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“O grande desafio humano é resistir a seducdo do repouso,
pois nascemos para caminhar e nunca para nos satisfazer com as
coisas como estdo.

A insatisfacdo é um elemento indispensdvel para quem, mais
do que repetir, deseja criar, inovar, refazer, modificar,

aperfeicoar.”

(Mario Sérgio Cortella)
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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Silvia Maria de. Processos promotores de crescimento vegetal
por bactérias diazotréficas de vida livre ou simbiéticas de feijao comum,
caupi e siratro. 2009. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola)
— Universidade Federal de Lavras, MG'

O solo € um ambiente complexo, heterogéneo e dindmico que abriga diversos
processos importantes mediados por microrganismos que podem contribuir para
a promocdo do crescimento vegetal. Esses processos sdo realizados pelas
bactérias denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV),
as quais se caracterizam por viver no ambiente rizosférico interferindo no
crescimento vegetal. Entre os processos realizados pelas RPCV existem aquelas
que atuam diretamente na promogao do crescimento vegetal, pela producdo de
compostos ou por facilitarem a absor¢do de certos nutrientes, como a fixacdo
bioldgica de nitrogé€nio atmosférico e a solubilizacdo de fosfato inorganico, e
pela producdo de hormdnios de crescimento vegetal, entre outros. A fixacdo
bioldgica de nitrogénio € o processo de promocdo de crescimento vegetal mais
bem estudado nas bactérias associativas e endofiticas, ji sendo bastante
conhecida a contribuicdo de bactérias noduliferas para a nutricdo de
leguminosas. Através da liberac@o de 4cidos orginicos e de outros mecanismos
bactérias atuam na solubilizacdo de fosfato inorgéanico liberando o fésforo tanto
para a planta quanto para si mesmo. Os hormonios de crescimento vegetal sdo
reguladores naturais que influenciam os processos fisiolégicos em baixas
concentragdes, controlando o crescimento da planta. As bactérias também
podem contribuir de forma indireta para o crescimento vegetal, diminuindo ou
prevenindo os efeitos deletérios de microrganismo fitopatogénicos. A
capacidade das bactérias em realizar tais processos bioldgicos na rizosfera
poderd contribuir para o incremento no efeito de inoculantes, com maiores
beneficios para os agricultores, diminuindo a utilizacdo de fertilizantes
inddstriais e promovendo o aumento da producdo agricola com custos reduzidos.
Além disso, ha possibilidade de uso dessas bactérias em culturas leguminosas e
ndo leguminosas.

! Orientadora: Profa. Dra.Fitima Maria de Souza Moreira - UFLA
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GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, Silvia Maria de. Plant growth promoting processes mediated by
diazotrophic bacteria free-living or symbiotic with common, siratro or
cowpea. 2009. 66p. Dissertion — (Master program in Agricultural Microbiology)
— Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil®

Soil environment is complex , heterougenous and dynamic. It harbors several
processes mediated by microorganisms which can contribute to enhance plant
growth. These processes are mediated by bacteria named plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR) which live in the rhizosphere. Among
processes mediated by PGPR , some act direct on plant growth promotion, by
producing specific compounds or enhancing nutrient absorption by roots, like
nitrogen fixation, phosphate solubilization or growth hormones Biological
nitrogen fixation is the plant growth promoting process most studied among
associative and endophytic bactéria. It is well know the significant contribution
of nodulating bacteria for Leguminosae nutrition. By excreting organic acids as
well as by other mecanisms bacteria solubilize inorganic phosphate liberating
phosphorus for the plant and other organisms. Plant growth promoting hormones
are natural regulators that, in low concentrations, can influence physiological
processes, hence controlling plant growth. Bacteria can also contribute indirectly
for plant growth, decreasing or preventing deleterious effects of phytophatogenic
microrganisms. The ability of bactéria to mediate these processes in the
rhizosphere can contribute for increasing the effect of inoculants with greater
benefits for farmers, decreasing the amount of chemical fertilizers applied and
promoting yields increase with low costs. Furthermore, there is the possibility of
using these bacteria both in legume and non legumes.

2 Guidance Committe: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

Numerosos estudos objetivando a selecdo de estirpes, visando a
maximizagdo da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) em feijao comum
(Phaseolus vulgaris L.) e feijao caupi (Vigna unguiculata L.), tétm revelado
grande diversidade de estirpes capazes de fixar o nitrogénio atmosférico e
fornecé-lo a planta, nutrindo-a adequadamente, possibilitando, assim, que essa
biotecnologia de baixissimo custo possa ser levada principalmente aos pequenos
agricultores, que cultivam essas leguminosas para sua subsisténcia.

Bactérias que fixam nitrogénio e nodulam leguminosas (BFNNL) sao
organismos que se caracterizam pela associac@o intima com a planta hospedeira,
despertando grande interesse agrondmico. Possuem caracteristicas de
sobrevivéncia fora do ambiente simbidtico e, assim como bactérias que nao
infectam a planta e vivem no ambiente rizosférico, podem contribuir para a
nutricdo vegetal como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs) (Moreira & Siqueira, 2006).

“Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas” (PGPR — Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria) sdo bactérias que vivem na rizosfera e sdo
capazes de interferir na nutricdo das plantas, promover controle biolégico de
fitopatégenos e produzir substancias promotoras de crescimento vegetal por
meio de vdrios processos (Kloepper & Schroth, 1978).

Além da capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico, é de interesse
agrondmico identificar, entre essas bactérias que nodulam, outros processos
importantes que possam promover, por acdo direta ou indireta, o crescimento
vegetal. Entre esses processos podem-se destacar: solubilizacdo de fosfatos
inorganicos, disponibilizando o fésforo para a planta e para si mesmo (Chabot et
al., 1998); producdo de hormdnio de crescimento vegetal, que faz parte do

metabolismo de diversas espécies de bactérias associadas aos vegetais, podendo



ser considerados agentes causais da alteracdo do crescimento e desenvolvimento
vegetal (Bashan & Holguim, 1997), como auxina, citocinina e etileno;
antagonismo a fitopatégenos devido a producdo de enzimas, antibidticos e
acidos cianidricos; producdo de sider6foros e degradacio de compostos
poluentes, o que poderd despertar grande interesse da pesquisa para futuras
aplicagdes em dreas contaminadas. Portanto, bactérias fixadoras de nitrogénio
que realizam outro (s) processo(s) podem contribuir mais efetivamente para o
crescimento vegetal de leguminosas, assim como de ndo leguminosas.

Neste sentido, a capacidade destas bactérias em realizar tais processos
biolégicos na rizosfera poderd contribuir para o incremento no efeito de
inoculantes, com maiores beneficios para os agricultores, diminuindo a
utilizacdo de fertilizantes industriais e promovendo o aumento da producdo
agricola com reducio de custos. Além disso, hd possibilidade de se expandir o
uso dessas bactérias em outras culturas além das leguminosas.

Considerando-se essas informacdes, os objetivos desse trabalho foram
verificar a existéncia e potencialidade em estirpes bacterianas, sendo a maioria
simbidtica de feijdo caupi e feijado comum, em realizar processos promotores de
crescimento vegetal, como:

e Fixacdo bioldgica do N, atmosférico em vida livre,

e Solubilizacdo de fosfato de célcio e aluminio,

e Sintese de hormonios de crescimento vegetal (auxina e etileno),

e Atividade antagOnica contra Fusarium oxysporum fsp. phaseoli,

e A potencialidade destas estirpes em utilizarem fenol como tnica
fonte de carbono

e E aresisténcia frente a diversos antibidticos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN)
O desenvolvimento vegetal € influenciado por processos desenvolvidos

por determinados grupos de microrganismos. A fixagdo bioldgica de nitrogé€nio
¢ o processo de promocdo de crescimento vegetal mais bem estudado nas
bactérias associativas e endofiticas, j4 sendo bastante conhecida a contribui¢io
de bactérias noduliferas para a nutricio de leguminosas. Nestas simbioses, as
bactérias que fixam nitrogénio e nodulam leguminosas (BFNNL) colonizam
tecidos vegetais internos, como as raizes e, excepcionalmente, os caules,
causando o desenvolvimento de estruturas altamente especializadas,
denominadas nédulos. Uma vez formados os nédulos funcionais, esses fixam o
nitrogénio atmosférico, que € transferido para a planta hospedeira em troca de
fotoassimilados (Moreira & Siqueira, 2006).

O feijdo comum e o feijdo caupi sdo espécies de leguminosas
privilegiadas com os beneficios das BFNNL. Essas leguminosas s@o utilizadas
como alimento bdsico para a populacdo brasileira, constituindo sua principal
fonte de proteina vegetal. Gracas as suas amplas adaptacdes edafoclimadticas,
fazem parte da maioria dos sistemas de producdo dos pequenos e médios
produtores rurais, os quais utilizam a produgdo para o consumo familiar e
geracdo de renda.

A tecnologia de inoculag@o para estas culturas com BFNNL ¢é capaz de
substituir total ou, pelo menos parcialmente, a adubacio nitrogenada, resultando
em diminui¢@o nos custos de producdo e beneficiando a maioria dos agricultores
que geralmente sdo de baixo poder aquisitivo. Também € uma alternativa para
economizar combustiveis fésseis utilizados na fabricacio de fertilizantes

nitrogenados.



Experimentos com feijdio comum e feijdo caupi, implantados no
municipio de Perddes (MG), indicam ser possivel que essas culturas se
beneficiem, em condi¢des de campo do processo de FBN, podendo alcancgar
niveis de produtividade semelhantes aos da adubagdo nitrogenada (Soares et al.,
2006a,b). Feijao comum inoculado com estirpes de Rhizobium tropici confirma
que a simbiose feijoeiro-rizébio é capaz de fixar N atmosférico e suprir as
necessidades das plantas, proporcionando desenvolvimento semelhante ao
daquelas que receberam adubagao nitrogenada (Ferreira et al., 2000).

Pesquisas realizadas com feijao caupi sdo um exemplo bem claro de que
as investigacdes por estirpes cada vez mais eficientes na FBN ndo param,
trabalhando sempre em busca de estirpes mais eficientes (Lacerda et al., 2004).
Os efeitos das estirpes de rizébios na fixacdo bioldgica do nitrogénio sdo tdo
evidentes no feijio comum e feijdo caupi que estirpes altamente eficientes sdo
recomendadas pela RELARE (Rede de laboratérios para recomendacio,
padronizacdo e difusdo de tecnologia de inoculantes microbioldgicos de
interesse agricola). No entanto, estudos sobre estas bactérias geralmente estdo
voltados somente a eficiéncia quanto a FBN, e nio tém considerado outros
processos, benéficos as plantas, que elas possam proporcionar.

Resultados obtidos com espécies de Rhizobium e de Bradyrhizobium
revelam que, além do potencial da FBN em leguminosas, bactérias desses
géneros podem ter um excelente potencial para serem usadas como rizobactérias
capazes de promover o crescimento vegetal em nio leguminosas, envolvendo
processos como producio de fitormdnios, solubilizadores de fosfatos e producao
de sider6foros (Antoun et al., 1998). No entanto, é necessario um esfor¢o da
pesquisa visando investigar como essas bactérias poderiam beneficiar estes

produtores além do processo da FBN.



2.2 Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), conhecidas na

literatura como “plant growth-promoting rhizobacteria” (PGPR), sdo aquelas
que podem afetar o crescimento das plantas de varios modos. Elas podem ser
tanto de vida livre, associadas a rizosfera (associativa) ou endofiticas.

Bactérias endofiticas sdo aquelas que, durante todo ou parte de seu ciclo
de vida, invadem tecidos de plantas vivas através de infec¢do ndo aparente e sem
causar sintomas de doencas (Wilson, 1995). O habitat endofitico possui
caracteristicas mais favordveis a expressdo de genes promotores do crescimento
vegetal do que a rizosfera, apresentando alta disponibilidade energética e baixa
competitividade com outras espécies, o que possibilita menor influéncia de
fatores ambientais na expressio dos genes associados a promogdo do
crescimento da planta hospedeira ao longo do ciclo da cultura.

Os microrganismos influenciam o crescimento da planta por processos
de acdo direta e indireta. A promocdo direta do crescimento vegetal ocorre
quando um composto € sintetizado pela bactéria ou quando ela facilita a
absor¢do de certos nutrientes do ambiente, como a fixacdo bioldgica do
nitrogénio atmosférico, a solubilizacdo de fosfato inorganico e a producio de
hormoénios de crescimento vegetal. A promocdo indireta ocorre com a
diminuicdlo ou prevencdo de efeitos deletérios de microrganismos
fitopatogénicos (Glick & Bashan, 1997).

Como diazotréficos de vida livre, as bactérias rizosféricas colonizam
preferencialmente o rizoplano e a rizosfera onde exsudados, principalmente
acucares, estdo envolvidos nesta associacdo. Além da FBN, estas bactérias
podem produzir hormdnios de crescimento vegetal e solubilizar fosfatos
inorganicos (Vessey, 2003; Hara & Oliveira, 2004), ou seja, promovem o
crescimento das plantas diretamente pela producdo de metabdlitos. A sintese de

7

antibidticos pelos microrganismos € uma forma indireta de promog¢do do



crescimento, pois BPCV que excretam esses compostos podem diminuir os
efeitos deletérios dos microrganismos fitopatogé€nicos. Essas bactérias também
podem atuar diminuindo fator de estresse como o etileno endégeno em vegetais
sensiveis a esse hormonio.

Diversos géneros de bactérias como Azospirilum, Azotobacter,
Arthobacter, Bacillus, Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, Serratia,
Pseudomonas, Burkholderia e outras espécies sdo conhecidas por promoverem o
crescimento vegetal (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). A capacidade de
colonizacdo de tecidos vegetais por estes microrganismos ¢é relacionada a
diversos fatores, sendo o principal a interag@o entre os genétipos do vegetal e do
microrganismo (Dong et al., 1995, Mahaffee et al., 1997).

As bactérias endofiticas contribuem mais com o nitrogénio fixado do que
as associativas. Além disso, efeitos benéficos das endofitas ou associativas nas
plantas ocorrem por mecanismos similares aos ja descritos para os rizébios, uma
vez que estes microrganismos, em geral, sdo capazes de viver como habitantes
da rizosfera. Recentemente, bactérias endofitas tém sido relatadas no interior dos
nédulos de leguminosas, nao causando danos visiveis as plantas. De fato,
estudos relatam que a nodulacdo e o crescimento da soja ndo foram afetados
pelos endofiticos isolados da prépria cultura (Li et al., 2008). Do mesmo modo,
foi relatado potencial para promoc¢do de crescimento pela produgdo de auxina,
solubilizacdo de fosfato mineral e fixacdo de nitrogénio em bactérias endofiticas
e epifiticas de soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).

As bactérias que nodulam leguminosas (BNL), além de promoverem o
crescimento por meio da FBN, podem auxiliar também o crescimento dos
vegetais pelos mesmos processos que outras rizobactérias. Esse fato pode ser
verificado mais recentemente em estirpes de Bradyrhizobium japonicum
produtoras de hormonios, no entanto, essas estirpes nao foram capazes de atuar

na solubilizag@o de fosfato e nem produzir sideréforos (Boieiro et al., 2007). Ja



Antoun et al. (1998) observaram estirpes da mesma espécie produzindo
sider6foros, solubilizando fosfato e produzindo horménio (AIA), além do género

Rhizobium.

2.3 Producao de substancias reguladoras do crescimento de plantas (SRCP)
ou hormonios de crescimento vegetal

Substancias reguladoras do crescimento de planta (SRCP) sdo
reguladores naturais que influenciam os processos fisiolégicos em baixas
concentragdes, controlando o crescimento da planta. Podem ser classificadas
como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico. Quando

produzidos pela prépria planta, também s@o denominados de fitormonios.

Auxinas
O mecanismo mais frequentemente citado para explicar os efeitos das

bactérias promotoras de crescimento vegetal em plantas € a producdo de
hormonios de crescimento vegetal, principalmente auxinas (Patten & Glick,
1996). Dentre os hormdnios produzidos pelas bactérias, o dcido 3-indol-acético
(AIA) € auxina mais abordada na literatura, o que pode ser devido ao AIA ser a
principal auxina de ocorréncia natural nas plantas. Existe ampla evidéncia de
que numerosos microrganismos do solo estdo ativamente envolvidos na sintese
de auxinas em meio de cultura e no solo (Antoun et al., 1998; Biswas et al.,
2000; Radwan et al., 2002; Vega-Hernandez et al., 2002; Hameed et al., 2004;
Khalid et al., 2004; Thakuria et al., 2004) e diferentes vias metabdlicas para a
biossintesse do AIA bacteriano ja foram descritas (Theunis et al., 2004; Spaepen
et al., 2007). Essa substancia afeta a morfologia das raizes aumentando o
comprimento e o nimero de pélos radiculares, aumentando, assim, a drea de
entrada de nutrientes e exsudacdo radicular. Experimentos com rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal isoladas da rizosfera de Mostarda (Brassica

juncea L.) e trigo revelaram diversidade de bactérias, com eficiéncia varidvel



para produgcdo de auxina in vitro e, quando inoculados nessas plantas,
promoveram maior crescimento vegetal em relagdo aos tratamentos controle
(Asghar et al., 2002; Khalid et al., 2004). No entanto, também foi relatados que
isolados de rizobactérias t&ém efeito varidvel (ambos, negativo e positivo) no
alongamento e peso das raizes em diferentes cultivares de trigo (Khalid et al.,
2004). Isolado de rizébio crescido na presenca de triptofano foi deletério as
plantulas de alface, provocando perdas no vigor das sementes e formacdo de
plantulas anormais (Schlindwein et al., 2008).

Em leguminosas, a fixacdo bioldgica de nitrogénio nos nédulos € vista
como primeira fungdo da simbiose e a segunda seria a produgdo de AIA, ambas
suprindo a planta hospedeira na simbiose rizébio-leguminosas (Ghosh & Basu,
2006). Mudancas no balanco de auxina na planta hospedeira sdo pré-requisitos
para organogénese do nddulo (Mathesius et al., 1998) e o seu metabolismo pode
ser importante para a persisténcia de um nédulo funcional na raiz (Badenoch-

Jones et al., 1983).

Citocinina

Citocinina é um hormdnio que estd diretamente relacionado ao
crescimento e divisdo celular. E produzido nas raizes e transportado através do
xilema para todas as partes das plantas. Embrides e frutos também produzem
citocininas (Demason, 2005). O isolamento e a quantificagdo de citocininas
produzidas por bactérias diazotréficas t€m sido pouco estudados, pois as
citocininas compreendem um grupo de compostos presentes em pequenas
quantidades em amostras bioldgicas, dificultando sua identificacio e
quantificacdo. Sdo conhecidas 89 giberelinas (GA — 4cido giberélico) que sdo
numeradas de GA,; até GAgg, na ordem em que foram descobertas (Arshad &
Frankenberger, 1998). A giberelina mais conhecida é a GA; e a mais ativa em

planta é a GA,, responsdvel pelo alongamento do caule. Estudos tém

demonstrado a produg@o de GA por Rhizobium em culturas e sua ocorréncia em



nédulos (Williams & Sicardi de Mallorca, 1982), embora seu envolvimento com
o processo de nodulacdo e fixacdo de nitrogé€nio tenha sido pouco estudado. De
acordo com Atzorn et al. (1988), estirpes de Rhizobium phaseoli excretaram

mais as giberelina GA1 e GA4 em meio de cultura.

Etileno
O etileno € o tinico hormonio na forma de gas, que é produzido em quase

todas as partes da planta e difunde-se no ar existente entre as células. Em alguns
casos, o etileno € estimulador do desenvolvimento vegetal, enquanto em outros,
ele atua como inibidor. Ele estd envolvido na germinacdo de sementes,
diferenciacdo dos tecidos, formacdo e alongamento das raizes, desenvolvimento
de gemas laterais, inicio da florac@o, abscisdo de folhas e frutos, producio de
compostos voldteis e resposta das plantas ao estresse bidtico e abidtico (Arshad
& Frankenberger, 2002). Quando as células vegetais percebem as moléculas de
etileno, desencadeiam processos de resposta ao estresse, levando a senescéncia
as células proximas ao sitio de producdo de etileno. BPCV sintetizam uma
enzima, a 1- aminociclopropano - 1 - &4cido carboxilico desaminase (ACC
desaminase), que pode estimular o crescimento vegetal, garantindo que o
aumento dos niveis de etileno sejam menores em plantas em desenvolvimento
ou estressadas (Lugtenberg et al., 2002). Azospirillum sp. promovem
desenvolvimento em plantas de tomate através de mecanismo que envolve o
etileno (Ribaudo et al., 2006); jia em plantas leguminosas com nddulos
determinados o etileno funciona como um inibidor da nodulacido (Nukui et al.,
2000; Tamimi & Timko, 2003). Estirpes de BNL (Bradyrhizobium japonicum)
foram relatadas com potencial para ter importante contribuicdo tecnolégica em
leguminosas e ndo leguminosas, devido a apresentarem diferentes potenciais de
sintese de diferentes hormdnios (AIA, giberelina e dcido abscisico) (Boieiro et

al., 2007). Foi observado também aumento do nivel de etileno quando essas
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estirpes foram crescidas em meio de cultura YMA com L-metionina, indicando

diferentes vias de sintese para esse hormonio.

2.4 Solubilizacao de fosfato de calcio e aluminio
O fosforo (P) é um dos nutrientes mais limitantes ao desenvolvimento

vegetal. Seus teores nos solos sdo relativamente elevados, no entanto, a
concentracdo do P soldvel disponivel para a assimilagdo pelas raizes vegetais ¢
muito baixa, normalmente 1 mg/kg de solo ou menos (Malavolta, 1980; Goedert,
et al. 1985). Essa baixa disponibilidade do fésforo é devido a alta reatividade do
P soldvel com Ca, Fe e Al, formando fosfatos insoliveis, o que implica na
necessidade de grandes aplicacdes de fosfatos soliveis no solo para que as
culturas alcancem alta produtividade. Em solos alcalinos, fosfato de célcio € a
forma predominante de P, e nos solos &4cidos, como é o caso dos solos
brasileiros, € predominante a forma insolivel em virtude da abundéncia de oxi-
hidréxidos de aluminio e ferro, formando fosfatos inorganicos.

A maior reserva de P sdo as rochas e outros depésitos, como as apatitas e
outros minerais primdarios formados durante a era geoldgica (Rodriguez & Fraga,
1999). Esse elemento € abundante no solo, tanto na forma inorganica como
orginica. Na forma orgénica o fésforo se apresentam como componentes de
proteinas e 4cido graxos que devem ser mineralizados para serem absorvidos
pelas plantas, enquanto que o fésforo inorginico pode ser solubilizado por
atividade das raizes das plantas ou microrganismos do solo.

A solubilizacdo de fosfato inorganico estd relacionada a fatores
ambientais, como niveis nutricionais e interacio com outros microrganismos do
ambiente (Vessey, 2003). O principal mecanismo de acdo na solubilizacdo de
fosforo inorganico sdo os 4cidos organicos sintetizados por diversos
microrganismos do solo, incluindo bactérias e fungos (Silva Filho & Vidor,

2000), promovendo acidificagdo da célula microbiana e o ambiente ao seu redor.
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O 4cido mais frequentemente observado entre os solubilizadores de fosfato é o
dcido gluconico, mas outros dcidos também estio envolvidos na solubilizagdo de
fosfato, como os dcidos 2-cetogluconico, latico, isovalérico, isobutirico, acético
glicdlico, maldnico e succinico, em diferentes espécies de bactérias (revisado
por Rodriguez & Fraga, 1999).

O uso de BFNNL capazes de solubilizar o fosfato inorganico pode ajudar
a aumentar a disponibilidade de fésforos para o crescimento das plantas
leguminosas e ndo leguminosas (Antoun et al., 1998; Peix et al., 2001; Vessey,
2003). Plantas de Phaseolus vulgaris L. inoculadas com Rhizobium etli
reduziram sua nodulacdo em mais de 50 % quando submetida a baixa condicio
de fésforo (Remans et al., 2007), confirmando assim, a interferéncia da
disponibilidade de fésforo na associacdo Rizdbio-leguminosa. Estirpes de
Rhizobium tém sido relatadas solubilizando diferentes quantidades de fosfato em
meio de cultura liquido (Chabot et al., 1998; Bano & Musarrat, 2003) e de R.
leguminosarum promovendo o crescimento do milho (Chabot et al., 1998)

Essas bactérias, quando envolvidas na solubiliza¢do do fésforo, podem
aumentar o crescimento vegetal pelo aumento da eficiéncia da fixacao bioldgica
do nitrogénio em leguminosas.

A capacidade de BNL em solubilizar fosfatos pouco soliveis pode ser
visualizada e estimada quantitativamente usando métodos em placa de Petri com
meio de cultura para solubilizadores contendo fosfato insoliivel como tnica
fonte de fésforo, no qual forma-se uma zona (halo) translicida ao redor da
coldnia (Sylvester-Bradley et al., 1982; Peix et al., 2001; Hara & Oliveira, 2004)
e resultados indicam que a mobilizacio do fdésforo para as plantas foi
diretamente relacionada com a capacidade de solubilizacdo em meio de cultura
solido (Rivas et al., 2006).

A inoculacido de BNL eficientes na fixacdo do nitrogénio atmosférico e

solubilizagc@o de fosfato no solo podem ser utilizadas como forma de substituir

12



ou diminuir ndo sé os fertilizantes nitrogenados, mas também os fertilizantes
fosfatados soldveis, aproveitando, assim, os fosfatos naturais existentes ou as

formas insoldveis.

2.5 Producio de compostos antiflingicos
Bactérias do solo, especificamente bactérias rizosféricas, podem ser

eficientes no controle de doencas causadas por fungos fitopatogénicos. Esta
eficiéncia pode ser dar pela producdo de compostos metabdlicos de baixo peso
molecular e/ou por algumas enzimas, que atuam na lise de células fingicas,
produzidas por bactérias do tipo BPCV (Lim et al., 1991).

A producdo de cianeto de hidrogénio (HCN), antibidticos e enzimas
como quitinase (B-1-3 glucanase), protease e lipase sdo alguns destes compostos
que tém sido apontados como inibidores de microrganismos fitopatogénicos.
Certas Pseudomonas sdo capazes de inibir fungos fitopatogénicos através da
producdo de cianeto. Entretanto, hd relatos de efeitos deletérios de HCN em
plantas (Bakker & Schipperes, 1987). Porém, observa-se que essa resposta na
rizosfera € varidvel para cada tipo de planta, pois, de acordo com Luz (1996), a
produ¢do de HCN também pode promover o crescimento das plantas
diretamente pelo aumento do desenvolvimento dos pélos radiculares.

Além dos diversos compostos metabdlicos que atuam como
antifiingicos, algumas bactérias também t€m habilidade de decomposicdo ou
detoxicacdo do acido fusérico, produzido durante a infec¢@o de tecidos vegetais
suscetiveis a fungos produtores do dcido. Burkolderia cepacia, Pseudomonas
solanacearmu, sdo bactérias com habilidade de hidrolisar o 4cido prevenindo
danos causados por diversas espécies do fungo Fusarium (Toyoda & Utsumi,
1991).

Lim et al. (1991) demonstraram que estirpe de Pseudomonas stutzeri

produzia quitinase e laminarase (B-1,3-glucanase), enzimas que podem digerir e
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lisar células de F. solani. Bactérias endofiticas foram eficientes no controle de
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum em algodao (Chen et al.,, 1995),
Verticillium dahliae e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici em colza e tomate
(Nejad & Johnson, 2000). Entre quinze estirpes de Rhizobium testadas, duas
reduziram significativamente a podriddo das raizes de feijao crescidas em solo
infestado artificialmente com Fusarium solani f.sp. phaseoli (Buonassisi et al.,
1986). Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli apresentou alta atividade
antagonica, reduzindo significativamente a massa seca micelial de 10 isolados
de fungos, incluindo Fusarium oxysporum (Chao, 1990). Experimentos in vitro
realizados com 266 estirpes de Bradyrhizobium e Rhizobium mostraram que
somente oito (3%) das estirpes testadas produziram HCN (Antoun et al., 1998).
Estirpes de Burkholderia cepacia apresentaram atividade antibidtica contra duas
espécies de fungos que provocam doencas em Phaseolus vulgaris: Fusarium

oxysporum £. sp. phaseoli e F. solani (Peix et al., 2001a).

2.6 Microrganismos e degradacio de poluentes
Hidrocarbonetos aromadticos produzidos pela industria quimica t€m sido

inevitavelmente liberados e acumulados no ambiente. A preocupacio existente
quanto aos solos contaminados com estes compostos decorre, principalmente, do
fato de vdrios destes compostos produzirem efeitos téxicos, mutagé€nicos e
cancerigenos (Samanta et al., 2002), representando sérios riscos ao meio
ambiente e a saude publica.

Vérios hidrocarbonetos derivados do petréleo sdo causadores de
contaminacdo ambiental, assim como s@o varios os compartimentos ambientais
passiveis de serem afetados por estes compostos. Muitas dessas contaminagdes
ocorrem devido a acidentes, vazamentos, ou mesmo ao uso indiscriminado de

defensivos agricolas em plantacdes (Sun & Pignatello, 1992).
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O benzeno € um hidrocarboneto aromatico produzido industrialmente a
partir da destilag@o do petréleo bruto, da destilagdo de hulha (carvao mineral), da
producdo de coque (combustivel originado do carvdao betuminoso) e por sintese
quimica a partir de hidrocarbonetos lineares. E utilizado como matéria-prima
para sintese de outros compostos organicos (estireno, fendis, ciclohexano entre
outros) e como aditivos nos combustiveis para veiculos, substituindo, em parte,
o chumbo. No passado, o benzeno foi utilizado como solvente em tintas, colas e
semelhantes, limpeza a seco, entre outros processos. Em decorréncia de seus
efeitos na saude, foi substituido por outros produtos para este tipo de utilizagao.

A gasolina é uma mistura complexa de hidrocarbonetos com diferentes
graus de volatilizacdo, como compostos alifiticos (alcanos, cicloalcanos e
alquenos), aromadticos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos - BTEX) e
aditivos, com cadeias carbonicas compreendidas na faixa de 5 a 10 carbonos por
moléculas (Silva, 2002). Os hidrocarbonetos monoaromaticos, como BTXEs e
fenol, tém maior solubilidade em dgua e, portanto, sdo os poluentes que primeiro
irdo atingir o lencol freético.

No solo e na 4gua, o benzeno é biodegradado por diversos tipos de
microrganismos, tanto em condigdes aerdbicas como anaerdbicas, pois 0s
microrganismos necessitam de fontes de carbono e energia para o seu
desenvolvimento. Assim, com a biodegradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo
por estes microrganismos, os poluentes sdo eliminados do ambiente.

O fenol é um derivado oxigenado do benzeno, que é obtido
principalmente através da extracdo de 6leos a partir do alcatrdo da hulha, sendo
frequentemente utilizado como desinfetante industrial, na producido de resinas
fendlicas, intermedidrios téxteis, intermedidrios organicos, tensoativos,
defensivos agricolas e taninos sintéticos. Fendis e clorofenéis representam uma
classe de agentes téxico muito comum no meio ambiente e se originados

principalmente do uso freqiiente do biocida na industria e na agricultura.
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Entre os herbicidas pode-se citar a classe dos organoclorados fenélicos
como o 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), um dos mais empregados para o
controle de plantas daninhas de folha largas, e que, quando atacado por
Alcaligenes eutrophus (JMP 134), € transformado em dcido glioxilico e 2,4-
diclorofenol (2,4-DCF), os quais, por vdrias reacdes que rompem o anel
aromatico, convertem o 2,4 DCF em succinato e acetil-CoA (Moreira &
Siqueira, 2006). Como estes diversos compostos fenélicos sdo contribuintes para
contaminacdo do solo, bactérias com esse potencial de degradacdo poderdo
contribuir para minimizar os efeitos destes contaminantes no solo, os quais
também podem ter efeitos deletérios no préprio desenvolvimento das plantas.

Sao conhecidos cerca de 60 géneros de bactérias e pelo menos 80
géneros de fungos que contém espécies capazes de degradar hidrocarbonetos e,
de acordo com Prince & Drake (1999), essa diversidade pode ser muito maior.
Arthrobater, Alcaligenes, Mycobacterium, Pseudomonas e Burkholderia sio
alguns desses gé€neros que tém espécies com essa capacidade. Estudo com
Acinetobacter baumanii isolada de solo contaminado por hidrocarbonetos de
petréleo mostrou grande potencial para degradar gasolina (Morais & Tauk-
Tornisielo, 2004). Estirpe de Burkholderia tropicalis, além de fixar o nitrogénio
atmosférico, também degradam benzeno, tolueno, xileno e compostos fendlicos
como diclorofenol (2,6-DCP), além de biotransformar 2-clorofenol, 4-
clorofenol e 2,4 diclorofenol (Estrada-de-los-Santos et al., 2001). Bactérias com
potencial para degradar o fenol também sdo relatadas por Koutny et al. (2003),
0s quais ainda sustentam a idéia que ambientes ndo contaminados podem servir
de fonte para fins de selecdo de microrganismos com potencial para
biorremediacdo. O género Rhizobium também € reportado como eficiente na
habilidade de utilizar o fenol como unica fonte de carbono (Wei et al., 2008).

Certas bactérias possuem a habilidade de decompor substancias naturais

toxicas, substancias sintéticas como petrdleo, pesticidas e corantes, podendo
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conduzir a difusdo de seu uso na limpeza de derramamentos perigosos e

depdsitos toxicos (Raven et al., 2001).
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CAPITULO 2

Promocio de crescimento vegetal por bactérias diazotroficas de vida livre
ou simbidéticas de feijao comum, caupi e siratro



RESUMO

O presente estudo tem como objetivo verificar in vitro a existéncia e
potencialidades de processos promotores de crescimento vegetal em estirpes
simbidtica de feijdo comum, caupi e siratro e bactérias de vida livre. Os
processos verificados foram: antagonismo a fungo fitopatogénico, avaliados em
placa de Petri contendo meio BDA e disco micéliais do fungo; fixacao bioldgica
do nitrogénio em vida livre utilizando meio semi-sélido LO — livre de
nitrogénio; solubilizacdo de fosfatos inorganicos de célcio e aluminio em meio
solido (GES); producdo de auxina por ensaio colorimétrico e producdo de
etileno em meio YMA sem ou com adicdo do aminoécido precursor e
capacidade de utilizar fenol como tnica fonte de carbono em meio sélido
inorganico de sais. A resisténcia a antibidticos através de disco de difusdo
também foi avaliada. Foram estudadas 51 estirpes, sendo 29 selecionadas de
experimentos de eficiéncia simbidtica em feijao caupi e 18 em feijao comum e
siratro, sendo algumas previamente selecionadas por sua superior capacidade de
fixar nitrogénio em simbiose com essas espécies. Das 51 estirpes estudadas,
nenhuma apresentou atividade antagbnica contra Fusarium oxysporum f.sp.
phaseoli. Praticamente todas as estirpes selecionadas de feijio comum fixaram
nitrogénio em vida livre, o que ndo ocorreu com as estirpes selecionadas de
caupi. As estirpes 88AC2, 88AB10a e BR 3267, simbidticas em caupi, e a J6-
83-1-12, altamente eficiente na FBN em simbiose com feijao comum, foram as
mais eficientes em realizar maior nimero de processos promotores de
crescimento vegetal. Outras estirpes isoladas de ndédulos de siratro, mas
provavelmente endofiticas, apresentaram maior potencial para solubilizacdo de
fosfato de calcio, destacando-se J4-53-1-2, J2-18-1-25 e J2-18-2-4. A maior
sintese do AIA foi detectada em estirpes simbidticas, porém ineficiente na
fixacdo biolégica do nitrogénio: J6-96-1-3 (feijaio comum) e UFLAO4-
0321(feijao caupi) quando na auséncia e presenca do L-triptofano,
respectivamente. Bactérias simbidticas de feijio comum e caupi apresentam
potencial para biodegradagdo de composto poluente como o fenol.

Orientadora: Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA
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ABSTRACT

This study aims to determine in vitro the existence and potential for promoting
plant growth processes in symbiotic strains of common bean, cowpea and siratro
as well as in free-living strains. The processes studied were: antagonism to
phytopathogenic fungi evaluated in Petri dish containing PDA medium and disc
of the fungus mycelium; free-living biological nitrogen fixation by using semi-
solid LO - free of nitrogen; solubilization of inorganic phosphates, calcium and
aluminum in solid medium (GES); production of auxin by colorimetric assay;
ethylene production in medium YMA with or without addition of amino acid
precursor and capability of using phenol as sole carbon source in solid medium
with inorganic salts. The resistance to antibiotics by disk diffusion was also
evaluated. We studied 51 strains, 29 of them were selected from previous
experiments on the symbiotic efficiency in cowpea and common bean and 18 in
siratro, for its superior ability to fix nitrogen in symbiosis with these species or
nodulating them. Of the 51 strains studied, no one showed antagonistic activity
against Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli. Almost all the selected strains from
common bean fixed nitrogen in the free-living state, as occurred with the
selected strains from cowpea. The strains 88AC2, 88AB10a and BR 3267,
symbiotic with cowpea and J6-83-1-12, highly efficient in the BNF when in
symbiosis with common bean, were the most efficient in mediating highest
number of processes for plant growth promotion. Other strains isolated from
siratro nodules, probably endophytic, have the greatest potential for
solubilization of calcium phosphate: J4-53-1-2, J2-18-1-25 and J2-18-2-4. The
highest synthesis of EIA was detected in symbiotic inefficient strains: J6-96-1-3
(common bean) and UFLA04-0321 (cowpea) when in the absence and presence
of L-tryptophan, respectively. Symbiotic bacteria in common bean and cowpea
have potential for biodegradation of pollutants such as phenol compound.

Guidance Committee: Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA
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1 INTRODUCAO

O solo é um ambiente complexo, heterogéneo e dindmico que abriga
diversos processos importantes mediados por microrganismos que podem
contribuir para o crescimento vegetal. Entre esses processos, a fixacao bioldgica
de nitrogénio atmosférico (FBN) € mediada por uma pequena parcela dos
procariotos e se destaca nos sistemas agricolas, assim como nos ecossistemas
naturais, por aumentar o teor de nitrogénio nestes ambientes.

Virios estudos tém sido desenvolvidos com objetivo de selecionar
estirpes de bactérias que apresentem alta eficiéncia na FBN em feijao comum e
feijao caupi, com a finalidade de aumentar os niveis de produtividade dessas
culturas. Isto tem revelado uma grande diversidade de estirpes com potencial
para uso como inoculantes nestas culturas (Ferreira et al., 2000; Lacerda et al.,
2004, Soares et al., 2006a,b).

Além da capacidade de fixar o nitrogénio, € de interesse agrondmico
identificar, entre essas bactérias outros processos importantes que possam
promover por acdo direta ou indireta, o crescimento vegetal de leguminosas e
também de plantas ndo leguminosas. Entre estes processos destacam-se a
solubilizacdo de fosfatos inorganicos, os antagonismos a fitopatégenos e
produ¢do de hormdnios de crescimento vegetal.

Alguns trabalhos mostram que inoculagio com  Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli promove a solubilizacdo de fosfato do solo,
aumentando a produ¢@o de milho (Zea mays L.) e alface (Lactuca sativa L.)
(Chabot et al. 1996). Grao de bico (Cicer arietinum L.) e cevada (Hordeum
vulgare L.) tiveram aumento de 100 e 125%, respectivamente, no teor de P
quando inoculadas com Mesorhizobium mediterraneum solubilizadora de fosfato

inorgénicos (Peix et al., 2001a).
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O antagonismo a fungos fitopatogénicos também € um processo ja
reportado nas bactérias noduliferas. Entre quinze estirpes de Rhizobium testadas,
duas reduziram significativamente a podridao das raizes de feijao crescidas em
solo infestado artificialmente com Fusarium solani f.sp. phaseoli (Buonassisi et
al., 1986). Elas produzem compostos com a¢do antiftingica, restringindo, assim,
o desenvolvimento de fungos patégenos na rizosfera. Além disso, estas bactérias
estdo ativamente envolvidas na sintese de hormonios de crescimento vegetal, o
que foi confirmado em meio de cultura (Vega-Hernandez et al., 2002; Hameed
et al., 2004, Boeiro et al., 2007) e no solo, em rabanetes (Raphanus sativus 1.)
(Antoun et al., 1998); quando associadas ao vegetal, essas bactérias podem ser
consideradas agentes causais da alteracio do seu crescimento e
desenvolvimento. A alta correlagdo significativa entre a producdo de AIA
derivada do triptofano in vitro e o rendimento de graos em mostarda (Brassica
Jjuncea L.) também foram observados (Asghar et al., 2002).

Certas bactérias possuem, também, a habilidade de decompor
substancias naturais téxicas e substincias sintéticas como petrdleo, pesticidas e
corantes, podendo conduzir a difusdo de seu uso na limpeza de derramamentos
perigosos e depdsitos téxicos (Raven et al., 2001).

Neste sentido, a capacidade destas bactérias em realizar tais processos
biolégicos na rizosfera contribuird para um maior efeito dos inoculantes
produzidos no crescimento vegetal. Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar
in vitro a existéncia de processos promotores de crescimento vegetal e suas
potencialidade em bactérias simbidticas ou ndo de feijado comum, feijao caupi e
siratro, tais como fixacdo do nitrogénio atmosférico em vida livre, solubilizagcdo
de fosfatos insoliveis de cdlcio e aluminio, atividade antifingica e producio de
auxina e etileno, além da capacidade de crescimento em meio contento fenol

como tnica fonte de carbono e resisténcia a diversos antibiéticos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estirpes estudadas
Foram estudadas 51 estirpes, sendo que 49 (inclusive duas das trés

estirpes recomendadas para o caupi) oriundas do Laboratério de Microbiologia
do Solo da Universidade Federal de Lavras. Dessas, 18 (Tabela 1) foram
selecionadas de experimentos realizados quanto a eficiéncia simbidtica em feijao
comum, por Ferreira (2008) e siratro (Lima, 2007) em vasos Leonard. Elas
foram isoladas de nédulos de siratro, planta utilizada como isca, inoculadas com
suspensdo de amostra de solos sob diferentes usos na Amazoénia Ocidental
(Lima, 2007) e por Soares et al. (2006b).

As outras 29 estirpes (Tabela 2) foram selecionadas de experimentos
realizados quanto a eficiéncia simbidtica em caupi, utilizando vasos Leonard e
vasos com solo (Soares, 2009). Dentre essas, as estirpes identificadas com a
inicial UFLAO4 foram isoladas de ndédulos de siratro por Pereira (2000) e
estudadas quando seu perfil protéico e eficiéncia simbidtica em caupi por Lima
et al. (2005). As identificadas com a inicial 88, 90 e 95 sdo provenientes de
amostras de solos da Amazdnia ocidental, do municipio de Benjamim Constant,
e foram isoladas de nédulos de caupi por Nébrega 2006, o qual as utilizou como
planta isca. Essas estirpes foram estudadas quanto sua eficiéncia em fixar o
nitrogénio atmosférico por Neves (2007), em caupi, utilizando garrafa de vidro
do tipo long Neck. E as estirpes com inicial UFLAOQ3, foram isoladas por Meloni
et al. (2004), de amostras de solos em dreas revegetadas apds mineracdo para
extragdo de bauxitas, da regido de Pocos de Calda-MG, e estudadas quanto a
efici€éncia simbidtica em caupi em vasos Leonard por Mota (2002).

Também foram estudadas as estirpes CIAT 899, recomendada como
inoculante para feijio comum e UFLA 03-84, INPA 03-11B e BR 3267,

recomendadas para o feijao caupi.
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TABELA 1 Estirpes bacterianas selecionadas de experimentos realizados com feijao comum.

Estirpes Nodula  Fixa N, Origem/Local de Identificagdo Caracteristicas morfolégicas

simbiot. coleta 'T.C. *pH Cor 3 Abs. 7]

ind. (mm)

J6-81A-3-7* Sim Sim AM/FA Rhizobium sp. R dcido  amarela sim 5
J3-40-1-7 Sim Sim AM/FP Rhizobium tropici R dcido  creme sim 5
J6-83-1-12* Sim Sim AM/P Rhizobium tropici R neutro  creme sim 4
J2-21-2-10%* Sim Sim AM/AG Rhizobium sp. I neutro  branca nao 2
J4-52-1-3 Nao AM/A Rhizobium tropici R 4acido  amarela nado 3
J6-81A-2-10 Nio AM./FA Burkholderia fungorum R neutro  creme nao 5
J4-53-1-2 Nao AM/FI Burkholderia fungorum R 4acido  amarela ndo 3
J2-27-1-3 Sim AM/FP NI R dcido  amarela sim 5
J2-30-1-14 Nio AM/FI Rhizobium tropici R dcido  amarela sim 5
J6-96-1-3 Sim AM/A Rhizobium sp. R neutro  creme nao 3
J2-19A-1-1 Niao AM/A Paenibacillus chondroitinus R dcido  amarela ndo 4
J2-18-2-4 Nao AM/A Rhizobium tropici R 4acido  amarela nado 3
J2-18-1-25 Nao AM/AG Paenibacillus chondroitinus R neutro amarela  sim 2
J3-34-1-3 Nio AM/FI Rhizobium sp. R neutro  creme nao 3
UFLA4-21 Sim Sim AM/AG Burkholderia sp. R dcido  amarela  sim 4
CIAT899* Sim Sim Colombia Rhizobium Tropici R 4acido  amarela ndo >2
UFLA 02-86 Sim Theobroma, RO/C R. etli bv phaseoli R neutro branca sim >2
UFLA 02-68 Sim Theobroma, RO/C R. etli bv mimosae R neutro  branca sim >2
UFLA 02-100 Sim Theobroma, RO/C Rhizobium etli R neutro branca sim >2

Obs: Todas as estirpes oriundas dos solos da Amazonia Ocidental (AM) estdo vinculadas ao projeto “Conservation and Sustainable
Manegement of Below-Ground Biodiversity”. Floresta secunddria em estdgio avangado de regeneracdo (FA), Agricultura (AG),
Floresta primdria (FP), Pastagem (P), Agrofloresta (A), Floresta secundédria em estdgio inicial de regeneracdo (FI). Caracteristicas
morfoldgicas: 1. Taxa de crescimento, R rdpido (2 a 3 dias); I (4 a 5dias); 2. pH do meio de cultura; 3. absor¢do de indicador, 4.
Diametro da coldnia. * Estirpes altamente eficientes na fixagao de Nj. NI - Nio Identificada



TABELA 2 Estirpes bacterianas selecionadas de experimentos realizados com feijao caupi.

€¢

Estirpes Nodula  Fixa N, Origem/ Local da coleta Identificagdo Caracteristicas morfolégicas

simbiot 'T.C. pH Cor ’ Abs.indic. @ (mm)
UFLA04-1020 Sim - AM/ A NI L alcalino branca nao 1-2
UFLA04-0314 Sim - Theobrama, RO/C NI L alcalino branca nao 1-2
UFLA 04-0885 Sim Sim Ji-Parand, RO/P NI L alcalino branca nao 12
UFLA04-0559 Sim - AM NI L alcalino branca nao 1-2
88AC2 Sim - AM/FS NI L neutro incolor nao 1.2
88AB6 Sim - AM/FS NI L 4cido creme nao 5
90C1 Sim ——-- AM/FS NI L alcalino creme nao <1
90A4 Niao - AM/FS NI L alcalino amarela nao 35
90A8 Sim - AM/FS Pseudomonas luteola L dcido amarela nao 45
UFLAO3-165 Sim Sim Pocos de Caldas, MG /MR NI L alcalino branca nao <1
UFLAO03-153* Sim Sim Pogos de Caldas, MG/MR NI L alcalino branca sim 2-3
UFLA03-170 Sim - Pocos de Caldas, MG /MR NI L alcalino branca sim 2
UFLA04-0321 Sim - Teobrama, RO/C Bradyrhizobium japonicum L alcalino creme -—-- -
UFLA03-162 Sim Sim Pogos de Caldas, MG /MR Bradyrhizobium elkanni L alcalino amarela nao 1
UFLAO3-164* Sim Sim Pocos de Caldas, MG/MR Bradyrhizobium elkanni L alcalino branca sim 2
UFLA03-172 Sim - Pocos de Caldas, MG/MR Bradyrhizobium sp. L neutro branca sim 2
UFLA04-1309 Sim - Pedro Peixoto, AC/C Burkholderia sp . L alcalino branca nao <1
UFLAO3-154* Sim Sim Pocos de Caldas, MG/MR Burkholderia sp . L alcalino branca nao <1
UFLA04-0110 Sim —-- Teobrama, RO/MF Burkholderia sp . L alcalino branca nao 1
UFLA04-0546 Sim - AM/P Burkholderia sp. L alcalino branca nao 1-2
88A10 Sim - AM/FS Burkholderia sp. R neutro creme nao 45
88AB10a Sim - AM/FS Burkholderia sp. 1 dcida creme ndo 3
88AB3 Sim - AM/FS Pantoea agglomerans L neutro creme nao 4,5
88C3 Sim Sim AM/P Bradyrhizobium japonicum L neutro branca nao 2
95B10 Sim - AM/P Pseudomonas fluorescescens L acido creme ndo 3,5
95B9 Sim - AM/P Pseudomonas sp. L neutro creme nao 2,5
95C3 Sim ——-- AM/P Burkholderia cepacia R acido creme sim 2,5
95C5 Sim - AM/P Enterobacter aerogenes L acido creme nao 2
UFLAO03-163 Sim - Pocos de Caldas — MG/MR Bradyrhizobium elkanii L alcalino amarela sim
UFLA03-84 * Sim Sim Rondénia/P Bradyrhizobium sp. L alcalino branca nao
INPAO3-11B* Sim Sim Manaus/Terra firme B. elkanii L branca nao
BR 3267 * Sim Sim e B. japonicum 1 alcalino branca ndo = mmmemeeeeeee

Obs: Todas as estirpes oriundas dos solos da Amazonia Ocidental (AM) estdo vinculadas ao projeto “Conservation and Sustainable Manegement of Below-Ground
Biodiversity”. A: sistema agroflorestal; C: Capoeira; P: Pastagem; FS: Floresta secundaria; MR: Areas mineradas e recuperadas; MF: Monocultura feijao.
Caracteristicas morfoldgicas: 1. Taxa de crescimento, R rdpido (2 a 3 dias), I intermédiario (4 a 5dias), L lento (6 a 10 dias); 2. modificacdo do pH do meio de cultura;
3. absor¢do de indicador, 4. Diametro da coldonia. UFLA03-84=SEMIA6461; INPA03-11B=SEMIA6463; BR3267=SEMIA6462. NI: ndo identificada. * Estirpes
altamente eficientes na fixagdo de N2. NI — Nao Identificada.



2.2 Atividade antifiingica
Um experimento foi conduzido para avaliar a atividade antagdnica das

estirpes contra Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, seguindo a metodologia de
Peix et al. (2001b) modificada. Discos de 5 mm dos micélios do fungo crescidos
em BDA (Batata Dextrose Agar, Difco) pH 6,8 foram colocados no centro da
placa de Petri contendo o mesmo meio. Coldnias isoladas de cada bactéria foram
riscadas em 3 regides da placa ao redor do disco. As testemunhas foram
constituidas por crescimento do disco micelial sem a presenca de bactérias. As
placas foram incubadas por 3 a 7 dias a 28 'C. Os resultados foram avaliados

pela formagdo de um halo de inibi¢do, comparando com o da testemunha.

2.3 Fixacao do nitrogénio em vida livre
As estirpes e os controles positivos BR5401"7 e ORS5717, que sdo

estirpes tipo de Azorhizobium doebereiner e Azorhizobium culinodans,
respectivamente, foram inoculadas no meio do meio de cultura semi-sélido, em
frascos com capacidade para 10 mL contendo 5 mL do meio livre de nitrogénio
— LO (Dreyfus et al., 1983) com a seguinte composicdo: 10 g de lactato de
sddio; 1,67 g K,HPOy; 0,87g de KH,PO4; 0,05g de NaCl; 0,1g MgS0O,.7H,0; 40
mg de CaCl,; 4 mg de FeCls; 5 mg de MoO4Na. 2H,0; 10 mg de biotina; 20 mg
de 4cido nicotinico; 10 mg de dcido pantoténico e 2 ml de elementos trago por
litro de meio, em pH 7,0. Além do lactato de s6dio, o manitol também foi
testado como fonte de carbono.

Os frascos foram incubados por tres a sete dias no escuro, a 28°C, para
formacdo da pelicula na regido superficial do meio. Os controles positivos foram
comparados com as amostras; aquelas que formaram pelicula nesse periodo de
tempo tiveram o crescimento considerado positivo e as que ndo formaram

pelicula, negativo.
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2.4 Solubilizacio de fosfato de calcio (P-Ca) e de aluminio (P-Al)
Foram instalados dois experimentos, um para verificar a capacidade das

estirpes de solubilizar P-Ca e outro para a solubilizagdo de P-Al. A atividade
solubilizadora (capacidade e potencial de solubilizacdo) foi avaliada em meio
GES (glicose 10 g L™; extrato de solo 100 mL L"'; MgSO, (10%) 2 mL L™,
CaCl, (1%) 2 mL L'; NaCl 1 mL L solucdo de micronutrientes 2 ml
(Ca;M004.2H,0 0,2 g; MnSO,4.H,0 0,235 g; H;BO; 0,28 g; CuS0O,.5H,0 0,008
g; ZnSO,.7TH,0 0,024 g; dissolvida em 200 mL de dgua destilada); Fe-EDTA
(1,64%) 4 mL L'; KNO; 0,1 g L'; 4gar 15 g L', pH ajustado para 6,5
(Sylvester-Bradley et al., 1982). No primeiro experimento, o fosfato de cdlcio
foi obtido pela adi¢do de 1 mL de solucdo de K,HPO, (5%) e 1 mL de solucio
de CaCl, (10%) por 10 mL de meio (autoclavados separadamente) para produzir
um precipitado de fosfato insolivel, CaHPO,. No segundo experimento foi
utilizado o meio com pH 4,5 para verificar a solubilizacdo de fosfato de
aluminio, acrescido de 3,04 g L' de AIH¢O,,P;.

Para obtengcdo do indculo, as estirpes foram crescidas em meio YM
(Vincent, 1970) (g L’l): K,HPO, (0,5); MgS0O,47H,0 (0,2); NaCl (0,1); manitol
(10,0) e extrato de levedura (0,4) com pH 6,8. Solucdo salina (0,85%) foi
adicionada ao meio YM para ajustar a concentragdo das células a densidade
6tica (DO) de 0,5 (600nm). Aplicaram-se 20uL da suspensdo das células em trés
pontos eqiiidistantes na placa ja contendo o meio com o fosfato precipitado,
obtendo-se, assim, trés coldnias por placa, e para cada estirpe foram feitas duas
repeticoes (duas placas). A cada trés dias foi medido o didmetro do halo de
solubilizacdo (drea translicida em torno da coldnia), utilizando-se paquimetro
digital por um periodo de 18 dias, resultando em seis medigdes. A partir dessas
medidas foram obtidos os Indices de Solubilizagdo (IS) = @ halo (mm) / @

Coldnia (mm) (Berraquero et al., 1976).
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Com base nos indices de solubilizag@o, as estirpes foram classificadas
como de baixa (IS até 2,99), média (IS de 3 a 4) e alta (IS > 4) capacidade de
solubilizacdo. De acordo com o inicio da solubilizacdo, as estirpes ainda foram
classificadas como precoces (quando o inicio da solubilizacdo ocorreu até o
terceiro dia) tardias (com inicio da solubilizacdo a partir do terceiro dia) e ndo
solubilizadoras (aquelas que ndo apresentaram solubilizacdo visivel até o décimo
oitavo dia de avaliag@o).

Para as estirpes que ndo apresentaram crescimento no meio com P-Ca,
substitui-se a fonte de carbono por manitol, seguindo-se 0s mesmos

procedimentos anteriores para avaliacao.

2.5 Producao de substincias reguladoras de crescimento - auxina (AIA) e
etileno

Para verificar o potencial da produc@o de AIA, as estirpes testadas, assim
como os padrdes controle positivos de Azospirillum brasilense (BR 11001) e A.
lipoferum (BR 11080) (Radwan et al., 2002), foram crescidas em meio Dygs
contendo (g LY: glicose (2,0), dcido maélico (2,0), peptona bacterioldgica (1,5),
extrato de levedura (2,0), K,HPO, (0,5), MgSO,7H,0 (0,5) e acido glutamico
(1,5). Apos o crescimento, as células foram centrifugadas e ajustadas a DO 0,5,
utilizando solucdo salina (0,85%). O AIA produzido foi quantificado a partir de
aliquotas de 500 pL de solucdo bacteriana inoculadas em 20 mL de meio Dygs
(sem L-triptofano e suplementado com 100 mg L' de L-triptofano). Foram
incubadas por 72 horas a 30 °C sob agitacdo constante. Apds este periodo, foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. Em seguida, retirou-se 3 mL do
sobrenadante e adicionou-se 2 mL do Reagente de Salkowski (Sarwar &
Kremer, 1995), reservando o material por 30 minutos no escuro para o
desenvolvimento da coloracdo rdsea, indicativo da producgéo de AIA.

A intensidade da cor foi determinada em espectrofotdmetro a 535 nm,

segundo Asghar et al. (2002). A concentragdo do AIA foi estimada utilizando
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uma curva padrdo previamente preparada com meio de cultura esterilizado ndo
inoculado e quantidades conhecidas de AIA (Sigma) 0, 25, 50, 100, 150, 200 e
300 ug mL" (Radwan et al., 2002) .

As andlises estatisticas foram efetuadas utilizando-se o programa
SISVAR versdao 4.0 (Ferreira 2000) utilizando o teste de Scott-Knott (5%) de
probabilidade para comparacdo de médias, em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticdes.

Para verificar a producio de etileno, as estirpes foram crescidas em meio
de cultura YM (Vincent, 1970) até atingir a DO 0,5 a 600nm. Apds o
crescimento, 40uL desta cultura foi transferida para frasco de penicilina
contendo 4 mL de YM e YMm (formula¢do modificada pela adi¢ao de 100mg/L
de metionina). Os frascos foram vedados com tampas de borracha e parafilme e
incubados por 3 dias a 30°C, a 80 rpm. As andlises foram realizadas em
cromatografia gasosa (Varian Star 3400 cx) retirando-se 500 pL de gds dos
frascos. O etileno puro foi utilizado para verificar a presenca do pico, e 0s
resultados foram avaliados como positivo ou negativo para sua presenca ou

auséncia nas amostras.

2.6 Crescimento em meio contendo diferentes concentracoes de fenol como
tnica fonte de carbono

A habilidade de utilizar fenol como unica fonte de carbono foi verificada
em placas de Petri contendo meio inorginico de sais, segundo Cobos-
Vasconcelos et al. (2006), modificado, suplementado com as seguintes
concentragdes de fenol: ImM, 2mM, 5mM, 6mM, 8mM e 10mM,
respectivamente, adicionados ao meio por filtracdo (0,2um). O meio inorginico
de sais continha (g L™"): (NH,),SO, (0,57); KH,PO, (0,13) e MgSO0,.7H,0
(0,065) e 2 mL de solugdo de micronutrientes (0,04g CuSO,.5H,0; 1,20 g
ZnS0,4.7H,0; 1,40 g H;BO5; 1,00 g Na,M00,4.2H,0; 1,175g MnSO4.H,0 por L
") e Agar (15). O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH. Depois de repicadas as
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estirpes, as placas foram incubadas por 4 dias a 28°C. A avaliacao foi realizada

considerando crescimento positivo ou negativo.

2.7 Resisténcia bacteriana aos antibiéticos
A resisténcia antimicrobiana das estirpes bacterianas foi avaliada pela

técnica de difusdo dos discos impregnados, sobrepostos em placas de Petri
contendo meio YMA (Vincent, 1970) na seguinte composicio (g L™):
K,;HPO,4(0,5); MgSO4. 7TH,0 (0,2); NaCl (0,1); manitol (10); extrato de levedura
(0,4), agar (15) a pH 6,8. Os agentes antimicrobianos analisados foram:
Azitromicina (15mgc), Estreptomicina (10mgc), Eritromicina (15mcg),
Ampicilina (10mcg), Cloranfenicol (30mcg), Rifamicina (30mcg), Kanamicina
(30mcg), Acido Nalidixico (30mcg), Claritromicina (15mcg), Amoxicilina
(10mcg), Gentamicina (10mcg) e Vancomicina (30mcg) (Cecon, Brasil).

As bactérias foram crescidas em meio YM liquido durante trés dias, sob
agitacdo constante. Apds o crescimento, 100 uL de cada cultura bacteriana
foram espalhadas em placas de Petri, contendo o mesmo meio. Em seguida,
utilizando pinga estéril, foram adicionados 3 discos por placa impregnados com
diferentes antibidticos. Os discos foram pressionados levemente e mantidos em
espagamento de modo que ficassem separados uns dos outros para evitar a
sobreposicdo dos halos de inibicdo. As placas foram invertidas e incubadas por
trés dias a 28°C. Ap6s esse periodo, utilizando-se um paquimetro digital, foram
mensurados o didmetro do halo de inibi¢do do crescimento (4rea translicida ao
redor do disco) das estirpes bacterianas.

As andlises estatisticas foram efetuadas utilizando-se o programa
SISVAR versdo 4.0 (Ferreira, 2000) e o teste de Scott-Knott (5%) de
probabilidade para comparacdo de médias, em delineamento inteiramente

casualizado com trés repeticdes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antifiingica
Neste estudo, nenhuma das 51 estirpes apresentou potencial para inibir o

crescimento de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli. No entanto, estudos
realizados por Chao (1990) com Rhizobium e Bradyrhizobium indicam que
algumas espécies de Rhizobium podem inibir o crescimento de fungos

fitopatogénicos, incluindo Fusarium oxysporium.

3.2 Fixacdo do nitrogénio em vida livre
Todas as estirpes que formaram pelicula sobre a superficie do meio LO

(Tabela 3) a formaram nas duas fontes de carbono utilizadas (lactato e manitol).
Somente os controles positivos BR5401" ¢ ORS571" ndo formaram pelicula
quando o lactato de sédio foi substituido pelo manitol.

Praticamente todas as estirpes, inclusive as altamente eficientes na
fixagdo bioldgica de nitrogénio em simbiose com feijdo comum selecionadas dos
experimentos de Ferreira (2008), fixaram o nitrogénio em vida livre, exceto J6-
96-1-3, de baixa eficiéncia na FBN com essa leguminosa (Ferreira, 2008), e as
estirpes UFLA02-68 e UFLA02-100 (Tabela 3). Esse resultado foi adverso para
as estirpes selecionadas dos experimentos realizados com feijao caupi (Soares,
2009), pois das estirpes avaliadas, apenas 8 fixaram o nitrogénio em vida livre, e
as estirpes altamente eficientes na FBN em simbiose com o caupi ndo estdo

incluidas nessas estirpes.
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TABELA 3 Formacdo de peliculas por estirpes de bactérias sobre a superficie
do meio LO na presenca de lactato e manitol como fonte

decarbono.
Estirpes Aparecimento Estirpes Aparecimento Estirpes Aparecimento de
de pelicula de pelicula pelicula

UFLA04-1020 + 95B10 - J3-40-1-7 +
UFLA04-0321 - 95B9 - J6-83-1-12 +
UFLA04-0314 + 95C3 - J6-81A-2-10 +
UFLA04-0885 - 95C5 - J4-53-1-2 +
UFLA04-1309 + UFLA03-154 - J2-27-1-3 +
UFLA04-0546 + UFLA03-162 NA J2-30-1-14 +
UFLA04-0559 + UFLA03-164 - J6-96-1-3 -
UFLA04-0110 + UFLA03-165 - J2-19A-1-1 +
88AC2 + UFLAO03-153 - J2-18-1-25 +
88AB10a + UFLA03-170 - J2-18-2-4 +
88A10 - UFLA03-172 - J3-34-1-3 +
88AB6 - UFLA03-163 - J4-52-1-3 +
88AB3 - BR 3267 - UFLA4-21 +
88C3 - UFLA 03-84 - CIAT899 +
90Cl1 - INPA 03-11B - UFLA 02-86 -
90A4 - J6-81A-3-7 + UFLA 02-68 -
90A8 - J2-21-2-10 + UFLA 02-100 -

+: cresceu; -: nao cresceu; NA: ndo avaliada.

3.3 Solubilizacio de fosfato de calcio (P-Ca) e de aluminio (P-Al)
Na Tabela 4 observa-se que 34 (67%) das estirpes solubilizaram fosfato

de célcio in vitro, sendo que apenas as estirpes J4-53-1-2, UFLA 4-49 e J2-18-2-
4, isoladas de nddulos de siratro e ndo nodulifera de feijao comum (Ferreira,
2008) apresentaram alto indice de solubilizacdo (IS > 4). Vinte e sete estirpes se
comportaram como precoces e 7, como tardias. Esses dados corroboram os de
Peix et al. (2001a), que encontraram isolados de rizébios efetivos na
solubilizacdo de fosfato de cdlcio em laboratério, com eficiéncia de
solubiliza¢do variando entre as estirpes.

Entre as 51 estirpes avaliadas, 22 (43%) apresentaram capacidade para
solubilizar fosfato de aluminio in vitro, sendo que todos apresentaram baixa
capacidade de solubilizacdo, com indices entre 1,09 a 1,81 (Tabela 5). Todas as
estirpes apresentaram solubilizacdo tardia, exceto a estirpe UFLA04-0559 de
feijio caupi, que se comportou como precoce. Hara & Oliveira (2004),

estudando 88 isolados bacterianos noduliferos de feijao caupi oriundos dos solos
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da Amazonia, encontraram 39% de solubilizadoras de P-Ca, mas somente um
apresentou alto indice de solubilizagdo, enquanto 67% apresentaram baixa
capacidade de solubilizar P-Al. Neste trabalho, a solubilizacdo de fosfatos de
célcio ocorreu em maior propor¢do que a solubilizacdo de fosfato de aluminio.
Entretanto, os mesmos autores, em outro estudo (Hara & Oliveira, 2005),
evidenciaram a mesma propor¢do de isolados, com a mesma origem geografica,
solubilizadores de fosfato de célcio e aluminio. Os dados das tabelas 4 e 5
evidenciam que somente 14 das estirpes que solubilizaram o P-Ca também

solubilizaram o P-Al.

TABELA 4 Inicio e indice da solubilizacdao (I.S) de fosfato de cdlcio das
estirpes crescidas em meio GES com glicose.

Estirpes In. Sol.* 1.S (mm) Estirpes In. Sol. L.S (mm)
(dias) Tnicial Final (dias) Tnicial Final
UFLA04-1020 3 2,14%%* 2,15 UFLAO03-170 NC - -
UFLA04-0321 NC - - UFLAO03-172 NC - -
UFLA04-0314 3 2,81 2,25 UFLAO03-163 3 1,82 2,00
UFLA04-0885 NC - - BR 3267 3 1,94 1,73
UFLA04-1309 6 2,12 2,12 UFLA 03-84 NC - -
UFLA04-0546 12 2,08 2,37 INPA 03-11B 3 1,21 1,56
UFLA04-0559 3 1,25 2,10 J6-81A-3-7 NC - -
UFLA04-0110 3 1,33 2,01 J2-21-2-10 CNFH - -
88AC2 NC - - J3-40-1-7 3 1,74 2,80
88AB10a 3 1,00 2,04 J6-83-1-12 CNFH - -
88A10 3 2,13 2,03 J6-81A-2-10 3 2,27 3,12
88AB6 6 1,38 1,38 J4-53-1-2 3 2,67 4,55
88AB3 9 2,05 1,69 J2-27-1-3 3 1,58 2,55
88C3 NC - - J2-30-1-14 3 2,18 2,20
90C1 3 2,72 2,63 J6-96-1-3 3 1,00 1,43
90A4 CNFH - - J2-19A-1-1 3 2,45 3,19
90A8 NC - - J2-18-1-25 3 2,09 4,30
95B10 3 1,67 1,89 J2-18-2-4 3 2,09 4,61
95B9 NC - - J3-34-1-3 3 1,73 1,89
95C3 NC - - J4-52-1-3 3 2,20 2,09
95C5 3 1,57 1,57 UFLA4-21 3 2,00 3,40
UFLAO03-154 3 2,11 2,01 BR 322 3 1,93 1,92
UFLAO03-162 NC - - UFLA 02-86 9 1,18 1,36
UFLAO03-164 NC - - UFLA 02-68 18 1,15 -
UFLAO03-165 3 2,36 2,41 UFLA 02-100 9 1,22 1,24

UFLA03-153 CNFH - -

*Inicio da Solubilizagdo. **1.S. = @ HALO (mm) / @ COLONIA (mm). CNFH: Cresceu e nio formou halo.
NC: Nao cresceu. IS até 2,99: baixa, 3 a 4: média, > 4: alta capacidade de solubilizagdo. Precoce: inicio da
solubilizacdo até o 3° dia. Tardia: inicio da solubilizacdo a partir do 3° dia. Ndo solubilizadora: ndo
apresentaram solubiliza¢do visivel até o 18 ° dia.
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TABELA 5 Inicio e indice da solubilizacdo (I.S) de fosfato de Aluminio das

estirpes crescidas em meio Ges com glicose.

Estirpes In. Sol.* L.S (mm) Estirpes In. Sol 1.S (mm)
(dias) Inicial Final (dias) Inicial Final
UFLA04-1020 CNFH - - UFLA03-170 NC - -
UFLA04-0321 12 1,29%* 1,33 UFLA03-172 CNFH - -
UFLA04-0314 CNFH - - UFLAO03-163 CNFH - -
UFLA04-0885 12 1,77 1,81 BR 3267 6 1,31 1,29
UFLA04-1309 12 1,42 1,35 UFLA 03-84 6 1,27 1,42
UFLA04-0546 NC - - INPA 03-11B CNFH - -
UFLA04-0559 3 1,27 1,29 J6-81A-3-7 6 121 1,29
UFLA04-0110 CNFH - - J2-21-2-10 CNFH - -
88AC2 6 1,37 1,27 J3-40-1-7 6 1,00 1,15
88ABI10a 6 1,43 1,40 J6-83-1-12 6 1,32 1,41
88A10 CNFH - - J6-81A-2-10 6 1,40 1,52
88AB6 CNFH _ _ J4-53-1-2 6 1,03 1,15
88AB3 6 1,31 1,30 J2-27-1-3 NC - -
88C3 CNFH - - J2-30-1-14 6 1,27 1,29
90Cl1 CNFH - - J6-96-1-3 6 1,36 1,24
90A4 CNFH - - J2-19A-1-1 NC - -
90A8 6 1,00 1,16 J2-18-1-25 CNFH - -
95B10 CNFH - - J2-18-2-4 NC - -
95B9 NC - - J3-34-1-3 NC - -
95C3 NC - - J4-52-1-3 6 1,00 1,39
95C5 CNFH - - UFLA4-21 9 1,30 1,32
UFLAO03-154 6 1,00 1,09 BR 322 CNFH - -
UFLA03-162 CNFH - - UFLA 02-86 CNFH - -
UFLAO03-164 NC - - UFLA 02-68 CNFH - -
UFLAO03-165 6 1,77 1,78 UFLA 02-100 CNFH - -
UFLAO03-153 6 1,30 1,22

*Inicio da Solubilizacio. **1.S. = @ HALO (mm) / @ COLONIA (mm). CNFH: Cresceu
e ndo formou halo. NC: Nio cresceu. IS até 2,99: baixa, 3 a 4: média, > 4: alta
capacidade de solubilizacdo. Precoce: inicio da solubiliza¢do até o 3° dia. Tardia: inicio
da solubilizacdo a partir do 3° dia. Nao solubilizadora: ndo apresentaram solubilizacdo
visivel até o 18 ° dia.

Das 13 estirpes que ndo apresentaram crescimento no meio GES de

Sylvester-Bradley et al. (1982) para solubilizacdo de fosfato de calcio, sete

apresentaram crescimento, entre as quais duas solubilizaram quando a glicose

foi substituida por manitol (Tabela 6). Isto pode ser explicado pelo fato do

crescimento bacteriano depender do tipo de fonte de carbono utilizado,

mascarando a capacidade solubilizadora, por ndo haver crescimento. Ou seja,

essas estirpes nao utilizam glicose e, portanto, ndo puderam crescer e,
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consequentemente, solublizar em meio com essa fonte de carbono. Ja4 em meio
com manitol onde cresceram, essas comportaram como tardias e de baixa
capacidade solubilizadora. Silva Filho & Vidor (2000), estudando o
comportamento de fungos e bactérias, demonstraram que o crescimento e a
capacidade solubilizadora variaram de acordo com o tipo de microganismo e
fatores nutricionais, inclusive presenca de fontes de carbono no meio. Nesse
trabalho, todos os microganismos foram incapazes de solubilizar em meio GES
com extrato de levedura sem fonte de carbono (testemunha), no entanto, houve
crescimento de todos os microganismos, o que foi atribuido ao carbono
proveniente do extrato de levedura utilizado no meio, produto nio utilizado no

presente trabalho.

TABELA 6 Inicio e indice da solubiliza¢do de fosfato de calcio das estirpes
crescidas em meio GES onde a glicose foi substituida por manitol.

Estirpes In. Sol.* 1.S (mm) Estirpes In. Sol. 1.S (mm)
(dias) Inicial Final (dias) Inicial Final
88AC2 9 1,14%%* 1,13 95B9 NC - -
90A8 6 1,50 1,13 95C3 NC - -
UFLA04-0321 CNFH - - UFLA03-162 NC - -
UFLA04-0885 CNFH - - UFLA03-164 NC - -
88C3 CNFH - - UFLA03-170 NC - -
UFLA03-84 CNFH - - UFLA03-172 NC - -
J6-81A-3-7 CNFH - -

*Inicio da Solubilizagdo. **1.S. = @ HALO (mm) / @ COLONIA (mm). CNFH: Cresceu
e ndo formou halo. NC: Nio cresceu. IS até 2,99: baixa, 3 a 4: média, > 4: alta
capacidade de solubilizagdo. Precoce: inicio da solubilizagdo até o 3° dia. Tardia: inicio
da solubilizagdo a partir do 3° dia. Nao solubilizadora: ndo apresentaram solubilizacdo
visivel até o 18 ° dia.

A capacidade de solubilizar fosfatos e de promover o crescimento das
plantas (Chabot et al., 1996; Peix et al, 2001a,b) evidenciam o quanto é
promissora a utilizacdo de bactérias como inoculantes em cultivos agricolas,
tanto para leguminosas como para ndao leguminosas. H4 a necessidade de

aprofundar o estudo do uso de rizobio como inoculante, enfocando os

43



mecanismos que possam selecionar isolados ndo s6 capazes de fixar o N,

atmosférico, mas também de solubilizar o fosforo insoldvel, entre outros.

3.4 Producio de substancias reguladoras de crescimento - auxina (AIA) e
etileno

A habilidade de produzir AIA foi expressa por praticamente todas as
estirpes (98,04%) em meio de cultura, independente da condicdo de cultivo
(presenca ou auséncia do L-triptofano). Somente a estirpe UFLAO03-170 nao
produziu AIA em ambas as condi¢des (Tabela 7 e 8). Entre as 50 estirpes que
produziram AIA, 40 sintetizaram AIA na auséncia e 47, na presenca de L-
triptofano. Estes resultados sugerem que as estirpes J2-21-2-10, UFLA 02-100,
J6-81A-2-10, J3-34-1-3, J4-52-1-3, 88C3, 90A4, UFLA04-0559, UFLA03-170 e
UFLAO03-153 que nao produziram AIA na auséncia do L-triptofano (Tabela 7),
provavelmente ndo possuem a via do indole-3-piruvato (IpyA) ativa nessas
condigdes de cultivo, uma vez que a capacidade de bactérias noduliferas
sintetizarem AIA envolve trés vias de sintese: indole-3-acetamida (IAM),
indole-3-piruvato (IpyA) e triptamina (TAM) (Patten & Glick, 1996; Theunis et
al., 2004), sendo a via IpyA independente do L-triptofano, um aminodcido
precursor para todas outras vias. A 3-indol-acetonitrila (IAN) também foi
relatada como via para a sintese do AIA em Bradyrhizobium, culminando na via
IAM (Vega-Hernandez et al., 2002). Por outro lado, as estirpes UFLA03-172,
INPA 03-11B e UFLAO03-163 de Bradyrhizobium sp., que ndo produziram AIA
na presenca do L-triptofano (Tabela 8), provavelmente tiveram a enzima Indol-
3-pirtvico descarboxilase reprimida pela presenca do aminoacido, corroborada,

assim, pela capacidade de sintese na sua auséncia (Tabela 7).
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TABELA 7 Producido de Auxina (AIA) pelas estirpes crescidas em meio Digs

na auséncia de L-triptofano.

ESTIRPES

AJA(ug/mL)

15

BR11001", J6-96-1-3

UFLA04-0110, UFLA03-164, 88AB6, 88AC2, 88AB10a, J6-83-1-
12

UFLAO03-165, CIAT899

J2-30-1-14, UFLA04-1020, J4-53-1-2

J2-18-1-25, J3-40-1-7, INPAO3-11b, 90A8, J2-27-1-3
UFLAO03-172, 95B9, 88AB3

J2-19A-1-1, BR11080% 95C3

95C5, UFLA04-0314, UFLA03-162

UFLAO02-86, 12-18-2-4, 95B10, UFLA03-163

UFLA4-21, 90C1, UFLA04-0885

UFLA03-154, 88A10, UFLA04-0321

UFLA04-0546

UFLA04-1309

J6-81A-3-7, BR3267

J2-21-2-10, UFLA02-100, J6-81A-2-10, UFLA02-68, J3-34-1-3,
90A4, J4-52-1-3, 88C3, UFLA04-0559, UFLA03-170, UFLA03-
153, UFLA03-84%

12,35 - 12,59 (a)“

8,99 — 9,84 (b)

7.19-7.25 (c)
6,28~ 6,73 (d)
442484 (e)
3,56 3,88 ()
3.24-336(g)
2,82 -2,90 (h)
2,48 - 2,63 (i)
2,18 - 2,34 (j)
1,65 1,83 (1)
1,29 (m)
0,77 (n)
0,43 -045 (0)

0,00 - 0,23% (p)

*Estirpes pertencentes a0 mesmo grupo nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. CV(%): 2,89. Estirpes padrdo' Azospirillum brasilense, * A. lipoferum.

TABELA 8 Producdo de Auxina (AIA) pelas estirpes crescidas em meio Digs

na presenca de L-triptofano (100 mg L™).

Grupos* Estirpes AIA(pg/mL)

1 UFLA04-0321 42,28 (a)*

2 BR11001" 37,79 (b)

3 95C3 30,27 (c)

4 88AB6, J6-81A-2-10 27,57 -28,74 (d)
5 J3-34-1-3, J3-40-1-7 25,43 -26,38 (e)
6 J6-96-1-3, UFLA04-0559 23,58 - 24,17 (f)
7 90A8 20,16 (g)

8 88AB10a 16,85 (h)

9 90Cl1 13,49 (i)

10 88AC2, 88A10 12,07- 12,55 (J)
11 UFLA02-86, UFLA03-165, CIAT899, 95B9, UFLA04-1020, UFLA02-100 8,70-10,21 (1)
12 UFLAO04-1309, 95B10, UFLA04-0314, J2-18-1-25, BR11080%, J6-81A-3-7 7,21-7,73 (m)
13 UFLA4-21, UFLA04-0546, BR3267 6,51 —6,96 (n)
14 88AB3, 95C5, J6-83-1-12 5,14 -5,68 (o)
15 UFLAO03-154, J4-53-1-2, J2-30-1-14, UFLA02-68 4,39 -475 (p)
16 J2-21-2-10 3,61 (q)

17 J2-19A-1-1 2,64 (r)

18 J2-18-2-4, UFLA04-0110, J4-52-1-3, 88C3 2,14-223(s)
19 UFLA03-164 1,29 (1)
20 90A4, J2-27-1-3 1,14 - 1,29 (u)
21 UFLAO03-153, UFLA03-162, UFLA-03-84, UFLA04-0885 0,32-0,47 (v)
22 UFLA03-172, INPAO3-11b, UFLA03-163, UFLA03-170 0,00 (x)

*Estirpes pertencentes ao mesmo grupo nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. CV(%): 3,24. Estirpes padrdo' Azospirillum brasilense, * A. lipoferum.
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Em Bradyrhizobium elkanni, a via indole-3-piruvato é tida como a
principal para sintese do AIA (Minamisawa et al., 1996), o que pode ser
confirmado pelos presentes resultados, visto que todas as estirpes de B. elkanni
(UFLAO03-164, UFLA03-162, UFLAO03-163 e INPA 03-11B) deste estudo
produziram 9,42; 3,82; 2,63 e 4,66 pg mL"' de AIA, respectivamente, na
auséncia do L-triptofano (Tabela 7).

Neste estudo, a produgio do AIA variou de 0,23 a 12,35 ug ml”' em
meio ndo suplementado com L-triptofano, sendo o nivel mais baixo produzido
pela estirpe UFLA 03-84 (Bradyrhizobium sp.) grupo 15 e a maxima producio,
foi atingida pela estirpe J6-96-1-3 (Rhizobium etli.) grupo 1, ndo diferindo
estatisticamente do padrdo A. brasilense (BR11001) (Tabela 7). Boeiro et al.
(2007), estudando estirpes de B. japonicum, observaram varia¢do de 0,91 a 3,8
ug ml' de AIA produzidos em meio ndo suplementado de L-triptofano. A
estirpe BR 3267, recomendada como inoculante para o feijao caupi, pertencente
a0 mesmo género, produziu 0,45ug ml" de AIA na auséncia do aminoécido e
esse valor aumentou quinze vezes (6,96 ug ml"), quando o meio foi acrescido
do L-triptofano, confirmando, assim, a presenca de mais de uma via para sintese
do AIA nessa espécie.

Maiores diferencas significativas foram observadas quando o meio foi
suplementado com L-triptofano (Tabela 8). Nessas condicdes, as estirpes
formaram 22 grupos significativamente diferentes, apresentando a estirpe ST3-
21 nodulifera de feijao caupi producdo de AIA estatisticamente superior ao
padrio positivo Azospirillum brasilense (BR 11001).

No solo, a exposicdo das raizes ao AIA exdgeno bacteriano pode afetar o
crescimento da planta de diversas maneiras, desde a patogénese e inibicdo do
crescimento até a fitoestimulagdo (Spaepen et al. 2007). O AIA, assim como
outros hormonios, estimula o crescimento de plantas apenas dentro de uma faixa

estreita de concentracio. Fora dessa faixa benéfica, as concentragdes mais baixas
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sdo ineficazes e as mais elevadas tornam-se téxicas (Biswas et al. 2000). Estudos
verificaram que Rhizobium leguminosarum produzindo 171,17 ug ml" de AIA
causou prejuizos para o desenvolvimento das plantulas de alface, por outro lado,
isolados de Bradyrhizobium sp. produzindo 1,2 a 3,3 ug ml' de AIA
aumentaram o vigor das plantulas em relacdo ao tratamento sem inoculacio
(Schlindwein et al., 2008). Neste estudo, ndo foram observados valores t3o altos
como os citados pelos autores, nem mesmo pela estirpe UFLA04-0321,
indicando que essas estirpes podem atuar como fitoestimuladores.

Pelo método utilizado, a producdo de etileno foi detectada em 21 das
estirpes analisadas (Tabela 9). Entre essas, onze sintetizaram o hormdnio na
presenca e auséncia da L-metionina (aminodcido precursor do etileno), incluindo
a BR 3267 de B. japonicum que foi a espécie relatada pela primeira vez por
Boiero et al. (2007) produzindo etileno em meio de cultura com ou sem a adicio
do aminodcido. H4 uma controvérsia quanto a funcdo deste hormdnio nas
plantas, pois em leguminosas com nddulos determinados, o etileno funciona
como inibidor da nodulagdo. Isso foi demonstrado por Nukui et al. (2000)
quando plantas de Lotus japonicus e Macroptilium atropurpureum (siratro)
receberam diariamente 1uM de ACC (1-aminociclopropano-1-4cido carboxilico)
precursor da sintese do etileno. Esses mesmos autores confirmaram o
envolvimento de etileno na nodulacido com a aplicagdo de inibidores como AVG
(aminoethoxyvinylglycine) - inibidor da ACC sintase (enzima chave para a
biossintese do etileno) e STS (silver thiosulfate), verificando, assim, aumento
dos nimeros de nédulos nas plantas. Plantas de feijio comum tratadas com 50
UM de AVG produziram 3 vezes mais nédulos do que a planta controle (Tamimi
& Timko, 2003); verificou-se, também, reducdo significativa do niimero de
nédulos produzidos por plantas de feijao comum quando submetida a tratamento
com 50 uM de ethephon (produto que espontaneamente se decompde em

etileno).
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Ja em plantas ndo leguminosas como o tomate, o aumento do etileno
endégeno nas raizes e parte aérea, promovido pela biossintese do AIA
bacteriano, teve efeito significativo no desenvolvimento da raiz e no peso da
parte aérea (Ribaudo et al., 2006). Nesse mesmo estudo, 50 uM de ethephon

apresentaram os mesmos efeitos positivos para essa cultura.

TABELA 9 Produg@o de etileno e capacidade de crescimento em meio contendo
diferentes concentragdes de fenol como tinica fonte de carbono.

Etileno Fenol (mM) Etileno Fenol (mM)
Estirpes S C 1 2 5 6 8 10 Estirpes S C 1 2 5 6 8 10
UFLA04-1020 + + - - - - - - UFLA03-170 - - - - - - -
UFLA04-0321 - + - - - - - - UFLA03-172 - . -
UFLA04-0314 - - - - - - - - UFLA03-163 - - - - - -

UFLA04-0885 - - - - - - - - BR3267 v - - e

UFLA04-1309 - - - - - - - - UFLA03-84 - - - - - - - -
UFLA04-0546  + + - - - - - - INPAO3-11b - - - - - - - -
UFLA04-0559 - - - - - - - - J6-81A-3-7 - - - - - - - -
UFLA04-0110 - + - - - - - - J2-21-2-10 - - - - - - - -
88AC2 + + - - - - - - J3-40-1-7 - - - - - - - -
88AB10a + + - - - - - - J6-83-1-12 + + - - - - - -
88A10 - - - - - - J6-81A-2-10 - + - - - - - -
88AB6 - - + + o+ o+ o+ +  J4-53-1=2 - - - - - - - -
88AB3 + + - - - - J2-27-1-3 - - - - - - - -
83C3 + + - - - - - - J2-30-1-14 - + - - - - - -
90C1 - - - - - - J6-96-1-3 - + - - - - - -
90A4 - - + + o+ o+ o+ + J2-19A-1-1 + + - - - - - -
90A8 - - - - - - - - J2-18-1-25 + + - - - - - -
95B10 - - - - - - - - J2-18-2-4 - - - - - - - -
95B9 + + - - - - - - J3-34-1-3 - + + o+ o+ - -
95C3 - - - - - - - - J4-52-1-3 + - - - - - -
95C5 - - - - - - - - UFLA4-21 - - - - - - - -
UFLAO03-154 - - - - - - - - CIAT899 - - - - - - - -
UFLA03-162 - - - - - - - - UFLA02-86 - + + + + o+ o+ +
UFLAO3-164 - + - - - - - - UFLA02-68 - - + o+ o+ 4+ o+ +
UFLA03-165 - - + + o+ o+ o+ + UFLA02-100 - + + + + o+ o+ +
UFLA03-153 - - - - - - - -

S: meio de cultura sem Metionina, C: meio de cultura com 100mg /L. de Metionina.

3.5 Utilizacao de fenol como tnica fonte de carbono
Para a capacidade de crescimento em meio contendo diferentes

concentragdes de fenol como tnica fonte de carbono, as estirpes 88AB6, 90A4,
UFLAO03-165, UFLA 02-86, UFLA 02-68, UFLA 02-100 e J3-34-1-3 cresceram
em todas as concentracdes analisadas, exceto a ultima estirpe, que ndo

apresentou crescimento na concentracdo de 6 mM (Tabela 9). Diversos géneros

48



de bactéria sdo descritos como degradadores de compostos fendlicos, entres eles
Burkholderia (Cobos-Vasconcelos et al., 2006) e Rhizobium sp. (Wei et al.,

2008), géneros também selecionados no presente trabalho.

3.6 Resisténcia bacteriana aos antibioticos

O comportamento das estirpes frente aos diversos antibidticos estd
apresentado na Tabela 10, revelando que todas as estirpes foram resistentes no
minimo a trés e dez estirpes foram resisténtes a 10 ou mais das drogas testadas.
Um fato bastante relevante nesse trabalho foi verificado pela tnica estirpe que
apresentou resisténcia a todos os antibidticos estudados, UFLA 03-84, estirpe
recomendada para o feijao caupi (Moreira, 2005). Esse fato € uma vantagem
seletiva sobre os demais microrganismos, levando essa estirpe a ser mais
competitiva no solo, caracteristica imprescindivel para o funcionamento da
simbiose, e que explica seu sucesso como inoculante. As outras duas estirpes
recomendadas para essa cultura (BR 3267 e INPA 03-84) apresentaram
resisténcia a 8 (66,67%) e 9 (75%) entre os 12 antibidticos estudados
respectivamente, o que € também bastante considerdvel. A resisténcia aos
antibidticos € maior para Cloranfenicol, seguida por Ampicilina, Amoxilina e
vancomicina. Nos estudos realizados por Ahmad et al. (2001) com isolados de
Bradyrhizobium, ampicilina também foi um dos antibidticos que apresentou
maior incidéncia de resisténcia pelos isolados.

Aproximadamente 97% das estirpes foram sensiveis a Rifamicina e
Kanamicina. Rizobios isolados de arvores leguminosas também foram mais
sensiveis a Rifamicina entre outros antibidticos estudados (Frioni et al., 2001).
Rifamicina foi responsavel por inibir o crescimento da estirpe UFLA04-0321 de
Bradyrhizobium sp. a qual apresentou diametro de 42,5mm, o que implica que,
no solo, quanto maior a sensibilidade das estirpes aos antibidticos, maior podera

ser a zona que ficard desprovida da populacio bacteriana benéfica.
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TABELA 10 Resultados do teste de resisténcia antimicrobianos por disco-difusdao (mm).

TAZI 2EST  JERI ‘AMP °SCLO °‘RFM  'KAN SNAL °CLA '"AMO !''GEN VAN X(R)
UFLA04-1020 24,59(g) 19,38(f) 13,58(d) R(a) R(a) 17,14(e) 25,16(g) 30.83(h) 1194(c) R(a)  923(b) R(a) 4
UFLA04-0321 R(a) 16,52(b) R(a) R(a) R(a 42,49(d) 18,85(c) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 9
UFLA04-0314 28,78(g) 19.92(¢) 14,77(d) 6,99(b) R(a)  20,85(e) 2598(f) 33,17(h) 20,01¢) R(a) 1048(c) R(a) 3
UFLA04-0885 R(a) 1941(c) 19,83(c) R(a) R(@  25,10(d) 24,60(d) 18,04(c) R(a 1949(c) 9,56(b) R(a) 5
UFLA04-1309 23,92(g) 19,81(e) 15,54(d) R(a) R(a)  21,62(f) 24,85(g) 30,09(h) 12,35(c) R(a) 848(b) R(a) 4
UFLA04-0546 24.25(f) 21,10(e) 13,69(c) R(a) R(a) 18,82(d) 24,83() 3335(x) 14,50(c) R(a) 1084(0b) R(a) 4
UFLA04-0559 24,32(f) 19,48(e) 13,96(c) R(a) R(@ 16,70(d) 24,38(f) 23,81(f) 15,02(c) R(a) 11,01(b) R(a) 4
UFLAO04-0110 27,62(f) 20,40(d) 18,98(c) R(a) R(a) 2474(e) 25,50(e) 3091(x) 1844(c) R  9380b) R() 4
88AC2 R(@ 11,72(b) R(a) R(a) R(a) 1622(c) 20,32(d) 14,86(c) R(a) R(a) 10,52(b) R(a) 7
88AB10a 26,19(H) 19,59(d) 19,07(d) R(a) R(a) 21,97(e) 25,13(f) 33,65() 16,73c) R(a) 11280b) R(a) 4
88A10 27,04(g) 20,17(d) 18,82(c) R(a) R(@ 22,16(e) 24,21(f) 3426(h) 17,78(c) R(a) 11,13(b) R(a) 4
88AB6 R@  9,13(b) R(a) R(a) R(a) 12,56(c) 13,23(c) 23,79(d) R(a) R(a) 7,62(b) R(a) 7
88AB3 R(a) 16,56(c) R(a) R(a)  26,06(e) 17,95(d) 15,92(c) 35,94(f) R(a) R(a) 12,18(b) R(a) 6
83C3 R(a) R(a) R(@ 15,78(b) R(a) 21,15(c) R(a) R(a) R(@ 20,16(c) R(a) R(a) 9
90C1 R(a) 1520(c) R(a) R(a) 29,04(d) 14,90(c) 15,17(c) 3227(e) R(a) R(a) 10,67(b) 10,45(b) 5
90A4 R(a) 12,79(d) R(a) R(a) 27,61(F) 12,49(d) 16,20(e) 28,79(f) R(a) R(a)  9,69(c) 6,52(b) 5
90A8 R(a) 8,72(b) R(a) R(a) R(a) 22,10(d) 21,38(d) 11,11(c) R(a) R(a) 10,66(c) R(a) 7
95B10 R(@ 1325(b) R(a) R(a) R@ 1581(c) 21,01(c) 21,32(d) R(a) R(a 12,69(b) R(a) 7
95B9 R(a) 1343(c) R(a) R(a) R(a)  14,62(c) 20,76(d) 19.26(d) R(a) R(a) 941(b) R(a) 7
95C3 R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 1644(d) 13,96(c) 19,49(e) R(a) R(a) 945(b) R(a) 8
95C5 R(a) 13,56(c) R(a) R(a) R  13,19(c) 14,05(c) 22,51(d) R(a) 14.86(c) 9,30(b) 941(b) 5
UFLA03-154  27,95(g) 11,89(c) R(a) R(a) R(a)  18,90(f) 14,40(d) 32,59(h) 16,63(e) R(a) 9,57(b) R(a) 5
UFLA03-162  R(a) 11,66(c) R(a) R(a) R(a) 17.86(d) 22.,60(e) R(a) R(a) 7,80(b) R(a) R(a) 8
UFLA03-164  R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 13,19(b) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 11
UFLA03-165 R(@ 1040(c) 10,60(c) 11,74(c) R(a) 18,13(e) 14,80(d) 20,53(f) R(a) 11,66(c) 7,85(b) R(a) 4
UFLA03-153 R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 1538(0b) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 11

...continua...
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TABELA 10. Cont.

TAZI 2EST  3ERI ‘AMP °CLO °RFM 'KAN °®NAL °CLA AMO !YGEN VAN ZX(R)
UFLA03-170  R(a) R(a) R(a) R(@ R@ 9910b) R(@) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 11
UFLA03-172  R(a) R(a) R(a) R(@ R@  R(a 1294) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 11
UFLA03-163  R(a) R(a) R(a) R(a R@) 11,87(b) 22,15c) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 10
BR3267 R(a) 13,14(b) R(a) 20,08cc) R 13,19(b) R(a) R(a) R@ 1921(c) R(a) R(a) 8
UFLAO03-84 R(a) R(a) R(a) R@ R@ R R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) R(a) 12
INPAO3-11b R(a) R(a) R(a) R@ R@) 1441(c) 21,69(d) R(a) R(@  735(b) R(a) R(a) 9
J6-81A-3-7 R(a) R(a) R(a) Ra R 15,00(c) 23,56(d) R(a) R(a) R@ 11,75(b) 10,86(b) 10
J2-21-2-10 7,07(b)  R(a) R(a) R(a R 1447(d) 22,53() R(a) R(a) R@ 1092(a) 9,53(a) 7
J3-40-1-7 27,26(g) 1826(d) 1248(c) R(a)  R(a) 20,74(e) 23,04(f) 31,73G) 15,10(d) R  9,11(b) R 4
J6-83-1-12 R(a) R(a) R(a) R@ R@) 1643(c) 21,48d) R(a) R(a) RG@ 11,17(b) 1191() 8
J6-81A-2-10  25,79(¢)  R(a) R(a) R  R@) 1385(c) 21,17(d) 30,72(f) 1436(c) R(a) 1141(b) R(a) 6
J4-53-1-2 28,63(f) 21,10d) 13,67(c) R(a) R(a) 2147(d) 26,78(c) 31,30(g) 22,67(d) R(a) 11,90(b) R(a) 4
J2-27-1-3 25,51(h) 1930(e) 12,85(c) R(a) R(a) 21,34(f) 23,51(g) 32,60G) 14,67(d) R 1045(b) R(a) 4
J2-30-1-14 25,85(f) 18,79(e) 14,75(d) 7,71(b) R(a) 18.82(e) 24,33(f) 3047(z) 15,66(d) R(a) 1094(c) R(a) 3
J6-96-1-3 R@  9,00b) R(a) R@ R@ 17,57(c) 20,82(d) 9,19(b)  R(a) Ra  8,56(b) R(a) 7
J2-19A-1-1 2426(f) 13,79c) 13,93(c) R(a) R(a) 18,58(d) 22.27(e) 33,02(g) 1530(c) R(a) 10,75(b) R(a) 4
J2-18-1-25 2543(h) 17,75(e) 14,79(c) R@a)  R(a) 19,54(f) 23,77(g) 34,01G) 1637(d) R  995(b) R(a) 4
J2-18-2-4 2485(f) 19,15(d) 1520(c) R(a) R(a) 22,67(e) 2525(f) 3090(g) 1520(c) R(a) 9.81(b)  R(a) 4
J3-34-1-3 28,30(g) 18,82(d) 14,50(c) R(a)  R(a) 2226(e) 24,62(f) 3272(h) 15,85(c) R(a) 11,32(b) R(a) 4
J4-52-1-3 26,84(¢) 17,79(c) 1246(b) R(a) R(a) 21,15(d) 21,86(d) 33.41(f) 16,65(c) R(a) 12,08(b) R(a) 4
UFLA4-21 24,82(e) 20,68(d) 14,50(c) R(a) R 2057(d) 27,62(f) 31,84(g) 1595(c) R(a) 10,04(b) R(a) 4
BR 322 R(a) R(a) R(a) R R@ 16,63(c) 16,90c) R(a) R(a) R(@ 1040(b) 891(b) 8
UFLA 02-86 R(a) R(a) R(a) R@@ R@ R@ 1332c) R R(a) R  826(b) R(a) 10
UFLA 02-68 R(a) R(a) R(a) R@@ R@ R@ 11,66(c) R(a) R(a) RG@  843(b) R(a) 10
UFLA 02-100  R(a) R(a) R(a) R@@ R@ R@ 13,92cc) R R(a) RG@  848(0b) R(a) 10

(R) 30 17 31 46 48 5 6 18 31 44 11 44

Azitromicina (AZI), Estreptomicina (EST), Eritromicina (ERI), Ampicilina (AMP), Cloranfenicol (CLO), Rifamicina (RFM), Kanamicina (KAN), Acido Nalidixico
(NAL), Claritromicina (CLA), Amoxicilina (AMO), Gentamicina (GEN) e Vancomicina (VAN). Em cada linha, médias seguidas pela mesma letra pertencem a um

mesmo grupo, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.



3.7 Relacoes entre os diferentes processos promotores de crescimento
vegetal

As estirpes J6-81A-3-7, J6-83-1-12, J2-21-2-10 altamente eficientes na
fixacdo bioldgica de nitrogénio em feijdo comum (Ferreira, 2008), e sua
recomendada, CIAT899, e UFLAO03-153, UFLA03-164, UFLAOQ3-154 altamente
eficientes em caupi (Soares, 2009), e as recomendadas UFLA03-84, INPAO3-
11B e BR3267, apresentaram habilidade para realizar outros processos
promotores de crescimento vegetal.

A tabela 11 mostra que as estirpes J6-81A-3-7 e J6-83-1-12 solubilizam
fosfato de aluminio e sintetizam AIA independente da adicdo do aminodcido
precursor (L-triptofano), e a dltima ainda produz etileno independente da adicio
da L-metionina; CIAT899 solubiliza fosfato de cdlcio e produz AIA
independente da adi¢do L-triptofano. Todas as estirpes altamente eficientes na
FBN em simbiose com feijao comum apresentaram 67 a 84% de resisténcias aos
antibidticos estudados, além de fixarem o nitrogénio atmosférico em vida livre.
Também foi verificado que essas estirpes apresentaram uma maior taxa de
crescimento quando cultivadas em meio com pH 5, mostrando, assim, tolerancia
a acidez e também a 0,5 cmol. de aluminio, exceto a estirpe J6-83-1-12 que

tolerou 1 cmol, (Ferreira, 2008).
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TABELA 11 Sintese dos processos promotores de crescimento vegetal e caracteristicas adaptativas das estirpes
altamente eficientes na FBN em feijdo comum selecionadas dos experimentos de Ferreira (2008).

FBN Qutros processos Caracteristicas adaptativas
Estirpes Simbi-  Vida *Solub. AIA Etileno Degrada L(R) v AL
otica livre P-Ca P-Al S/Trp'  C/Trp’ S/M CM Fenol Antib. P cmol,
J6-81A-3-7 A F N B B B N N N 10 5 0,5
J6-83-1-12 A F N B M B + + N 8 5 1,0
J2-21-2-10 A F N N N B N N N 7 5 0,5
CIAT899 A F B N M B N N N 8 5 0,5

A: alta eficiéncia M: média eficiéncia B: baixa eficiéncia N: ndo eficiente. F: fixam N2 * Eficiéncia definida de acordo com a metodologia do
trabalho, 1. A: 12,59; M: 6,73 a 9,84; B: 0,23 a 4,84; 2. A: 42,28, M: 16,87 a 28,74, B: 0,47 a 12,55 3. pH para crescimento maximo; 4. Maxima
concentracdo tolerante ao Al™ **Ferreira, (2008).

TABELA 12 Sintese dos processos promotores de crescimento vegetal e caracteristicas adaptativas das estirpes
altamente eficientes na FBN em caupi selecionadas dos experimentos de Soares (2009).

FBN Qutros processos Caracteristicas adaptativas

Estirpes Simbi-  Vida Solub. AIA Etileno Degrada Fenol (R) Antib.

Gtica livre P-Ca  P-Al S/Trp'  C/Trp’ SM  CM

UFLA03-153 A N N B N B N N N 11
UFLAO03-164 A N N N M B N + N 11
UFLAO03-154 A N B B B B N N N 5
UFLA 03-84 A N N B B B N N N 12
INPA 03-11B A N B N B N N N N 9
BR 3267 A N B B B B + + N 8

A: alta eficiéncia M: média eficiéncia B: baixa eficiéncia N: ndo eficiente. F: fixam nitrogénio * Eficiéncia definida de acordo com a metodologia do
trabalho, S/Trp: sem L-triptofano, C/Trp: com L-triptofano,1. A: 12,59; M: 6,73 a 9,84; B: 0,23 a 4,84; 2. A: 42,28, M: 16,87 a 28,74, B: 0,47 a
12,55.



A tabela 12 mostra que as estirpes UFLA03-154 e BR 3267 solubilizam
fosfato de cdlcio e aluminio, produz AIA independente da adi¢cdo do aminodcido
precursor, ¢ a BR 3267 também independe da adicio do aminodcido L-
metionina para produzir etileno. UFLA03-153 e UFLA03-84 solubilizam fosfato
de aluminio e sintetizam AIA, sendo que a primeira somente sintetiza na
presenca do L-triptofano. UFLAO3-11B solubiliza fosfato de célcio e sintetiza
AIA independentemente da adi¢do do aminodcido precursor. UFLAO03-64
também possui essa ultima caracteristica, além de produzir etileno na presenca
da L-metionina. Todas as estirpes eficientes na FBN em simbiose com o feijao
caupi apresentaram resisténcias maiores que 66%, atiguindo até 100% de
resisténcia aos antibidticos estudados, exceto a UFLAO03-154, que foi resistente
apenas a 41,66% dos antibiéticos. Nenhuma dessas estirpes altamente eficientes
na FBN em simbiose com o caupi foi eficiente para fixar o nitrogé€nio
atmosférico em vida livre.

As estirpes altamente eficientes na solubilizacdo de fosfato de célcio, J4-
53-1-2, J2-18-2-4 e J2-18-1-25, apresentaram também habilidade de sintese do
AIA, tanto na presenga quanto na auséncia do L-triptofano, sendo que a primeira
ainda solubiliza fosfato de aluminio e a ultima sintetiza o etileno
independentemente das condi¢des de cultivo. Entretanto, as trés foram tolerantes
apenas a 33,33% dos antibiéticos estudados, indicando assim, baixa tolerincia
aos diversos antibidticos.

As estirpes UFLA04-0110 e UFLAO04-0321, que apresentaram maior
potencial para sintese do AIA na auséncia e presenca do L-triptofano,
respectivamente, apresentaram habilidade para solubilizar fosfatos (a primeira
fosfato de cdlcio e a segunda fosfato de aluminio) e utilizar o fenol como fonte
de carbono. A UFLAO04-0110 foi pouco resistente aos antibidticos (apenas

33,33%) e a UFLA04-0321 resistente a 75% dos antibidticos.
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Esses resultados constituem grande contribuicdo biotecnoldgica,
mostrando que a selec@o de estirpes para inoculantes serd mais incrementada se
os estudos com as estirpes tiverem foco além da fixagdo bioldgica do nitrogénio,
melhorando assim, ndo s6 o entedimento de seus comportamentos no solo, mas

também a possibilidade de diversificar o uso do inoculante.
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4 CONCLUSOES

As estirpes 88AC2, 88AB10a e BR 3267, simbidticas em caupi, e a J6-
83-1-12, altamente eficiente na FBN em simbiose com feijao comum,
foram as mais eficientes em realizar maior nimero de processos
promotores de crescimento vegetal.

Estirpes ndo simbidticas de feijio comum, t€m maior potencial para
solubilizacdo de fosfato de célcio destacando-se J4-53-1-2, J2-18-1-25 ¢
J2-18-2-4.

A maior sintese do AIA foi detectada em estirpes simbidticas, todavia
ineficiente na fixag@o bioldgica do nitrogénio: J6-96-1-3 (feijado comum)
e UFLAO04-0321(feijao caupi) quando na auséncia e presenca do L-
triptofano, respectivamente.

Bactérias simbidticas de feijdo comum e caupi apresentam potencial

para biodegradaciao de composto poluente como o fenol.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As estirpes analisadas mostraram-se eficientes em exercer mais de um
processo promotor de crescimento vegetal, exceto a estirpe UFLA03-170, que
ndo foi capaz de realizar nenhum dos processos estudados, inclusive a atividade
antagbnica contra Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli ndo evidenciada por
nenhuma delas.

As estirpes J4-53-1-2, J2-18-1-25 e J2-18-2-4 apresentaram alto
potencial para solubilizar o fosfato de cdlcio, enquanto que esse potencial niao
foi expresso por nenhuma das 51 estirpes estudadas para a solubilizacdo do
fosfato de aluminio.

A maioria das estirpes aumentou a producdo do AIA quando L-
triptofano foi adicionado ao meio de cultivo, sendo as estirpes J6-96-1-3
(simbidtica de feijdo comum) e UFLA04-0321 (simbidtica de caupi) as maiores
produtoras de AIA na auséncia e presenca do L-triptofano, respectivamente. O
etileno foi dectado em 21 estirpes, sendo a maioria detectada quando o precursor
(L-metionina) foi adicionado ao meio de cultura.

Das 51 estirpes estudadas, sete (88AB6, 90A4, UFLA03-165, UFLA 02-
86, UFLA 02-68, UFLA 02-100 e J3-34-1-3) utilizaram o fenol como fonte de
carbono para seu crescimento, e entre elas, apenas a J3-34-1-3 ndo cresceu em
concentragdes maiores que SmM.

Todas as estirpes apresentaram, no minimo, tripla resisténcia frente aos
diversos antibidticos testados, indicando que podem superar relagdes
antagdnicas de outros microrganismos, sendo que dez apresentaram resisténcia a

dez ou mais dos antibiéticos.
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ANEXO

TABELA 1 Sintese das principais caracteristicas das estirpes
selecionadas de experimentos realizados com feijao

TABELA 2 Sintese das principais caracteristicas das estirpes
selecionadas de experimentos realizados com feijao
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TABELA 1 Sintese das principais caracteristicas das estirpes selecionadas de experimentos realizados com feijdo

comum.
FBN Qutros processos Caracteristicas adaptativas
Estirpes Simbiética Vida *Solub. - AIAC Etsllel‘lo - Degrada I(R) A s A
livre P-Ca P-Al T?;ﬁ T:[l:; Mezf)ln. Me‘t’i‘:n. Fenol Antib. cmol,
J6-81A-3-7 A F N B B B N N N 10 5 0,5
J3-40-1-7 B F B B B M N N N 4 NA NA
J6-83-1-12 A F N B M B + + N 8 5 1,0
J2-21-2-10 A F N N N B N N N 7 5 0,5
J4-52-1-3 N F B B N B N + N 4 NA NA
J6-81A-2-10 N F M B N M N + N 6 NA NA
J4-53-1-2 N F A B M B N N N 4 NA NA
J2:27-1-3 B F B N B B N N N 4 NA NA
12-30-1-14 N F B B M B N + N 3 NA NA
J6-96-1-3 B N B B A M N + N 7 NA NA
J2-19A-1-1 N F M N B B + + N 4 NA NA
J2-18-2-4 N F A N B B N N N 4 NA NA
J2-18-1-25 N F A N B B + + N 4 NA NA
J3-34-1-3 N F B N N M N + + 4 NA NA
UFLA4-21 B F M B B B N N N 4 NA NA
CIAT899 A F B N M B N N N 8 5 0,5
UFLA 02-86 N N B N B B N + + 10 NA NA
UFLA 02-68 N N B N N B N N + 10 NA NA
UFLA 02-100 N N B N N B N + + 10 NA NA

A: alta eficiéncia M: média efici€ncia B: baixa eficiéncia N: ndo eficiente. F: fixam N, * Eficiéncia definida de acordo com a metodologia do
trabalho, 1. A: 12,59; M: 6,73 a 9,84; B: 0,23 a 4,84 ug/mL; 2. A: 42,28, M: 16,87 a 28,74, B: 0,47 a 12,55 pg/mL 3. pH para crescimento maximo;

4. M4xima concentragdo tolerante ao Al**. NT: ndo avaliada.**Ferreira 2008.
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TABELA 2 Sintese das principais caracteristicas das estirpes selecionadas de experimentos realizados com feijao caupi.

FBN Qutros processos Caracteristicas adaptativas

Solub. AIA Etileno
SN S - Degrada Z(R)
Simbiética Vida livre S/ C/ SM Fenol Antib.
Trp Trp

Estirpes

z

pH

T
Q
1
®
=
Q
2

UFLA 04-1020
UFLA04-0314
UFLA 04-0885
UFLA04-0559
88AC2

e LY I R B B e R
'

UFLAO03-165
UFLA03-153
UFLA03-170
UFLA04-0321
UFLA03-162
UFLA03-164
UFLA03-172
UFLA04-1309
UFLAO03-154
UFLA04-0110
UFLA04-0546
88AI10
88AB10a
88AB3
88C3
95B10
95B9
95C3
95C5
UFLA3-163
UFLA03-84
INPAO3-11B
BR3267 8 -

—_—
®© o - =
'

[T N-CIEN IS BN e N S N N Y N ey
!

Do
'

—_—
'
AR NDWLWNDNRELUOYNWEARIOINUVNUNFR,BRWRERODWARNDWRERIR,OVEAEN

P PZZZ2Z2Z2ZWZ2Z2ZZ2Z2Z2ZP>ZZPWZZPWZ2Z22222Z2WZZ
2222222222~n21-:127122%2222222271-:12-:11
THWZWWZZWZO O OI T ZZZZZZOWZOOOWZwW®
WZWZZZZZZPRZZZPWBZZZTBZOODZZZODEZ2Z
T IR ZR LTI PIIF IR ZZE 0 Z0 L Zz2ow
WZWZW WO W OO T W W ZO W Zo W w S wlwww
+ 22222+ 2+ ++Z+ 2222222222222 2+22ZZ+
+ 22222+ 2Z+++2Z++ 222+ 2+ 2222222+ 2ZZZ+
2222222222222 222222222Z+2Z+2Z+22227Z
=)

N

A: alta eficiéncia M: média eficiéncia B: baixa eficiéncia N: ndo eficiente. F: fixam nitrogénio * Eficiéncia definida de acordo com a metodologia do
trabalho, 1. A: 12,59; M: 6,73 2 9,84; B: 0,23 a 4,84 pg/mL; 2. A: 42,28, M: 16,87 a 28,74, B: 0,47 a 12,55 pug/mL.



