas pelas estirpes P19 e P21
de P. fluorescens que foram superiores a aplicacdo do acido indol-butirico comercial. Por
outro lado, Remans et al. (2008) demonstraram que as respostas das raizes a doses crescentes
de AIA foram positivamente correlacionadas com o nimero de raizes secundérias e com a
biomassa da parte aérea e das raizes do feijoeiro crescendo sob baixos niveis de P em casa de
vegetacdo. Quando os niveis de fosforo eram elevados a correlagdo desapareceu, mostrando
gue esse efeito também pode ser modulado por fatores ambientais. A arquitetura do sistema
radicular das plantas sofre profundas modificagBes em resposta & deficiéncia de P conforme
discutido por Desnos (2008). Quando araiz principal encontra um baixo contetido de fésforo
inorganico seu crescimento é restringido devido a redugcdo do crescimento celular e da
atividade meristemética. Se a auséncia de Pi for mantida cessa a atividade meristemética e
provoca uma recirculagdo da auxina das células meristeméticas para células mais velhas da
raiz provocando sua ramificagdo, o que pode se somar a0 efeito do AIA produzido por

rizobactérias nessas condigdes.
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No presente estudo, embora os isolados C142, R1132 e C227 tenham proporcionado o maior
numero de raizes secundarias, as diferencas ndo foram significativas. N&o foram observadas
diferencas significativas na érea das raizes, apesar dos valores obtidos para a inoculacdo com
algumas estirpes (R1132, R223, C142 e C3113) serem mais de 50% aqueles obtidos para a
testemunha. O aumento do sistema radicular é vantgjoso para mudas de hortalicas porque
pode ancoré-las mais rapido no solo, favorecer a obtencdo de agua e nutrientes, aumentando
suas chances de sobrevivéncia (AHMED &SHAHAB, 2011). Os isolados C3113, R1132 e
C142 incrementaram significativamente a MFR e, em conjunto com o isolado S311,
proporcionaram aumento da MFT ndo diferindo entre si. Ndo se correlacionaram no presente
estudo o nivel de AIA produzido pelas bactérias com a diminuicdo no comprimento da raiz
principal (r= -0,0004), nem com a éarea radicular (r= 0,0187) com o numero de raizes
secundarias (r= 0,069) ou com massa de matéria seca das (r= -0,0572) e fresca das raizes (r=
0,1005). Correlagdes maiores foram encontradas paraa MFPA (r= 0,4412), MFT (r=0,2328),
MSPA (r = 0,4931) e &reafoliar (r =0,4283). Resultados semelhantes foram encontrados por
Ali et a. (2010). Sob condigdes axénicas, o AlA produzido por estirpes de Pseudomonas,
Escherichia, Micrococcus e Staphylococcus mostrou correlacdo altamente significativa com o
conteiido de AIA nas raizes e nas folhas e com a massa de matéria fresca da parte aérea das
plantas de Vigna radiata. No entanto, em solo sem autoclavagem néo houve correlagéo com a
promocdo de crescimento da parte aérea e das raizes. No estudo conduzido por Loper &
Schroth (1996), as baixas concentragdes de AlA produzidas por BPCPs e altas concentragoes
produzidas por bactérias deletérias estédo correlacionadas a promocdo e inibicdo do
crescimento, respectivamente, e enfatizam que as concentragdes de AIA sdo determinantes

paraainibic¢éo ou promogédo do crescimento vegetal.

No presente estudo, foi realizada ainda uma comparagéo entre a resposta de cada um desses

isolados e a aplicacdo de &cido indol-3-acético (AlA) sintético em concentracdo semelhante
aquela produzida pelo isolado. Os resultados mostraram que a aplicagdo do AlA sintético
proporcionou um efeito semelhante ndo diferindo da inoculagéo dos isolados C142, R223,
C227 e C3113 (Tabela 19).
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Tabela 19. Efeito da inoculagdo de rizobactérias fluorescentes e o equivalente em AlA
sintético sobre a massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca das
raizes (MSR), massa de matéria seca da parte derea (MSPA), massa de matéria fresca total
(MFT), &rea foliar (AF), comprimento da raiz principa (LR), nUmero de raizes secundérias
(RS), massa de matéria seca das raizes (MSR) e massa de matéria seca total (MST) e area
radicular (AR) de plantas de couve (Brassica oleraceae) em casa-de-vegetacdo. Médias de
cinco repeticoes.

MFPA MFR  MSPA  MFT AF LR RS MSR  MST AR

Tratamento 9 (¢)] (9 @ (M) (cm) (N () () (cm?)

C142 2,40 087 019 329 61,75 1650 5440 017 035 311413

AIA (2,73pgml™) 2,29 076 018 305 6239 1670 6220 012 030 287992
Prob (F)* 0750 0400 0690 0612 0951 0960 0400 0129 0216 0,710

R223 2,37 066 018 303 6399 1800 67,80 014 032 3014,22

AIA (109pgmlY) 2,02 061 017 264 51,98 1950 5440 012 029 349744
Prob (F) 0317 0674 0918 0376 0219 0508 0,190 0472 0467 0,620

R1132 2,60 104 020 365 6944 1850 7740 018 0,38 3576,96

AIA (1324pgml™) 1,93 054 016 248 61,96 2100 6640 010 026 347851
Prob (F) 0125 0013 0153 0053 0524 0189 0560 0047 0028 0,863

c227 2,18 066 018 284 5781 2180 7320 013 031 221799

AIA (6151pgml™) 1,78 059 016 237 4438 1440 6540 010 026 327863
Prob (F) 0219 068 0441 0331 0165 0100 0535 0505 0436 0,180

C3113 2,79 118 022 398 8661 1980 6240 017 040 3097,62

AIA (872ugmlY) 2,30 075 018 306 6015 1830 7320 014 031 310019
Prob (F) 0230 0300 0169 0240 0130 0400 0370 0550 0,340 0,990

S311 278 074 021 352 7291 1730 5880 013 034 293155

AIA (12827 pgml™) 1,92 061 016 253 4796 1570 5820 014 029 264614
Prob (F) 0060 0170 0059 0069 0053 0356 0953 0831 0350 0,797

*Prob (F) = Probabilidade exata de Fisher

Considerando as variaveis anadlisadas, dois isolados foram superiores a aplicacdo do AlA
sintético, R1132 que proporcionou aumento das massas de matéria fresca e seca das raizes e
total e S311 que incrementou a massa de matéria fresca e seca da parte aérea, massa fresca
total e da érea foliar. Nessas bactérias, além do AIA, outras substancias com atividade
auxinica devem também contribuir para a promocdo do crescimento das plantas. Nesse
estudo, a concentracéo de AlA e de uma mistura de compostos indélicos que também podem
estimular o crescimento de plantas foi estimada com o reagente de Salkowski. Na via
biossintética de AIA em bactérias a partir do triptofano outros intermediarios também
apresentam atividade auxinica. De modo a elucidar o resultado obtido, uma andlise
cromatogréfica poderia determinar com maior acuidade quais 0s compostos presentes e qual a

razéo entre eles e o AIA. Em um estudo conduzido por Ali et al. (2009) demonstrou-se

107



grandes diferencas entre a quantidade de AIA detectada pelo método colorimétrico e pela
cromatografia. A natureza dos compostos promotores de crescimento produzidos por
bactérias ndo estd ainda totalmente elucidada. No estudo desenvolvido por Ortiz-Castro et al.
(2011) demonstrou-se que dipeptideos ciclicos, tais como L-Pro-L-Val, L-Pro-L-Phe e L-Pro-
L-Tyr, produzidos por P. aeruginosa, estédo também envolvidos na modificagdo da arquitetura
do sistema radicular de plantulas de arabidopsis, tendo apresentado efeito semelhante a
aplicacdo do AIA. Também ja foi demonstrado que lactonas homoserinas, sinais de resposta
do tipo quorum sensing, também podem estimular o crescimento das raizes. No isolado S311
gue apresentou resposta superior a concentracdo similar de AIA sintético foi detectada a
producdo desse sinal. Também ja foi relatado que a producdo de ACC desaminase (Acds) é
um mecanismo importante pelo qual bactérias promovem o crescimento de plantas. A
producdo bacteriana de AlA pode estimular a sintese de etileno nas plantas que tem como
precursor o acido aminociclopropano (ACC). O etileno é produzido pelos vegetais em
condic¢des de estresse inibindo o alongamento das raizes, a senescéncia e a abscisdo de 6rgaos
vegetais. Uma hipotese que vem sendo muito discutida é a de que a producéo de auxinas pelas
bactérias estimula a producéo de ACC pelas plantas que € por suavez, excretado pelas raizes
e desaminado pela Acds produzida pelas bactérias liberando cetobutirato e aménia que sdo
fonte de carbono e nitrogénio para o crescimento bacteriano (GLICK et al., 2007). Taiz &
Zeiger (2009) discutem que apesar da lista crescente de compostos que atuam como
promotores de crescimento em vegetais, as auxinas e citocininas diferem dos demais porque
S30 necessarias para a viabilidade, pois mutacdes que eliminam esses horménios nas plantas
sd0 letais. Conforme discutido por Fosket (1994), no crescimento e desenvolvimento dos
vegetais, 0 balanco entre os reguladores AlA/ Citocinina, AlA/ giberelinas é mais importante
do que o efeito individua propriamente dito. Dessa forma os resultados apresentados com os
isolados R1132 e S311sugerem que a producéo de AIA ao aumentaro pool de auxinas na

planta possivel mente alterou a razéo entre esses hormonios.

Quanto a resposta observada nesse ensaio para o isolado R1132 (Figura 13) diferente do
ensaio anterior e para S311 avaliado no ensaio |1, quando n&o proporcionaram efeito sobre o
crescimento da plantas de couve, sugere uma sensibilidade a fatores criticos, tais como
estabel ecimento nas raizes, competi¢do com a microbiota residente e sobrevivéncia a estresses
abidticos. Remans et al. (2008) mostraram que a inoculagdo da estirpe Sp245 de Azospirillum
brasilense em duas linhagens parentais de feljdo mostraram diferengas na resposta a

inoculagdo, sendo que a promogdo de crescimento ocorreu apenas em uma linhagem.
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Kamilova et a. (2009) mostraram que o efeito de estirpes que promoveram o crescimento de
plantas pode ser varidvel de acordo com a concentragdo de triptofano nos exsudatos
radiculares. Kochar et al. (2011) mostraram gque uma estirpe que superproduziu AlA inibiu as
raizes somente quando triptofano foi adicionado a0 meio de cultivo, ndo ocorrendo
naturalmente. No estudo conduzido por Peyvandia et a. (2010), demonstrou-se que a
habilidade de duas estirpes de pseudomonas fluorescentes em proporcionar aumento do
nimero de raizes adventicias em microestacas de oliveira foi dependente da adicdo de
triptofano ao meio de cultivo e da densidade celular, pois quando inoculadas através de
suspensies contendo 10° UFC mi™ o efeito foi significativamente superior em comparacéo a
aplicacdo de 10° UFC mi™. No presente estudo, ainda si0 necessérias mais avaliages, mas é
possivel que a adi¢do de triptofano em veiculos de inoculacdo contendo S311, R1132 e os
outros isolados promotores de crescimento possa melhorar a consisténcia da resposta a
inoculagdo dessas bactérias. Esse procedimento sugere que possivelmente a resposta ocorra
em funcdo da producdo de AIA, de forma que em condigbes naturais, sga reduzida a
dependéncia desse precursor apenas a partir dos exsudatos radiculares. Ainda ha muito a se
estudar para entender o papel do AIA produzido por essas bactérias na promogdo do
crescimento de plantas e qual arelacdo dessa caracteristica com a eficiéncia dos isolados em

condig¢des de campo.
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Figura 13. Efeito sobre o crescimento de plantas de couve de folha com a inoculagdo do
isolado R1132 em comparacdo a testemunha e a0 4cido indol-3-acético (13,24 pg mi™).
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6. CONSIDERACOESFINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo transcendem a esse trabalho de tese porque sdo na
realidade parte de um projeto que tem como objetivo desenvolver um inoculante para a
promogdo de crescimento de hortalicas contendo pseudomonas fluorescentes em sua
formulagdo. A horticultura representa uma atividade agricola importante para o Pais com
importancia social para o emprego de elevado nimero de méo-de-obra e seguranca alimentar.
No Brasil, o consumo de hortalicas pela populagdo € um fator relacionado a renda, mas
também a cultura, sendo o Rio de Janeiro um dos cinco estados que mais produzem hortalicas
organicas e que possui 0 maior nivel de consumo de hortalicas per capita do Brasil. Até o
presente momento, identificaram-se doze isolados que proporcionaram aumento da biomassa
da parte aérea e raizes das plantas de couve. A partir desse ponto etapas futuras ainda
necessitam ser redlizadas para o desenvolvimento do inoculante. Primeiro considera-se
importante avaliar o potencial dessas rizobactérias para promover o crescimento de outras
espécies olericolas, pois a horticultura € caracterizada por uma diversidade de familias
boténicas que também podem se beneficiar da introducdo desses isolados, inclusive
consorciados com estirpes que atuem atraveés de diferentes mecanismos de agdo na promogao
do crescimento vegetal, tais como 0s rizobios e os bacilus. Com o0 uso de consorcios pode-se
obter um efeito sinergistico ou mesmo uma melhoria na consisténcia da resposta ao uso de
inocul antes dessas bactérias. Essa Ultima questdo é considerada chave para uma maior adogéo
de inoculantes contendo pseudomonas e outros grupos bacterianos para controle biolégico ou
promocédo direta de crescimento. Condigdes ambientais influenciam a resposta da planta a
inoculagdo e o estabelecimento da bactéria na rizosfera. A resposta a inoculagdo é mais
freqUente em solos pobres com baixos niveis de nutrientes. Assim, pretende-se conduzir
estudos em condigOes de campo para se estudar o efeito da interagdo entre esses isolados e
niveis de fertilizantes minerais e orgénicos. Nessa linha, deverd ser definida a menor
guantidade de adubo que pode ser aplicada em conjunto com o inoculante bacteriano que
resulte em produtividade. Desse modo, espera-se obter resultados em condi¢cOes de campo
com maior consisténcia na resposta a inoculacdo e reducdo de custos, da dependéncia de
insumos externos na propriedade agricola e da polui¢do ambiental, que € 0 auge a que se pode
chegar com o0 uso de inoculantes bacterianos. Uma questdo importante sera desenvolver
veiculo e tecnologia de aplicacdo para esses inoculantes. Nesse sentido, acredita-se que no
Brasil ainda ndo se tem um nUimero maior de inoculantes bacterianos porque apesar da

identificacdo de isolados com potencial, pesguisas finalisticas visando a obtencdo de
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formulagBes de inoculantes que garantam a viabilidade das células bacterianas que sgjam
inbcuos e biodegradéveis ndo sdo redizadas. Apesar disso, jA se obteve um avango
expressivo, pois um veiculo de inoculagcdo com formulacdo polimérica mostrou que pode
manter sob condi¢bes de temperatura ambiente por um periodo 150 dias, a viabilidade de
pseudomonas em torno de 108 UFC ml™. Em func&o desses resultados, gerou-se um termo
aditivo a0 pedido de depodsito de patente (Propriedade Intelectual 0506338-8). As bactérias
nas formulagdes poliméricas quando diluidas em agua, podem ser utilizadas para regar as
bandejas de producdo de mudas, ja que boa parte das espécies horticolas passa por uma fase
em viveiros onde sdo semeadas em bandejas e depois transplantadas. A muda inocul ada pode
ir para 0 campo mais sadia, vigorosa e se estabelecer mais rapidamente. Previamente ao
registro e comercializacdo desses inoculantes ainda sera necessario avaliar a biosseguranca
dessas formulagdes, pois pseudomonas pertencem a um género que contém espécies que sdo
patogénicas a seres humanos e animais e ainda patdgenos oportunistas. Ja foi demonstrado
que isolados da mesma espécie de origem clinica diferem dagueles encontrados no solo e na
rizosfera. Espera-se que essas bactérias sgjam inécuas e possam ser livremente utilizadas na

agricultura.
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7. CONCLUSOES

Os isolados do solo poés-cultivo de hortalicas foram distribuidos de acordo com o
perfil bioguimico em seis grupos que de distinguiram em P. putida, P. luteola,
A.baumannii, B. cepacia e Senotrophomonas maltophilia.

a capacidade de formar biofilmes foi detectada em todos os isolados, em contraste a
producéo de sideréforos que foi mais frequente nos isolados da rizosfera em
comparagao aos isolados de solo pos-cultivo;

em trinta e um por cento dos isolados foi detectada a producdo de lactonas
homoserinas, preval ecendo nos isolados de solo pés-cultivo;

a capacidade de produzir acido indol-acético e compostos inddlicos relacionados em
meio de cultivo contendo triptofano foi detectada na maioria dos isolados, sendo
comum atodos os isolados da rizosfera;

foi encontrada uma elevada propor¢do de isolados capazes de solubilizar fosfato de
calcio com baixa e média eficiéncia de solubilizac&o independentemente da origem;
foram selecionados 12 isolados que promoveram o crescimento de parte afrea e
sistema radicular de plantas de couve de folha inoculadas sob condi¢es de casa-de-
vegetacao;

foi verificada variagdo percentua naresposta de promogéo de crescimento obtida pela
inoculagdo das plantas e quatro isolados (C183, C317, C1133 e S3103)
proporcionaram aumento da biomassa das plantas em dois ensaios;

os isolados que promoveram o crescimento da couve de folha foram classificados
como Pseudomonas sp. sendo similares a P. putida e a P. plecoglossicida, exceto o
isolado S3103 que se distinguiu dos demais e foi similar a Bacillus sp.;

0 consorcio dos isolados C183 e C227 néo teve efeito sinérgico sobre o crescimento
das raizes e da biomassa total das plantas inoculadas, mas foi superior ainoculagdo do
isolado C227. O consdrcio com o isolado C337 que ndo promoveu O crescimento
anulou o efeito benéfico de C227 e C183 sobre o crescimento das plantas;

0 isolado S3103 mostrou efeito sobre o crescimento da couve Manteiga hibrida. O
consdrcio de S3103 e as duas estirpes de rizobio BR3267 e BR 3299 incrementou o
crescimento da parte &rea e das raizes em cerca de 150% os valores obtidos para
testemunha néo inocul ada;

n&o houve relagdo entre as concentragdes crescentes de AlA produzido em meio de

cultivo e a promogéo do crescimento da couve. Todos os isolados promoveram o
113



crescimento das plantas, sendo que os isolados R1132 e S311 foram superiores a

aplicacdo do acido indol-acético sintético.
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Anexo A - Origem e caracterizagdo bioguimica de isolados fluorescentes obtidos a partir de solo de canteiro pos-cultivo de hortalicas sob sistema
organico. identificacdo com o KIT APl 20NE (Biomérieux) de rizobactérias fluorescentes isoladas a partir da rizosfera de hortalicas cultivadas
sob sistema orgéanico. ID = percentual de identificagdo, T = indice t; testes: NIT= redugdo de nitrato a nitrito ou azoto. TRP = degradacdo do
triptofano; GLU = fermentacdo da glicose; ADH = producdo de arginina dihidrolase; URE = producdo de urease; ESC = hidrdlise da esculing;
GEL = hidrdlise da gelatina; PNPG = p-nitrofenil-b-galactopiranosidase; GLU = utilizacdo da D-glicose; ARA = arabinose; MNE = manose;
MAN= manitol; NAG = n-acetil-glicosamina; MAL = maltose; GNT = gluconato de potassio; CAP = caprato; ADI = adipato; MLT = malato;
CIT = citrato de trisodio; PAC = &cido fenil-acético.

Isolado Taxon ID T NIT TRP GLU ADH URE ESC GEL PNPG GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT PAC
AL 27 P.putida 99,8 081 - - - + - - - - + + - - - - + + - + + +
AL 25 P. putida 848 0,77 - - - + - - - - + - - - - - + + - + + +
AL 164 P. putida 02 03 - - - - - - - - + + - - - - + + + + + +
CO26 P. putida 848 0,77 - - - + - + - - + - - - - + + - + + -
COo27 P. putida 848 0,77 - - - + - - - - + - - - - - + + - + + -
CO28 P.putida 998 081 - - - + - - - - + + - - - - + + - + + o+
C0O29 P. putida 842 049 - - - + - - - - + + - - - - + + + + + +
CO31 P. putida 02 03 - - - - - - - - + + - - - - + + + + + +
CO34 P. putida 842 049 - - - + - - - - + + - - - - + + + + + +
CO163 P.putida 842 049 - - - + - - - - + + - - - - + + + + + o+
C0210 P.putida 842 049 - - - + - - - - + + - - - - + + + + + +
CE31 P.putida 996 049 - - - + + - - - + + - - - - + + - + + +
CE32 P. putida 842 049 - - - + - - - - + + - - - - + + + + + +
CE33 P.putida 842 049 - - - + - - - - + + - - - - + + + + + +
CE44 P. putida 02 03 - - - - - - - - + + - - - - + + + + + +
RU23 P. putida 02 03 - - - - - - - - + + - - - - + + + + + +
RU25 P. putida 971 051 - - - + - - - - + - - - - - + + - + + -
RU26 P. putida 02 035 - - - - - - - - + + - - - - + + + + + +
RU27 P.putida 99,8 081 - - - + - - - - + + - - - - + + - + + o+
RU29 P.putida 998 081 - - - + - - - - + + - - - - + + - + + +
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RU34
RU38
RU 164
RU210
RU212
SA 21
SA 24
SA 25
SA32

AL 21
AL 24
AL 29
RU35
RU83
SA33
AL 124
AL 83
AL 114
C0O23
CO41
CO42
C0133
CE21
RU31
RU42
RU 103
RU211
RU213

P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. putida
P. luteola
P. luteola
P. luteola
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii

99,5
99,8
02
0,2
0,2
99,8
99,5
02
99,5
284
284

95,3
88,9
41,3
99,5
97
97,6
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8

0,83
0,83
0,35
0,35
0,35
0,81
0,83
0,35
0,83
0,66
0,66

0,51
0,44
0,31
0,23
0,56
041
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83

+ 4+ + F + F F o+ F o+ F o+ A+ o+ o+ o+ o+ A+ + o+ +

+ 4+ 4+ 4+ o+ 4+ 4+ 4+ 4+

+ + + + + 4+ + + + 4+ 4+ 4+ 4+ + + + +

+ + + 4+ + + 4+ + + + o+ o+

+ + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + o+ + + o+ o+

+ + + + + 4+ + + 4+ 4+ 4+ 4+

+ o+ + F o+ F o+ F o+ F o+ A+ o+ F o+ F o+ A+ o+ o+

+ + + + + + + + + + + + + + + + o+ + o+ + o+ + o+ + 4+ o+

+ + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + A+ + +
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99,8 0,83

RU218 A. baumannii
S maltophilia 99,9 0,8

CE43

+

+

RU354 S maltophilia 99,8 0,48

AL84

+

99,9 0,55
999 041

B. cepacia

+

B. cepacia

CO184
CE45

+

982 03

B. cepacia

ni

AL 32

ni

AL 73

ni

CO24

ni

CO33

ni

C0212
RU22

ni

ni

RU36

ni

RUS53

ni

RU214
RU217
RU224
RU334

RU344
SA31

ni

ni

ni

ni

ni

ni

AL 33
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Anexo B - Biossintese de compostos inddlicos por bactérias fluorescentes obtidas darizosfera
e de solo pos-cultivo de hortalicas. Médias de trés repeticdes. Letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Abs Abs AlA AlA
Isolado Origem  (A=600 nm) (A=540nm)  (ug ml-1) (ug ml-1 UDO)
S313 Rizosfera 2,18 2,53 887,65 A 407,18 A
S373 Rizosfera 2,07 2,10 831,35 B 401,62 A
R123 Rizosfera 2,24 0,71 269,27 D 120,21 B
S324 Rizosfera 1,27 0,36 130,81 I 103,00 C
R133B Rizosfera 1,00 0,28 100,31 L 100,31 C
S353 Rizosfera 1,05 0,28 102,00 L 97,14 C
C0133 Solo 2,55 0,62 23527 F 9226 D
A329 Rizosfera 2,47 0,57 22566 G 91,36 D
C316 Rizosfera 0,36 0,10 31,80 Q 8833 D
C237 Rizosfera 4,09 0,88 34363 C 84,02 E
CE21 Solo 1,67 0,38 138,85 I 8315 E
R1102 Rizosfera 1,48 0,33 12134 J 8198 E
S241 Rizosfera 1,48 0,31 11238 K 7593 F
AL84 Solo 3,86 0,58 24825 E 6431 G
S311 Rizosfera 1,34 0,24 85,78 M 64,02 G
R171 Rizosfera 1,75 0,31 111,60 K 6377 G
RU27 Solo 2,56 0,38 139,76 | 54,59 H
CO23 Solo 1,49 0,22 7968 M 5348 H
S1112 Rizosfera 1,20 0,21 63,83 N 5319 H
C326 Rizosfera 1,14 0,17 5892 O 51,68 H
CO33 Solo 2,39 0,35 115,03 K 48,13 |
C142 Rizosfera 1,24 0,18 59,18 O 47,73 |
CO26 Solo 2,14 0,28 99,93 L 46,69 |
AL25 Solo 2,72 0,34 12393 J 4556 |
R166 Rizosfera 1,80 0,22 7877 M 43,76 |
A263 Rizosfera 1,90 0,23 82,67 M 4351 |
C34 Rizosfera 1,20 0,15 52,17 P 4348 |
R142 Rizosfera 1,20 0,15 52,17 P 4348 |
RU22 Solo 4,50 0,52 194,78 H 43,28 |
SA32 Solo 1,25 0,16 5360 O 42,88 |
R153 Rizosfera 1,84 0,22 7877 M 42,81 |
Cl112 Rizosfera 1,80 0,21 7514 M 4174 |
RU218 Solo 3,27 0,37 13548 | 4143 |
A242 Rizosfera 1,30 0,17 53,14 P 40,88 J
C1103 Rizosfera 2,13 0,24 8552 M 40,15 J
S231 Rizosfera 3,29 0,36 131,72 | 40,04 J
C1143 Rizosfera 2,95 0,27 118,10 K 40,04 J
C317 Rizosfera 1,56 0,18 62,42 O 40,02 J
C161 Rizosfera 2,68 0,29 10538 L 39,32 J
R3142 Rizosfera 1,83 0,20 70,86 N 38,72 J
S312 Rizosfera 1,33 0,15 4984 P 37,47 J
C363 Rizosfera 2,65 0,27 99,15 L 3741 J
Co41 Solo 1,26 0,14 4711 P 37,39 J
RU211 Solo 1,73 0,18 6424 N 37,13 J
R3132 Rizosfera 2,03 0,21 7293 N 3593 J
C162 Rizosfera 3,04 0,30 109,01 K 3586 J
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C233
CO34
RU217
A383
RU354
CO184
RU34
C335
R322
S1122
S211
R192
R163
C183
CE32
C227
C315
R173
C267
SA21
Al61
R132
CE43
C366
R146
R1132
R133
C332
C337
C152
C193
C346
R143
C3113
CO42
S383
Al1142
C312
S166
RU31
C1133
RU213
CO29
C1113
R152
RU164
C323
C0212
C373
RU103
S342
RU224
C117
CO31

Rizosfera
Solo
Solo

Rizosfera
Solo
Solo
Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera
Solo
Solo

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera
Solo

Rizosfera
Solo

Rizosfera
Solo

Rizosfera
Solo

2,82
3,81
3,18
2,03
2,08
2,28
3,47
1,90
2,08
1,08
1,94
1,74
1,73
1,99
2,56
2,51
2,65
2,25
1,83
381
2,00
2,93
2,73
2,28
2,04
2,67
3,92
131
2,05
2,58
1,84
2,32
2,27
2,23
3,53
1,86
1,20
3,31
2,71
3,00
2,48
324
3,03
2,48
1,42
4,50
2,22
2,22
2,42
3,87
1,53
4,98
2,52
3,89

0,25
0,37
0,30
0,19
0,20
0,21
0,31
0,18
0,19
0,11
0,17
0,15
0,15
0,17
0,21
0,21
0,22
0,19
0,15
0,30
0,16
0,23
0,21
0,18
0,16
0,20
0,29
0,11
0,16
0,20
0,14
0,18
0,17
0,16
0,24
0,14
0,09
0,22
0,18
0,20
0,17
0,21
0,20
0,16
0,10
0,28
0,15
0,14
0,15
0,23
0,10
0,32
0,15
0,22

100,17
135,09
107,45
68,13
69,69
74,88
112,90
60,87
65,93
33,88
57,88
51,78
51,39
59,05
75,79
73,71
77,09
65,02
52,82
107,84
56,32
81,37
75,53
62,03
55,29
72,16
105,89
35,17
54,64
68,65
48,80
61,00
56,97
55,16
86,30
45,17
28,94
78,51
63,98
70,08
57,88
74,49
68,65
55,81
31,54
99,67
49,06
48,54
52,56
80,85
31,93
102,00
51,13
78,00

STrogsvttTrOo00z2s0zZ2Z2s0T0T=000TZ2Z00MZ200ZE0R"TZZZLE0T0T TOO0OZORESEZZRT O

35,52
35,46
33,79
33,56
33,50
32,84
32,54
32,03
31,70
31,37
29,84
29,76
29,71
29,67
29,61
29,37
29,09
28,90
28,86
28,30
28,16
21,77
27,67
27,21
27,10
27,02
27,01
26,85
26,65
26,61
26,52
26,29
25,10
24,73
24,45
24,28
24,12
23,72
23,61
23,36
23,34
22,99
22,66
22,50
22,21
22,15
22,10
21,86
21,72
20,89
20,87
20,48
20,29
20,05

143



RU25
Cc247
C325
CE44
S113
C393
C257
C122
AL27
CE31
RU212
SA34
RU26
RU29
S263
AL164
Al71
S1132
SA33
S142
Al1141
C376
SA31
SA24
SA25
RU36
R223
COo28
CO0163
AL114
A314
S173
RU334
RU214
C356
A372
c287
coz7
R3112
A342
AL24
RUS3
R342
CE45
A313
A324
S262
RU38
R1112
C353
S261
S112
AL29
S221

Solo
Rizosfera
Rizosfera

Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Solo

Solo

Solo

Solo

Solo

Solo
Rizosfera

Solo
Rizosfera
Rizosfera

Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Solo

Solo

Solo

Solo
Rizosfera

Solo

Solo

Solo
Rizosfera
Rizosfera

Solo

Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Solo
Rizosfera
Rizosfera

Solo

Solo
Rizosfera

Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Solo
Rizosfera

3,50
2,92
2,56
3,57
2,09
2,58
3,90
2,73
333
2,88
4,53
317
2,24
3,38
4,03
1,88
4,08
3,80
431
1,48
2,00
2,63
4,38
325
4,83
4,32
2,54
4,21
358
3,49
2,57
2,20
5,18
4,23
348
2,49
4,14
3,65
3,80
3,20
4,38
2,80
325
323
2,29
2,29
2,29
2,39
315
3,85
384
335
312
4,08

0,20
0,17
0,15
0,16
0,12
0,14
0,20
0,14
0,19
0,15
0,22
0,16
0,12
0,17
0,19
0,10
0,19
0,17
0,19
0,07
0,09
0,12
0,21
0,13
0,19
0,17
0,11
0,16
0,16
0,14
0,13
0,09
0,19
0,15
0,13
0,10
0,15
0,13
0,13
0,14
0,15
0,10
0,11
0,10
0,08
0,08
0,08
0,08
0,10
0,12
0,11
0,10
0,09
0,11

69,69
57,36
49,19
66,88
38,68
46,59
69,30
48,15
58,20
50,23
77,87
53,73
37,77
56,97
67,61
31,54
65,93
59,57
65,80
21,16
28,56
37,51
60,53
44,65
65,93
58,53
34,26
55,81
46,91
45,55
32,91
28,17
65,80
52,82
43,35
30,11
49,84
43,22
43,35
36,01
49,06
29,85
33,75
33,10
23,36
23,36
23,36
24,14
31,28
38,03
35,43
30,37
28,17
35,69
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19,91
19,64
19,21
18,73
18,51
18,06
17,77
17,64
17,48
17,44
17,19
16,95
16,86
16,86
16,78
16,78
16,16
15,68
15,27
14,30
14,28
14,26
13,82
13,74
13,65
13,55
13,49
13,26
13,10
13,05
12,80
12,80
12,70
12,49
12,46
12,09
12,04
11,84
11,41
11,25
11,20
10,66
10,38
10,25
10,20
10,20
10,20
10,10

9,93

9,88

9,23

9,07

9,03

8,75

0000 Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2sstssst
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AL32 Solo 1,00 0,04 8,70 R 8,70 O
C327 Rizosfera 458 0,12 3959 Q 864 O
C1123 Rizosfera 4,20 0,11 3530 Q 841 O
CE33 Solo 4,49 0,14 37561 Q 83 O
C352 Rizosfera 345 0,09 2674 Q 7,75 O
AL73 Solo 5,46 0,12 41,14 Q 754 O
S322 Rizosfera 4,27 0,10 3154 Q 739 O
S333 Rizosfera 4,33 0,10 3,286 Q 722 O
C336 Rizosfera 457 0,10 3219 Q 7,04 O
S3103 Rizosfera 4,28 0,10 30,11 Q 7,04 O
A312 Rizosfera 4,17 0,08 2531 Q 6,07 O
C318 Rizosfera 4,20 0,08 2388 Q 569 O
AL124 Solo 2,86 0,07 15,13 R 529 O
C383 Rizosfera 4,19 0,08 21,94 Q 524 O
R112 Rizosfera 5,48 0,09 2687 Q 49 O
S133 Rizosfera 3,60 0,06 1701 R 472 O
S393 Rizosfera 3,09 0,05 1221 R 39 P
R183 Rizosfera 4,98 0,06 17,27 R 347 P
A1101 Rizosfera 3,21 0,05 10,39 R 324 P
C324 Rizosfera 2,94 0,04 727 R 247 P
S153 Rizosfera 3,25 0,04 714 R 220 P
c277 Rizosfera 0,90 0,03 1,76 S 158 P
C0O24 Solo 4,28 0,04 6,24 R 1,46 P
A362 Rizosfera 4,36 0,04 448 S 1,03 P
R243 Rizosfera 3,02 0,03 234 S 0,78 P
AL21 Solo 4,01 0,00 0,00 S 0,00 P
AL33 Solo 1,10 0,00 0,00 S 0,00 P
AL83 Solo 2,96 0,00 0,00 S 0,00 P
C0210 Solo 2,63 0,00 0,00 S 0,00 P
RU210 Solo 3,51 0,00 0,00 S 0,00 P
RU23 Solo 5,25 0,00 0,00 S 0,00 P
RU344 Solo 2,77 0,00 0,00 S 0,00 P
RU35 Solo 4,80 0,00 0,00 S 0,00 P
RUA42 Solo 3,01 0,00 0,00 S 0,00 P
RUS83 Solo 2,89 0,02 0,00 S 0,00 P
CV (%) - - - 10,10 12,49
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Anexo C - indice e Eficiéncia de Solubilizagio de fosfato monocélcico por bactérias obtidas da rizosfera e de solo pés-cultivo de hortaligas.
Avaliagdes foram realizadas aos 3, 6, 9 e doze dias de crescimento. Médias de seis repeticdes. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. |S = indice de solubilizac&o; ES = eficiéncia de solubilizag&o.

Tratamento

AL21
C354
SA32
A362
C122

R163

C312

R123

R173
SA34
R142
R166
C393

Al1142
R1102
SA33
R322
C366
SA31
RU354
S342
S113
R3132
S263
A312
R152
S393

Origem
Solo
Rizosfera
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Cc
5.30
7.00
6.23
7.58
7.08
7.00
6.75
8.63
7.33
8.42
7.17
8.33
6.83
6.75
7.00
7.60
8.47
6.83
4.98
5.04
7.08
7.62
7.33
9.62
8.42
717
10.53

1571
14.42
17.40
13.33
13.83
14.50
13.48
15.86
15.33
16.71
12.00
15.00
12.42
15.58
16.17
15.13
13.53
12.50
12.75
12.06
15.00
12,51
15.00
19.30
17.65
14.33
18.65

297
2.06
281
1.76
1.95
2.07
2.00
184
2.09
1.99
167
1.80
1.82
231
231
1.99
1.60
1.83
2.56
2.40
212
164
2.05
201
2.10
2.00
177

erro
0.06
0.07
0.09
0.10
0.06
0.03
0.01
0.06
0.10
0.07
0.04
0.29
0.04
0.06
0.02
0.01
0.02
0.08
0.02
0.03
0.09
0.04
0.06
0.04
0.07
0.12
0.05

O TMTTIMOUOUOOGITOUOOOITMEOETMMTO>T>ON

média
média
média
baixa
baixa
média
média
baixa
média
baixa
baixa
baixa
baixa
média
média
baixa
baixa
baixa
média
média
média
baixa
média
média
média
média
baixa

c6
5.44
7.00
6.22
7.83
7.08
7.00
6.79
8.80
7.33
8.59
7.7
8.33
6.92
6.75
7.33
7.70
8.65
7.00
5.08
5.12
7.25
7.90
7.50
9.84
8.71
7.17
10.65

h6
17.29
20.00
20.24
20.50
18.58
19.33
17.00
21.57
18.00
19.31
15.83
18.67
13.00
16.67
17.67
17.64
19.61
14.50
12.94
12.35
16.00
16.87
17.08
21.72
18.39
15.42
22.59

3.19
2.86
3.25
2.62
2.62
2.76
2.50
2.45
245
2.25
221
224
1.88
247
241
2.30
2.27
207
2.55
242
221
214
2.28
221
211
215
212

erro
0.10
0.06
0.04
0.12
0.11
0.06
0.05
0.09
0.13
0.05
0.10
0.11
0.06
0.07
0.06
0.06
0.04
0.03
0.02
0.09
0.09
0.07
0.05
0.05
0.05
0.10
0.09
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dta
média
ata
média
média
média
média
média
média
média
média
média
baixa
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média

c9
5.58
7.08
6.36
7.83
7.08
7.17
6.87
8.89
7.33
7.83
7.17
8.33
6.83
6.75
7.08
8.37
8.81
6.83
5.25
5.30
7.25
8.10
7.50
10.08
8.88
7.17
11.04

h9
18.16
22.83
18.59
24.00
20.58
20.75
20.74
26.32
19.42
25.36
17.83
20.17
16.75
17.33
18.40
21.61
21.72
16.50
13.52
12.74
17.58
19.56
17.52
2321
20.40
16.42
2511

3.26
3.22
2.92
3.06
291
2.90
3.02
2.96
2.65
3.38
249
242
245
2.57
2.60
2.59
2.46
241
2.58
241
243
242
234
2.30
2.30
2.29
2.27

erro
0.07
0.08
0.14
0.12
0.03
0.07
0.11
0.06
0.11
0.09
0.10
0.14
0.08
0.07
0.06
0.15
0.09
0.09
0.09
0.09
0.05
0.06
0.05
0.06
0.05
0.10
0.05

MMMMMUOOgOUUO0O000U0UU0U>»0pPm®oo>>?

®

ata
ata
média
dta
média
média
ata
média
média
ata
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média

cl2
5.65
7.08
6.42
7.83
7.08
7.17
7.00
9.16
7.33
8.64
7.17
8.33
6.83
6.75
7.17
8.37
9.07
6.83
5.36
5.35
7.25
8.28
7.50
10.39
9.04
7.17
11.33

h12
19.35
24.00
21.40
26.17
21.83
22.08
21.81
28.58
21.83
25.25
19.83
23.17
19.33
17.83
19.17
21.97
24.70
18.50
13.75
12.93
18.58
21.10
18.50
2591
21.61
17.67
27.33

is12
343
3.39
334
3.34
3.08
3.08
3.12
312
2.98
2.93
2.77
2.78
2.83
2.64
2.67
2.63
2.72
2.71
254
2.42
2.56
2.55
2.47
249
2.39
2.47
241

erro
0.08
0.07
0.07
0.12
0.04
0.03
0.10
0.03
0.14
0.07
0.13
0.14
0.12
0.07
0.04
0.03
0.10
0.07
0.08
0.12
0.02
0.03
0.07
0.03
0.06
0.10
0.03

MMMMMmMmMmMooY9000000Fg@g®>»>pp»0®

R

dta
dta
ata
dta
dta
ata
ata
dta
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
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Cl17
C315
S166
R223
CO184
S1132
SA25
RU213
AL25
RU29
C1133
RU164
RU22
RU36
RUS3
AL24
C257
R153
c287
c277
RU38
R1132
S353
C353
RU103
RU224
Al1141
CE31
C0210
RU42
S1122
C1113
CE45
CO26
CO29

Rizosfera

Rizosfera
Rizosfera

Solo
Rizosfera
Solo
Solo
Solo
Solo
Rizosfera
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Solo
Rizosfera
Solo
Solo
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Solo
Solo

854
9.58
7.00

5.19

8.43

4.70

5.38

7.37

5.06

8.24

4.83

4.77

523
5.24
5.44

8.59

7.42

8.37

9.55

7.74

7.58

8.24

7.67

8.50

5.12

8.50

554
7.45
7.32

6.67

9.58

4.04

8.15

7.37

12.27
15.50
12.17

6.69

15.10

12.40

12.28

16.32

11.08

11.75

10.45

9.39

11.43
10.44
10.81

13.78

11.67

13.34

13.33

10.88

11.33

10.37

11.84

14.67

10.16

11.67

10.51
13.65
13.49

12.58

13.39

5.68

11.94

14.08

144
1.62
174

1.29

179

264

2.30

221

219

143

218

197

2.19
1.99
1.99

1.60

157

159

1.40

141

1.49

1.26

154

173

1.99

137

1.90
1.83
1.85

1.89

1.40

1.36

147

177

Rizosfera 836 11.75 141 0.02

0.05
0.08
0.05
0.03
0.07
0.06
0.12
0.03
0.04
0.02
0.15
0.02
0.07
0.03
0.08
0.08
0.05
0.02
0.04
0.06
0.03
0.03
0.04
0.07
0.05
0.05
0.03
0.03
0.05
0.05
0.01
0.33
0.03
0.16

baixa
baixa
baixa

baixa
baixa
baixa
média
média
média
média
baixa
média
baixa
média
baixa

baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

851
8.59
10.92
7.33
544
8.66
5.07
5.42
7.61
5.18
8.37
4.89
4.98
5.50
5.40
5.56
8.96
7.42
8.57
9.70
7.74
.77
8.80
8.00
8.52
5.23
8.58
6.03
7.49
7.43
7.02
9.70
4.62
8.85
7.42

17.01
17.23
22.33
13.50
9.68
15.58
12.58
12.79
17.22
11.45
16.99
10.87
10.47
11.59
11.34
11.09
16.36
13.23
17.21
17.36
13.72
13.00
13.09
16.81
16.44
10.62
15.67
11.56
14.25
14.09
12.83
17.34
5.62
17.35
14.67

2.00
201
2.05
184
1.79
181
249
237
2.26
222
2.03
2.23
211
211
211
2.00
1.83
1.78
201
1.79
177
167
1.49
2.10
1.93
2.03
1.83
1.92
1.90
1.90
1.83
1.79
122
1.96
1.98

0.06
0.02
0.04
0.06
0.09
0.08
0.06
0.09
0.04
0.04
0.04
0.15
0.03
0.04
0.01
0.07
0.04
0.04
0.03
0.02
0.04
0.05
0.05
0.05
0.07
0.06
0.03
0.05
0.03
0.04
0.07
0.03
0.38
0.01
0.03
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média
média
média
baixa
baixa
baixa
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
baixa
baixa
média
baixa
baixa
baixa
baixa
média
baixa
média
baixa
baixa
baixa

baixa
baixa
baixa
baixa

baixa
baixa

8.73
8.76
11.08
7.25
5.49
8.92
5.44
552
7.79
555
8.65
521
5.02
5.76
5.48
5.50
9.26
7.58
8.98
9.97
7.85
1777
8.90
8.28
8.86
5.50
8.58
6.79
7.53
7.55
7.12
9.78
6.24
9.21
7.58

19.60
20.12
25.67
16.67
12.84
16.96
12.95
12.91
18.04
12.33
19.74
11.19
10.61
12.40
11.75
11.91
19.65
16.00
17.92
19.22
14.84
15.75
17.87
17.06
18.09
10.94
16.83
13.39
14.61
14.76
13.58
18.57
11.27
15.74
14.74

224
2.30
2.32
2.30
2.35
1.90
2.39
2.34
2.32
2.23
2.28
215
212
2.16
215
219
212
211
2.00
1.93
1.89
2.03
201
2.06
204
1.99
1.96
197
1.94
1.96
191
1.90
181
172
1.95

0.06
0.02
0.05
0.07
0.07
0.09
0.07
0.06
0.06
0.13
0.03
0.08
0.03
0.03
0.01
0.11
0.12
0.16
0.05
0.03
0.08
0.12
0.04
0.06
0.11
0.03
0.02
0.05
0.05
0.06
0.03
0.05
0.04
0.15
0.03
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média
média
média
média
média
baixa
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
baixa
baixa
média
média
média
média
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

8.98
9.08
11.08
7.25
5.62
9.11
5.68
5.58
7.83
5.60
8.90
5.29
512
5.84
5.58
5.77
9.59
7.58
9.09
10.09
791
7.77
9.03
8.39
8.93
5.59
8.67
7.27
7.67
7.62
717
9.92
6.39
9.52
7.65

21.77
2213
27.17
18.17
13.74
22.74
13.20
13.04
18.43
12.69
20.52
12.13
10.77
12.64
12.18
12.33
21.41
17.08
20.49
22.15
17.39
17.42
19.57
17.29
18.38
11.65
18.08
15.17
15.44
15.41
14.67
20.43
13.28
19.34
1511

242
244
245
251
2.45
249
2.33
2.34
2.36
227
231
2.29
211
217
219
214
223
2.25
225
2.20
2.20
224
217
2.06
2.06
2.09
2.09
2.10
201
2.03
2.05
2.06
2.09
2.03
1.98

0.06
0.02
0.04
0.07
0.09
0.16
0.08
0.06
0.07
0.12
0.05
0.06
0.03
0.03
0.02
0.09
0.08
0.16
0.03
0.03
0.10
0.18
0.03
0.06
0.11
0.04
0.04
0.06
0.05
0.08
0.05
0.09
0.12
0.04
0.03
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média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
média
baixa
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RU214
RU25
C317
R133B
RU210
RU23
C324
CO163
R192
AL29
S211
R3112
R132
S324
S333
C373
Cl112
C193
C337
C142
CO28
C1103
C3113
C323
A342
C152
CE44
RU211
AL84
CE32
CE33
CO24
RU34
C327
C363

Solo
Solo

577 1074 186 0.05

5.29

Rizosfera 12.19

Rizosfera
Solo
Solo

Rizosfera
Solo
Rizosfera
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Rizosfera
Rizosfera

7.42
8.27
5.84
6.83
6.55
8.38
6.83
8.38
7.25
6.92
7.92
6.45
8.28
14.81
10.01
9.01
8.95
527
7.20
9.02
9.26
7.08
9.86
9.61
461
7.71
524
5.19
841
6.43
7.58
7.17

10.21
17.92
11.83

14.06

11.19

11.50

1111

13.20

12.31

14.58

10.83

9.00

11.85
10.39
13.64

18.50

15.12

14.67

13.62

7.39

11.65

15.19

15.30

10.75

14.89

15.06

6.75
11.18

7.50

7.60

10.72

9.93

9.67

9.17

1.94
147
1.60

1.70

1.92

1.68

1.69

1.58

181

174

1.49

1.30

1.50
161
1.65

125

151

1.63

152

141

1.62

1.68

1.65

152

151

159

1.48
145
143

147

1.28

155

127

1.28

0.02
0.01
0.04

0.04

0.06

0.05

0.03

0.04

0.03

0.03

0.07

0.02

0.09
0.06
0.08

0.04

0.07

0.05

0.04

0.05

0.04

0.06

0.06

0.05

0.01

0.07

0.13
0.01
0.04

0.06

0.02

0.06

0.01

0.01

baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

5.86
541
14.31
7.50
8.43
6.01
6.92
7.08
8.73
6.95
8.95
7.42
7.00
8.27
6.58
8.55
15.06
10.21
9.14
9.13
5.45
7.34
9.54
9.51
7.08
9.97
10.51
4.79
8.61
5.53
5.44
8.63
7.38
7.67
8.00

1155
10.88
27.18
13.75
15.62
11.45
12.33
12.36
14.00
12.87
15.73
11.83
9.17
15.22
12.14
15.15
22.43
17.83
15.65
14.56
8.48
12.36
16.21
15.92
11.33
16.22
16.88
7.05
13.58
8.24
8.02
12.52
1131
10.33
10.17

197
2.02
1.90
1.83
1.86
191
1.78
1.73
1.60
1.85
1.76
1.60
131
184
184
177
1.49
1.75
171
1.59
1.56
1.68
1.70
167
1.60
1.63
1.62
1.48
1.58
1.49
1.48
1.45
153
135
127

0.04
0.05
0.06
0.02
0.08
0.05
0.06
0.05
0.06
0.04
0.04
0.06
0.02
0.08
0.04
0.06
0.09
0.03
0.08
0.04
0.11
0.02
0.05
0.05
0.04
0.03
0.03
0.07
0.02
0.04
0.02
0.04
0.03
0.03
0.08
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baixa
média
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

6.04
5.48
15.64
7.50
8.63
6.11
7.08
7.24
8.60
7.15
9.63
7.62
7.00
8.46
6.73
8.66
15.31
10.35
9.41
9.26
5.95
7.51
9.70
9.77
7.08
10.08
11.30
4.85
9.47
6.01
554
8.75
8.70
7.67
8.00

11.73
10.90
30.06
14.17
16.40
11.65
13.00
13.49
15.61
12.38
17.12
13.18
10.50
15.36
12.31
15.95
28.30
18.35
16.39
15.32
10.16
12.68
16.82
16.08
11.42
16.59
18.25
8.04
14.89
9.22
8.79
1351
12.77
11.67
11.97

1.94
1.99
1.92
1.89
191
191
184
1.83
181
1.74
1.78
173
1.50
181
1.83
184
1.85
177
174
1.65
171
1.69
173
1.65
161
1.65
1.62
1.66
157
154
159
155
147
152
1.50

0.04
0.04
0.06
0.02
0.09
0.05
0.05
0.08
0.04
0.06
0.08
0.03
0.05
0.06
0.04
0.07
0.09
0.03
0.02
0.02
0.05
0.03
0.06
0.06
0.05
0.03
0.04
0.06
0.03
0.10
0.02
0.03
0.02
0.04
0.07
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

6.14
5.62
16.43
7.50
8.74
6.19
7.08
7.33
8.93
7.22
10.09
7.62
7.00
8.46
6.89
8.75
15.47
10.44
9.47
9.42
6.43
7.65
9.89
9.85
7.08
10.33
11.74
4.93
10.12
6.08
5.60
8.80
9.06
7.67
8.00

12.07
10.99
31.86
14.75
16.67
11.89
13.42
13.84
17.51
13.33
19.17
14.17
13.00
15.36
12.35
16.09
28.53
18.63
16.71
17.08
11.75
12.97
17.30
16.55
12.17
16.89
19.99
8.19
17.44
9.92
9.54
14.83
15.08
12.83
13.17

197
1.96
1.94
1.97
191
1.92
1.89
1.86
1.96
1.86
1.90
1.86
1.86
181
1.79
184
184
1.78
1.76
181
1.83
1.70
175
1.68
172
164
1.70
1.66
173
1.64
175
1.68
167
167
1.65

0.02
0.04
0.03
0.03
0.08
0.04
0.04
0.07
0.07
0.07
0.12
0.02
0.04
0.06
0.03
0.07
0.10
0.04
0.02
0.07
0.01
0.03
0.05
0.06
0.05
0.03
0.01
0.03
0.03
0.09
0.09
0.07
0.02
0.02
0.07
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
148



C1143
R146
AL73
AL83
C376
CE43
S153
AL114
C183
R183
SA24
S231
R133
C227
CE21
S383
SA21
AL124
A324
AL164
C326
C336
CO34
C0O42
R171
C233
C1123
C162
Co41
S241
C335
R3142
S322
R112
R1112

Rizosfera 6.90 1093 158 0.06

Rizosfera
Solo
Solo

Rizosfera

Solo
Rizosfera
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera
Solo
Solo

Rizosfera

Solo
Rizosfera
Rizosfera

Solo

Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

8.56
10.12
8.04

717

9.74

8.02

6.42

9.06

7.75

5.78
11.79

8.88

5.83
9.11
8.19

5.63
1321

7.32
11.30

7.83

7.67

0.00

6.26

7.00

7.33

8.42

6.88
8.97
6.56

6.70

7.87

7.06

8.07

6.56

9.68
15.35
10.89
11.00
14.47
10.50
9.35
12.71
9.67
7.64
14.86
10.00
9.67
12.83
10.79
8.26
19.10
9.65
14.88
10.50
10.18
0.00
0.00
9.33
9.33
9.50
9.08
10.96
7.69
8.66
10.57
8.47
8.94
8.05

113
152
1.35
153
149
131
1.46
1.40
125
132
1.26
113
1.66
141
132
1.48
1.46
132
132
134
133
0.00
0.00
133
127
113
1.32
123
117
1.29
134
1.20
111
1.23

0.03
0.02
0.01
0.08
0.06
0.11
0.04
0.02
0.01
0.03
0.04
0.01
0.04
0.03
0.02
0.11
0.03
0.05
0.02
0.04
0.07
0.00
0.00
0.03
0.01
0.02
0.02
0.05
0.02
0.02
0.03
0.03
0.02
0.02
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

nula

nula
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

7.34
10.14
11.25
8.69
7.25
11.16
7.46
8.34
14.75
7.75
6.07
14.01
8.93
6.50
1117
8.81
5.98
14.60
7.43
12.68
7.83
8.17
5.81
8.58
7.00
9.33
9.54
7.20
11.05
6.81
6.82
8.50
7.33
8.26
7.08

11.60
14.14
1754
13.61
11.50
16.23
11.28
11.98
19.15
9.67
8.13
15.45
10.33
9.67
14.94
12.27
8.42
21.12
10.35
17.67
10.50
11.39
7.73
10.89
9.33
1117
12.63
9.74
14.56
8.61
8.72
10.71
9.21
9.21
8.16

1.58
1.39
1.56
1.57
1.59
1.46
151
1.44
1.30
125
134
1.10
1.16
1.49
134
1.39
141
1.47
1.39
1.40
134
1.39
134
127
133
1.20
1.32
135
133
1.26
1.28
1.26
1.26
111
115

0.07
0.03
0.04
0.03
0.11
0.01
0.06
0.01
0.08
0.03
0.05
0.01
0.02
0.11
0.05
0.05
0.03
0.06
0.06
0.03
0.04
0.05
0.09
0.03
0.03
0.02
0.04
0.04
0.04
0.04
0.05
0.06
0.03
0.02
0.05
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

7.53
10.79
11.90
9.74
7.25
12.34
7.60
10.10
17.20
7.75
6.42
15.29
9.03
6.50
12.61
9.01
6.39
15.94
7.68
13.99
7.92
8.37
5.93
11.04
7.00
9.75
9.98
7.34
13.61
7.11
6.93
8.94
7.61
8.40
7.18

12.03
17.50
18.96
14.68
11.50
18.57
11.75
14.81
26.67
10.92
9.30
21.32
10.84
9.67
18.54
13.38
9.52
22.33
10.92
19.14
10.87
12.10
8.02
15.76
10.00
12.00
13.52
9.96
17.90
9.33
8.97
10.98
9.72
10.98
8.34

1.60
1.62
159
151
1.59
151
155
1.47
155
141
1.45
1.39
1.20
1.49
1.47
1.49
1.49
142
142
137
137
1.45
135
143
143
123
135
1.36
133
131
129
123
1.28
1.30
116

0.06
0.07
0.03
0.04
0.11
0.05
0.06
0.05
0.07
0.02
0.02
0.01
0.01
0.11
0.05
0.03
0.02
0.05
0.05
0.04
0.03
0.05
0.04
0.05
0.03
0.04
0.04
0.03
0.05
0.05
0.04
0.05
0.04
0.05
0.05
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa

7.69
11.79
12.64
10.48
7.25
12.73
7.73
10.85
17.20
7.75
6.51
15.93
9.23
6.50
13.71
9.17
6.67
16.49
7.96
14.23
7.92
8.58
6.13
11.66
7.00
9.75
10.57
7.64
14.60
7.27
7.03
9.27
7.98
8.48
7.32

12.50
18.40
20.00
16.00
11.67
20.05
11.87
17.22
26.67
11.93
9.83
25.29
14.76
9.67
19.94
13.66
9.91
2311
11.09
20.42
10.92
12.33
8.29
17.04
10.33
14.00
13.72
10.15
18.21
9.61
9.13
11.12
10.10
11.13
8.56

1.62
1.56
158
153
161
158
154
1.59
155
154
151
1.59
1.60
149
1.45
1.49
1.49
141
1.39
144
1.38
144
135
1.46
1.48
144
1.30
133
1.26
132
1.30
1.20
1.26
131
117

0.06
0.09
0.04
0.03
0.11
0.03
0.06
0.01
0.07
0.02
0.02
0.05
0.06
0.11
0.02
0.03
0.01
0.04
0.04
0.03
0.02
0.04
0.03
0.02
0.03
0.03
0.03
0.03
0.06
0.06
0.01
0.04
0.06
0.05
0.05

K
K
K
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
149



A329
C237
C267
C316
C352
R143
S262
S313
A1101
Al6l
Al71
A242
A263
A313
A314
A372
A383
AL27
AL32
AL33
Clel
C247
C318
C325
C332
C346
C356
C383
CO133
C0212
CO23
Ccoz7
Co31
CO33
R243

Rizosfera 11.42 12.83

Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

Rizosfera

Solo
Solo
Solo

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Rizosfera

Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Rizosfera

11.26
13.62
11.25

13.88

10.67

10.67

11.77

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
5.78
5.74
0.00
0.00

12.79
14.32
12.42

15.69

11.50

12.83

12.34

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

112
114
1.05
110
113
1.08
1.20
1.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.02
0.03
0.01
0.01
0.03
0.02
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula

14.67
15.36
16.55
15.08
17.52
14.75
15.00
15.39
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
5.81
574
0.00
0.00

15.67
18.16
17.50
16.83
19.20
16.00
17.58
16.70
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

1.07
118
1.06
112
1.10
1.08
117
1.09
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.03
0.02
0.02
0.02
0.01
0.10
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula

17.50
17.23
18.30
18.00
18.90
17.50
18.17
16.96
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
5.86
594
0.00
0.00

18.42
18.71
19.59
18.75
20.58
19.95
19.75
18.68
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

1.05
1.09
1.07
1.04
1.09
114
1.09
110
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.01
0.02
0.02
0.02
0.10
0.01
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula

18.08
19.50
20.33
20.50
21.19
20.50
20.50
19.15
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
5.96
6.00
0.00
0.00

20.50
20.83
21.07
21.50
21.78
21.53
21.17
20.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

113
1.07
1.04
1.05
1.03
1.05
1.03
1.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.16
0.01
0.01
0.00
0.02
0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

N
N
N

O0O0000QpDO0OO0OO0ODO0ODODO0ODO0ODODODODODODOQODOOOODODODZZZ2Z22Z

baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
baixa
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
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R342
RU212
RU217
RU218
RU26
RU27
RU31
RU334
RU344
RU35
RU83
S1112
S112
S133
S142
S173
S221
S261
S3103
S311
S312
S373

Rizosfera
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Solo
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00 0.00 0.00

0.00
0.00
0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00
0.00
0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00
0.00
0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00
0.00
0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

ETLTLELETLETELTELEEELETLELEELELEEELEEREKL

nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

ETTLLLLLLzZEECZCELZEELELELELELE<zLER

nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
nula
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Anexo D - Efeito da inoculacdo de rizobactérias avaliadas nos ensaios Il, Il e 1V, sobre a
massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca da parte aérea
(MSPA), massa de matéria seca das raizes (MSR) e massa de matéria seca total (MST) de
plantas de couve (Brassica oleraceae) em casa-de-vegetacdo. Médias de cinco repeticoes.

Tratamento MFPA (g)* MSPA (g)* MSR (g)* MST (g)*
S112 21,72 2,16 0,62 2,78
Ci117 20,48 2,07 0,51 2,58
R1112 19,63 2,01 0,55 2,56
C323 19,08 1,94 0,55 2,49

Testemunha 19,04 1,95 0,53 2,48
R123 19,84 1,96 0,52 2,47
A242 18,55 191 0,55 2,47
C162 20,10 1,95 0,51 2,46
R3142 19,28 191 0,52 2,43
S241 19,02 1,87 0,55 2,42
R132 19,76 1,99 0,43 2,42
c277 19,88 1,85 0,56 2,41
C193 20,29 1,93 0,48 241
S1132 20,35 1,97 0,43 2,40
R3132 19,79 1,88 0,52 2,40
C318 20,04 1,91 0,48 2,39
S1122 19,90 1,88 0,50 2,39
S311 20,25 1,86 0,51 2,37
S113 18,49 1,72 0,50 2,22
C324 19,70 1,75 0,43 2,18
S263 18,76 1,73 0,41 2,15
S211 19,29 1,69 0,44 2,13
C34 19,36 1,68 0,37 2,05

CV (%) 8,86 11,04 23,80 11,98

* As diferencas entre as médias ndo foram significativas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tratamento MFPA (g)* MSPA (g)* MSR (g)* MST (g)*
C316 15,84 2,30 0,47 2,77
A263 16,36 2,24 0,47 2,71
S262 15,75 2,27 0,39 2,66
A161 15,12 2,18 0,46 2,63
R192 15,07 2,13 0,47 2,60
R153 15,31 2,15 0,44 2,59
C346 16,24 2,14 0,42 2,56
R142 15,49 2,17 0,38 2,55
S373 15,10 2,08 0,46 2,54

Testemunha 15,51 2,12 0,41 2,53
S1112 14,79 2,15 0,38 2,53
S312 14,60 2,09 0,42 2,52
S353 15,63 2,11 0,40 2,51
C257 15,33 2,06 0,42 2,48

A1142 15,31 2,13 0,34 2,47
R243 14,49 2,03 0,42 2,45
S142 15,25 2,11 0,33 2,44
Al171 14,68 2,03 0,38 2,40
S324 14,68 1,99 0,39 2,38
R3112 13,81 1,92 0,32 2,24

CV (%) 8,89 11,84 18,01 10,85

* As diferencas entre as médias ndo foram significativas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tratamento MFPA (g)* MSPA (g)* MSR (g)* MST (g)*
c247 26,47 A 2,49 A 0,47 A 2,96 A
R152 26,08 A 2,68 A 054 A 3,22A
R166 25,88 A 2,45 A 0,58 A 3,03A
R223 25,82 A 2,28 A 042 A 2,70 A
A383 25,77 A 2,43 A 0,38A 2,81A
Ci161 25,42 A 2,30A 041A 2,71 A
C337 25,24 A 2,42 A 051 A 293 A

Testemunha 24,46 A 2,17 A 0,46 A 2,63 A
R183 24,18 A 2,59 A 0,40 A 2,99 A
R322 24,03 A 2,39A 0,39A 2,78 A

R133B 2291 A 2,33A 0,42 A 2,715A
C152 21,18 A 193 A 0,42 A 2,35 A
CV (%) 14,38 22,96 33,39 22,65

* As diferencas entre as médias ndo foram significativas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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