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RESUMO

PAULA, Thiago de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2018. Bactérias promotoras de crescimento vegetal associadas ao sorgo
Orientador: Leonardo Duarte Pimentel. Coorientadores: Marliane de Cassia
Soares da Silva e Maria Catarina Megumi Kasuya.

O Brasil € o terceiro maior produtor agricola mundial, porém depende da
importacao de 80% dos fertilizantes para manutencéo das atividades agricolas.
Uma estratégia promissora para mitigar esse problema seria incorporar micro-
organismos benéficos aos sistemas de produgdo que promovam o crescimento
vegetal por meio da Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), Solubilizagdo de
Fosfatos Inorganicos (SFI) e producdo de Acido Indol-Acético (AIA). O objetivou
desse trabalho foi isolar e selecionar bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV) associadas as raizes de sorgo que possuam potencial
biotecnolégico. Para isso, foram utilizadas raizes de plantas de sorgo, dos
grupos biomassa e forrageiro, colhido aos trinta dias apdés o plantio para o
isolamento das bactérias. Para a detec¢ao de FBN os isolados foram inoculados
em meio semissolido, NFb, sem nitrogénio. O teste de SFI foi realizado pela
inoculagao dos isolados em meio de fosfato insoluvel na forma de Cas(HPOa4)2 e
para o teste de produgcao de AlA, as bactérias foram cultivadas em meio TSA
10% contendo L-triptofano. Foram obtidos 24 isolados associados as raizes de
plantas de sorgo, sendo 17 provenientes do sorgo biomassa e 7 do sorgo
forrageiro. Desses, 4 foram positivos para FBN, SFI e produgdo de AIA (SB1,
SB5, SF1, SF4) e 1 foi positivo para FBN e producao de AlA (SF6). Sendo que
os isolados SB1 e SF1 se destacam dos demais por possuirem elevado indice
de solubilizacdo, enquanto os isolados SF4 e SF6 possuem uma maior produgao
de AlA. Conclui-se que plantas de sorgo possuem bactérias promotoras de
crescimento vegetal associadas as suas raizes capazes de realizar SFI, FBN e

produzir AlA, indicando o potencial de uso biotecnolégico desses isolado.



ABSTRACT

PAULA, Thiago de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Sorghum-associated plant growth-promoting bacteria. Adviser:
Leonardo Duarte Pimentel. Co-advisers: Marliane de Cassia Soares da Silva and
Maria Catarina Megumi Kasuya.

Brazil is the third largest agricultural producer in the world, but depends on the
importation of 80 % of the fertilizers to maintain its agricultural activity. A
promising strategy to mitigate this problem would be to incorporate beneficial
microorganisms into the production systems that promote plant growth through
Biological Nitrogen Fixation (BNF), Inorganic Phosphate Solubilization (ISF) and
Indol-Acetic Acid (IAA) production. The objective of this work was to isolate and
select plant growth promoting bacteria (PGPB) associated with the roots of
sorghum that have biotechnological potential. For this, roots of sorghum plants,
of the biomass and forage groups, were collected 30 days after planting, for
isolation bacteria. For the detection of BNF the isolates were inoculated in
semisolid medium, NFb, without nitrogen. The ISF test was perform by
inoculating the isolates in insoluble phosphate medium as Casz(HPO4)2. and for
IAA test, the bacteria were cultured in 10% TSA containing L-tryptophan. Twenty
- four isolates associated with the root of sorghum plants were obtain, 17 being
from biomass and 7 from forage. Of these, four were positive for NBF, ISF and
production of IAA (SB1, SB5, SF1, and SF4) and one was positive for NBF and
production of IAA (SF6). Since the isolates SB1 and SF1 stand out from the
others because they have high IS, whereas the isolates SF4 and SF6 have a
higher production of IAA. It is concluded that sorghum plants have plant growth
promoting bacteria associated with their roots capable of performing NBF, ISF

and produce IAA, indicating the potential of biotechnological use of these isolates.



1 INTRODUGAO GERAL

De acordo com a Organizagédo das Nag¢des Unidas para a Alimentacéo e
a Agricultura (FAO, 2016), até 2050 a populagdo mundial devera chegar a 9
bilhbes, o que acarretara em uma maior demanda por alimentos e,
consequentemente, o desafio de aumentar a producdo agricola de forma

sustentavel.

No Brasil um importante fator de aumento da produtividade é o uso de
fertilizantes quimicos, porém a capacidade interna de producgao é insuficiente
para suprir sua necessidade, fazendo com que o pais seja o quarto maior
importador do insumo. Em 2015 a demanda total de fertilizantes quimicos do
Brasil foi de 30 milhdes de toneladas, dos quais 14 milhdes eram de
macronutrientes primarios (CRUZ et al.,, 2017). Para os proximos anos €
esperado incremento no uso de fertilizantes para atender a intensificacdo da

agricultura, o que resultara em um aumento dos custos de producéo.

Para suprir essa demanda o pais importa 73% do seu fertilizante
nitrogenado, 34% do fosfatado e 92% do potassico (DEPEC — Bradesco, 2017).
Essa dependéncia pelo mercado externo tem sido motivo de preocupacgao ja que
possui efeito direto sobre o custo de produgcdo da lavoura e, tanto o uso
indiscriminado quanto o método de producédo desses fertilizantes ocasionam
sérios problemas de ordem ambiental, tais como a produgcédo de chuva acida,
contaminagao de lencgol freatico e eutrofizagao de cursos d’agua (MARTINELLI,
2007; ROSOLEM et al., 2003). Neste contexto, € importante o desenvolvimento
de novas tecnologias sustentaveis que proporcionem a diminui¢édo do uso de
fertilizantes quimicos aplicados no cultivo de culturas agricolas, havendo assim

diminuicao no custo de implementacao da lavoura sem afetar a producéo final.

Uma alternativa é o uso de Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal
(BPCV), que atuam por meio de diversos mecanismos, tais como a capacidade
de realizar a Fixagao Bioldgica de Nitrogénio (FBN); solubilizagdo de fosfato
inorganico (SFI) e a produgdo de acido indol-acético (AIA) (KUKLINSKY-
SOBRAL et al., 2004; PEDRINHO et al., 2010; VERMA ET al., 2001), esse grupo
de micro-organismos pode colonizar a rizosfera, a superficie das raizes
(rizoplano) ou o interior dos tecidos vegetais onde exerce um efeito benéfico no

desenvolvimento e sanidade das plantas (HUNGRIA et al., 2010). As BPCV sao
1



encontradas em associagdo com espécies de gramineas de importancia
comercial, como trigo (KENNEDY et al., 1997), arroz (KUSS et al., 2007), milho
(ALVES et al., 2014), cana-de-acgucar (WEI et al., 2014) e braquiaria (BRASIL et
al., 2005). Para algumas gramineas como cana de agucar e milho, ja existem
estudos sobre o uso desses micro-organismos que mostram redugédo no uso de
fertilizantes nitrogenados durante o cultivo dessas culturas, além de outros
beneficios acarretados pela adogdo dessa tecnologia como a maior
sustentabilidade do sistema (ALVES et al., 2014; BODDEY et al., 1991;
HUNGRIA et al., 2010; WEI et al., 2014).

Assim como outras gramineas o sorgo possui potencial para realizar
associagdes com BPCV (COELHO et al., 2009). Com a evolugao dos estudos
espera-se identificar micro-organismos com maior eficiéncia em promover o
crescimento vegetal em associagdes com a cultura, bem como determinar as
condigbes otimas para a interagdo entre o sorgo e as bactérias de modo a
maximizar o rendimento em termos de produtividade agricola através da
promogao do crescimento vegetal. Dessa forma, ha possibilidade de se reduzir
o uso de fertilizantes durante o seu cultivo, o que pode resultar em beneficios
tanto econbémicos, quanto ambientais e sociais. Busca-se também diminuir os
riscos e o investimento inicial atrelado ao plantio do sorgo na safrinha,
encorajando sua producdo e impulsionando o setor agropecuario e
bioenergético. Entretanto, apesar de algumas pesquisas demonstrarem a
presenca dessas bactérias vivendo tanto na rizosfera quanto de forma endofitica
associadas com plantas de sorgo, os resultados ainda sdo escassos. Assim, ha

necessidade de maiores estudos que abordem essa associagao.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho isolar, identificar e
caracterizar bactérias fixadoras de nitrogénio, com potencial de uso
biotecnoldgico, associadas as raizes de plantas de sorgo. Além dos mecanismos
de promogao de crescimento vegetal relacionados a solubilizagdo de fosfato

inorganico e produgéo de acido indol-acético presentes nessas bactérias.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sorgo e sistemas de produgao

Uma das culturas que tem chamado atengéo e esta ganhando espago no
mercado agricola devido ao seu uso diversificado € o sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench). O sorgo ¢é originario do continente Africano, onde foi domesticado e, a
partir de entado, teve sua dispersao para outras partes do mundo (DE WET, 1978;
Harlan,1971). A cultura possui um grande potencial econémico e sua utilizagao
destina-se para os mais variados fins, podendo o grdo ser utilizado como
alimento humano, como fonte energética em ragao animal (DICKO et al., 2006)
e na producao de forragem para ruminantes (SANTOS et al., 2013). Além disto,
sua panicula pode ser utilizada na fabricacdo de vassouras (BERENJI;
DAHLBERG, 2004), e seu cultivo, nos ultimos anos, tem sido considerado uma
promissora fonte para a produgao de biocombustiveis (ANTONOPOULOU et al.,
2008). Atualmente é o quinto cereal mais produzido no mundo perdendo
somente para trigo, arroz, milho e cevada. Assim, espera-se que ocorra um
aumento substancial na area cultivada no pais, principalmente devido ao
interesse que tem despertado para o setor bioenergético, o que acarretara em

aumento no uso de fertilizantes.

Devido a caracteristicas que |lhe confere grande capacidade de suportar
estresses ambientais, como altas temperaturas e déficit hidrico, seu cultivo é de
grande importancia em regides aridas, semiaridas ou que apresentam tais
problemas durante o ano. Assim, a cultura tem sido amplamente cultivada na
segunda safra, isto €, em sucessao a culturas de verao (COELHO et al., 2002),
seu cultivo predomina de fevereiro a abril em sucessao a cultura da soja precoce.
Com esse sistema de produgao € possivel o plantio em areas marginais onde o
milho ndo se adapta bem (RODRIGUES, 2009).

Porém, o cultivo de segunda safra corresponde ao periodo que as
condig¢des climaticas sdo mais desfavoraveis, assim ha menor investimento por
parte dos produtores, principalmente em fertilizantes, visto o elevado prego do
insumo e o maior risco. Devido ao menor investimento, o desempenho da cultura
fica aqguém do que se é esperado. Em relagdao a nutricdo mineral, existe forte
tendéncia e necessidade de otimizar a adubacéo na época da segunda safra, o

que constitui um fator limitante a atividade agricola (SCIVITTARO et al., 2005).
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Ou seja, no caso do sorgo, que € cultivado em ambientes e épocas limitantes,
novas tecnologias que diminuam a dependéncia por fertilizantes quimicos

tornam-se mais importante para reduzir os riscos do investimento.
2.2 Mecanismo de promogao de Crescimento Vegetal

O Brasil é atualmente o terceiro maior exportador agricola, entretanto
também é o quarto maior importador de fertilizantes quimicos. Essa dependéncia
pelo mercado externo gera certa preocupagéo devido ao efeito direto sobre o
custo de producao da lavoura, além da preocupag¢ao com o uso indiscriminado
desses fertilizantes que pode trazer riscos ambientais, tais como a eutrofizagéo

do lencol freatico e emissao de gases.

Dessa forma, o desenvolvimento de novas tecnologias para o setor é
importante para a diminuicdo da dependéncia pelo uso desses fertilizante e
maior sustentabilidade do sistema de produgéo agricola. Uma das alternativas
que pode sanar esse gargalo € o uso de inoculantes a base de Bactérias
Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV), esse grupo de micro-organismos
pode colonizar a rizosfera, a superficie das raizes (rizoplano) ou o interior dos
tecidos vegetais onde exercem um efeito benéfico no desenvolvimento e
sanidade das plantas (MARIANO et al., 2004). Essas bactérias podem atuar
tanto de forma direta, suprindo a necessidade das plantas por agua e nutrientes,
pelos de mecanismos como a Fixacdo Bioldgica de Nitrogenio (FBN) e
Solubilizagao de Fosfato Inorganico (SFI) entre outros (KUKLINSKY-SOBRAL et
al.,, 2004; VERMA et al., 2001). Ou de forma indireta, como indugdo de

resisténcia sistémica e agentes de biocontrole (MARIANO et al., 2004).
2.2.1 Fixagao Biolégica de Nitrogénio

O nitrogénio € um macro nutriente essencial a todas as formas de vida e
0 quarto elemento mais demandado pelos vegetais, possuindo papel
fundamental em diversos processos fisiologicos, tais como, fotossintese,
respiragdo, crescimento e diferenciagao celular (FAGUNDES et al., 2007;
NUNES et al.,, 1993; LOBO et al.,, 1988). Além disto, este é constituinte de
macromoléculas essenciais como enzimas, proteinas, acidos nucléicos, clorofila,
proteinas de armazenamento e paredes celulares (HARPER, 1994). Na

atmosfera terrestre o N2 é altamente abundante, correspondendo a
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aproximadamente 80% do total na forma de gas dinitrogénio (N2). No entanto,
esta forma é inerte, 0 que se deve a caracteristicas intrinsecas da molécula, tais
como a sua ordem de ligacdo, nao-polaridade da molécula, alta energia de
ionizagao e presenca de triplas ligagdes (SPRENT; SPRENT, 1990). Devido a
essa inatividade, a maioria dos organismos n&o possui a capacidade de utilizar
o N2 para suprir suas necessidades nutricionais. Assim, as plantas obtém
nitrogénio na forma de nitrato ou amonio por meio da atividade das raizes (SANTI
et al., 2013). Atualmente a maneira mais utilizada para fornecer nitrogénio na
forma assimilavel as plantas € através da adubagao com fertilizantes sintéticos.
Porém, estes sao fabricados pelo método Harber-Bosch, que ocorre sob alta
temperatura (aproximadamente 500 °C) e presséo (200-600 atm) e requer a
queima de uma grande quantidade de combustiveis fosseis, tornando o processo
oneroso e contribuindo direta e indiretamente para a poluicdo ambiental (LEIGH,
1998; LUTZENBERGER, 2001).

De acordo com Gruber et al. (2008), um importante processo de
ocorréncia natural que suporta o desenvolvimento da vida sem a introdugéo de
fertilizantes nitrogenados consiste na conversdo de N2 a NHs, conhecido como
fixacdo de nitrogénio, que pode ocorrer naturalmente por meio da atividade
biolégica de micro-organismos presentes tanto no solo quanto no tecido vegetal
(também chamado de fixagao biolégica de nitrogénio). A fixacdo do N2 é um
processo de grande importancia para a agricultura, dado que este nutriente é
frequentemente o principal limitante da produgéo agricola no mundo (SMIL et al.,
2004).

Segundo Franche et al. (2009), a FBN é realizada exclusivamente por
micro-organismos pertencentes ao grupo dos procariotos, podendo estes serem
de vida livre ou simbidticos. Os micro-organismos que possuem a capacidade de
realizar a FBN sdo chamados de diazotréficos e utilizam-se da atividade de um
grande complexo enzimatico, chamado Complexo da Nitrogenase, para catalisar
a conversao de dinitrogénio a amoénia, que pode ser entdo utilizada pelas plantas

em seu metabolismo.

As bactérias diazotroficas podem ser separadas em trés grupos:
diazotroficoss de vida livre; diazotréficos associativos e os diazotréficos

simbidticos. Os diazotrdéficos de vida livre e os associativos sdo frequentemente
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encontrados em associagdes nao simbidticas com monocotiledéneas (EVANS;
BURRIS 1992). A despeito dos micro-organismos de vida livre, que possuem de
maneira geral uma baixa eficiéncia no processo de FBN, os micro-organismos
que se associam a plantas leguminosas e ndo-leguminosas formando nédulos
sdo os mais eficientes e também especificos. Dentre os micro-organismos
diazotroficos podem ser citados: rizébios (bactérias Gram-negativas membros
do filo Proteobacteria), os quais se associam com plantas leguminosas,
formando noédulos; Frankia sp. e cianobactérias como Nostoc sp. Além disto,
alguns outros micro-organismos por sua vez formam simbioses associativas com
plantas, ou sdo endofiticos, fixando nitrogénio, como Azospirillum spp., Azoarcus
spp. e Herbaspirillum (SANTI, 2013).

2.2.2 Solubilizagao de Fosfato Inorganico

O fosforo (P) € um macronutriente essencial as plantas, possuindo papel
fundamental em diversos processos fisioldgicos tais como armazenador de
energia; atividade das enzimas relacionadas a respiracdo e influéncia no

processo de fotossintese.

Embora o P esteja presente no solo, a maior parte desse nutriente
encontra-se em formas nao disponiveis para as culturas. Isso ocorre devido a
interacdo com o calcio, aluminio e ferro. Dessa forma acontece a retencéo do P
adicionado ao solo em formas labeis ou nao, seja através da precipitagao deste
em solugdo com formas iénicas de calcio, ferro e aluminio, ou sua adsorgéo a
superficie de oOxidos, hidroxidos e oxi-hidroxidos de ferro e aluminio, dando
origem aos fosfatos inorganicos insoluveis (ALEXANDER, 1961; NOVAIS;
SMITH, 1999). Devido a essas caracteristicas, atualmente o P é fornecido para
as plantas através de fertilizantes quimicos fosfatados soluveis, entretanto
devido a sua dindmica no solo, a dose recomenda € geralmente superior a

necessaria para as culturas.

Dessa forma, micro-organismos solubilizadores de fosfatos sdo de
grande importancia na disponibilizacdo dessas formas inorganicas de P e, assim,
no aumento do teor desse elemento na solugédo do solo em formas disponiveis
para a absorcao pelas raizes das plantas. A atividade bioquimica das BPCV

pode aumentar sensivelmente a absor¢édo do P pelas plantas, tornando-as uma



das principais alternativas sustentaveis para aumentar a disponibilidade deste
nutriente (ALEXANDER, 1961).

Esses micro-organismos atuam por meio de diferentes mecanismos como
extrusdo de protons H+; produgdo de exopolissacarideos; producédo de
sideroforos e quelacédo (BOMFETI et al., 2011; GYANESHWAR et al., 2002;
HAMDALI et al., 2008; ILLMER; SHINNER, 1992; YU et al., 2011). Porém o
principal contribuinte para a solubilizacdo de fosfato é a produgdo de acidos
organicos (SOUCHIE et al., 2005; BARROSO; NAHAS, 2008). Nos ultimos anos
varios micro-organismos solubilizadores de fosfatos tém sido descritos na
literatura com capacidade de solubilizar diferentes complexos de P in vitro, sendo
que esta solubilizacio esta relacionada na maioria das vezes com a diminui¢cao

do pH do meio.
2.2.3 Producio de Acido Indol-acético

O fitohormdnio acido indol-acético (AlA), da classe das auxinas, que atua
no crescimento e desenvolvimento dos vegetais (LOPER; SCHROTH, 1986) é
sintetizado no meristema apical das plantas, mas também existem micro-

organismos capazes de sintetiza-lo em associagdo com vegetais.

Alguns estudos demonstram a capacidade in vitro de BPCV em sintetizar
reguladores de crescimento vegetal (ARSHAD; FRANKENBERGER, 1998). Um
desses é o fitohormdnio AIA. O AIA pode ser sintetizado por diferentes vias
metabdlicas, porém, a principal € a que utiliza o aminoacido L-triptofano como
precursor fisioldégico na biossintese de auxinas (KHALID et al., 2004). Estudos
demonstram a ocorréncia de duas vias biosintéticas de AIA dependentes de
triptofano, via do acido indole-3-acetamida (IAM) e via do acido indole-3-piruvato
(IpyA) (PRISEN et al., 1993).

A inoculacdao com essas bactérias aumenta a superficie de absorcao das
raizes, o que resulta em maior volume de substrato do solo explorado devido a
modificagdo da morfologia do sistema radicular e aumento do numero de
radicelas (OKON; VANDERLEYDEN, 1997). Também pode ter efeito benéfico
na germinagéo das sementes (SCHINDWEN et al., 2008). Entretanto elevadas

concentracbes de AIA podem levar a problemas de toxidez e inibicdo do



desenvolvimento e crescimento vegetal (FETT NETO et al, 1992;
GRATTAPAGLIA; MACHADO 1998; SALISBURY; ROOS 1991).

2.3 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) associada a

gramineas

As BPCV formam associagdo com diferentes espécies de gramineas com
importancia comercial, tais como trigo, arroz, milho, braquiaria e sorgo, os
géneros descritos mais conhecidos em associagdo com essas gramineas sao
Burkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium e Azozpirillum (HUNGRIA et al. 2010).
Um dos géneros mais conhecidos e estudados em associagdo com gramineas
€ 0 Azospirillum, esse grupo de micro-organismos coloniza tanto o interior quanto
a superficie das raizes (BALDANI et al., 1986; MICHIELS et al., 1989). Estudos
envolvendo diferentes espécies de plantas tém demonstrado que pode ocorrer
um ganho de produgédo de 5 a 30% devido a inoculagdo com Azospirillum
(OKON; LANBADERA-GONZALES, 1994). Essas caracteristicas como alta
capacidade de realizar o processo de FBN, possuir efeitos benéficos quando
inoculados em plantas bem documentados e sua facil identificacdo, o género
Azospirillum é considerado um organismo modelo para o estudo de associagdes
entre planta e micro-organismo (MICHIELS et al., 1989). Também podemos citar
como exemplos de micro-organismos que possuem sucesso na promogao do
crescimento vegetal bactérias do género Beijjirinckia em cana de agucar e
Azotobacter em grama batatais (VINHAL-FREITAS; RODRIGUES, 2010).

Entre as gramineas, as culturas que tém sido melhor estudadas e
demonstram relativo sucesso na capacidade de realizar associagdes eficientes
com BPCYV estdo a cana-de-actcar (BODDEY et al., 1991, 1995; TAULE et al.,
2012; WEI et al., 2014) e o milho (ALVES et al., 2014; DE SALAMONE et al.,
1996; MONTANEZ et al., 2009;). Outras culturas como o sorgo (COELHO et al.,
2009), trigo (KENNEDY et al., 1997), arroz (BODDEY et al., 1995; KUSS et al.,
2007) e braquiaria (BRASIL et al., 2005) também demonstram um grande

potencial para o estabelecimento desse tipo de associacio.

Um importante mecanismo de promocado de crescimento € a Fixagcao
Biolégica de Nitrogénio. Plantas pertencentes a familia Poaceae nao formam
associagdes simbidticas para a fixagao de nitrogénio, sendo menos €eficientes no

processo que as plantas leguminosas que interagem com rizobios, por exemplo,
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a soja (SPRENT; SPRENT, 1990). Apesar disto, atualmente tem se dado grande
importancia para a FBN em gramineas, visando diminuir os gastos com adubos
nitrogenados, principalmente para culturas que possuem grande valor
econdmico como a cana-de-agucar, milho, braquiaria e sorgo (DOBEREINER,
1992). Este interesse se deve em parte ao fato destas possuirem um maior
aproveitamento de agua, devido a sua maior eficiéncia fotossintética e também,
devido a sua maior eficiéncia no uso do nitrogénio. Dessa forma, mesmo que
apenas parte do N seja fornecido através da associagdo com micro-organismos
diazotroficos, a economia seria similar aquela verificada em leguminosas
(DOBEREINER, 1992).

Algumas variedades de cana-de-agucar podem obter uma grande
contribuicdo de N através da FBN, chegando em 60 a 80% do N total da planta
(BODDEY et al.,, 1991). Hungria e colaboradores (2010), ao avaliarem a
eficiéncia agronémica da inoculagao de Azospirillum brasilense na cultura do
milho, observaram que algumas estirpes proporcionaram incrementos de 662 a
823 kg ha™' na produtividade de gréos, equivalentes a 24 a 30% em relagdo ao

tratamento controle que nao foi inoculado.

A atividade bioquimica das BPCV também pode aumentar sensivelmente
a absorcéo de fésforo (P) pelas plantas, o que as tornam uma das principais
alternativas sustentaveis para aumentar a disponibilidade deste nutriente que é
um dos mais limitantes para o crescimento e desenvolvimento vegetal. A
dinamica do P em solos é complexa por causa do fenbmeno de fixacdo que
ocorre devido a afinidade que o P possui em formar complexos com o Calcio
(Ca), Ferro (Fe) e Aluminio (Al) (RAIJ, 2004), o qual fica retido nas particulas de
solo em formas estaveis de fosfato inorganico e aqueles formados pela aplicacéo
de fontes soluveis (ALEXANDER, 1961). O uso dessas bactérias pode diminuir
a aplicacdo de fertilizantes fosfatados, uma vez que ocorre o melhor
aproveitamento dos fosfatos inorgéanicos insoluveis. Esse € o caso de isolados
de rizébio, por exemplo, que além de fixar o nitrogénio atmosférico, também
possuem a capacidade de solubilizar fosfatos, o que faz com que seja uma
alternativa de uso em espécies de Gramineas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Os mecanismos de liberagdo de nutrientes pelas BPCV para as plantas

somam-se a capacidade de produg¢ao de horménios como o acido indol-acético
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(AIA) do grupo das auxinas, que exerce efeito sobre crescimento e
desenvolvimento das plantas. A inoculagdo com essas bactérias aumenta a
superficie de absorg¢ao das raizes, o que resulta em maior volume de substrato
do solo explorado. Isso ocorre pois o AlA microbiano pode atuar modificando a
morfologia do sistema radicular e aumentando o numero de radicelas (OKON;
VANDERLEYDEN, 1997).

Entretanto, o uso dessa tecnologia ainda encontra alguns obstaculos que
impedem sua maior adogao por parte dos agricultores. Apesar de se apresentar
como promissora, existe certa inconsisténcia das respostas a inoculagéo, que
normalmente esta relacionada as interacbes com a biota do solo que € complexa
€ a qualidade dos inoculantes a base de BPCV encontrados no mercado. O que
torna importante maiores estudos que visem conhecer melhor a interagao entre
gramineas e esses micro-organismos e, assim, selecionar aquelas espécies

realmente eficazes para um futuro uso biotecnolégico.

2.4 Bacterias promotoras do crescimento vegetal associadas ao sorgo

(Sorghum bicolor L. Moench)

No Brasil o sorgo tem sido amplamente cultivado na segunda safra, isto
€, em sucessao a culturas de verao (COELHO et al., 2002). Nesse sistema de
cultivo, como as condi¢des climaticas sao adversas, ha menor investimento
devido ao maior risco. Isso faz com que a presenca de BPCV que atuam por
meio de diversos mecanismos, tais como Fixag&o Biologica de Nitrogénio (FBN),
capacidade de Solubilizar Fosfato inorganico (SFI) e a produgéo de Acido-Indol-
Acético (AlA) possa ser alternativa sustentavel para reducdo de custos sem

afetar a producéo final.

Para a cultura do sorgo os estudos envolvendo BPCV ainda sao escassos.
Entretanto, algumas pesquisas tém demonstrado a presenca dessas bactérias
vivendo tanto na rizosfera quanto de forma endofitica associadas com as plantas,
podemos citar. Herbaspirillum, Azospirillum, Klebsiella, Enterobacter,
Burkholderia (COELHO et al., 2008, 2009; JAMES et al., 1997; MAREQUE et al.,
2015; MOREIRA et al., 2013; ZINNIEL et al., 2002).

Dentre as BPCV descritas na literatura em associacdo com plantas de

sorgo, algumas apresentam resultados promissores quanto a contribuicdo de
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nitrogénio para as plantas via FBN. Azospirillum, Acetobacter, Herbasplirillum e
Azotobacter sp. sdo alguns exemplos de bactérias promotoras de crescimento
encontradas em associagdo com plantas de sorgo que podem aumentar a
produtividade das plantas através da fixacdo de N2 e producgao de fitohormdnios
(BASAGLIA et al., 2003; KENNEDY et al., 1997; MAREQUE et al., 2015).

Stein e colaboradores (1997) ao realizarem a técnica de diluig&o isotopica
com 7°N para avaliar a contribuicdo da FBN em plantas de sorgo inoculadas com
Azoarcus sp. observaram que 10,7% do N no caule e 2% do N na raiz eram
derivados da fixacdo de N2 atmosférico, demostrando assim, que tais bactérias
podem ser eficientes na realizagdo do processo de FBN quando em associagao

com O sorgo.

Zinniel e colaboradores (2002) demonstraram que Gluconacetobacter
diazotrophicus podem contribuir com a FBN na cultura. Através da diluicdo
isotépica com 7N foi observado que plantas inoculadas obtiveram de 5 a 45%
do nitrogénio através da FBN. Também foi observado que a contribui¢cdo através
da inoculagao foi maior aos 30 dias apds a inoculacao. Essa bactéria esta
presente na planta de forma endofitica em raizes, colmo e folhas, o que indica o
potencial para uso agrondmico para o sorgo, sendo que existe uma correlagao
positiva entre o teor de sacarose de diferentes gendtipos e a proporgéo de
plantas colonizadas, sugerindo assim que trabalhos futuros devem ser
realizados com foco em gendtipos de sorgo com maiores concentracbes de
acgucares (YOON et al., 2016).

Dentre as bactérias fixadoras de N em associacdo com o sorgo, as
pertencentes ao género Azospirillum sao as que apresentam maiores relatos e
estudos na literatura. Patil (2014) durante a realizagdo de um estudo de campo,
em que se avaliou a utilizagdo de Azosprillium com material organico e ureia na
produtividade de sorgo de inverno durante trés anos, a fim de alcangar os
melhores resultados com a utilizacado minima de N, observou que ao aplicar 50%
da dose recomendada através de uréia e 50% através de materiais organicos e
de tratamento de sementes com Azospirillum produziu-se um rendimento de
graos cerca de de 32 a 66%. Enquanto isso, o0 aumento no rendimento de graos
quando foi aplicada 100% da dose recomendada na forma de ureia foi de 37 a

67% em comparagédo com a dose de 0 kg de nitrogénio por ha-' . Os autores
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observaram entao que a inoculacdo de sementes com Azospirillum é capaz de
fixar cerca de 10 a 25 kg N ha'. Kushwaha e colaboradores (2014) descrevem
que 25% da fertilizag&o nitrogenada para o sorgo pode ser reduzida através da

inoculagao com Azospirillum.

Em relacéo a solubilizagao de fosfato inorganico alguns géneros dessas
bactérias como Acinetobacter; Bacillus; Pseudomonas e Micrococcus tem sido
relatado em associagdo com plantas de sorgo (CHANDRASEKERAN;
MAHALINGAM, 2014). A Inoculagdo com essas bactérias tem demonstrado um
aumento na material seca de caule e raiz (SRINIVASAN et al., 2011). De acordo
com Alagawadi e Gaur (1992) a inoculagao de plantas de sorgo com bacterias

solubilizadoras de fosfato levam a um incremento na producéo final.

Outra caracteristica importante dessas bactérias encontradas em
associagcdo com o0 sorgo e outras gramineas € a producado de diversas
substancias que sao responsaveis pala promoc¢ao do crescimento vegetal,
principalmente fitohormonios tais como auxinas, giberelinas e citocininas
(RUPAEDAH et al., 2014; SRINIVASAN et al.,, 2011). Plantas de sorgo em
condi¢cbes de estresse hidrico possuem um melhor desenvolvimento quando
inoculadas com BPCV em relagao aquelas nao inoculadas (SARIG et al., 1988).
A inoculacao tem um efeito na massa do colmo (60%), acumulo de biomassa (17
— 24%) e numero de graos por panicula (17 — 24%), sendo que o numero de
graos por panicula é considerado o fator mais afetado pelo estresse hidrico. O
teor de N também foi maior em plantas inoculadas. As plantas inoculadas tiveram
uma maior area foliar, assim, cresceram melhor mantendo constante sua
evapotranspiracdo e atividade estomatica, enquanto que em plantas nao
inoculadas ambos foram reduzidos. Esses resultados podem ser devidos ao fato
de que além, dessas bactérias promoverem ganhos através da FBN, também
promovem aumento da superficie de absorcdo das raizes, o que resulta em
maior volume de substrato do solo explorado devido a modificagdo da morfologia
do sistema radicular e aumento do numero de radicelas, o que estaria
relacionado com a produgao por esses micro-organismos de fitohérmonios tais
como o acido-indol-acético (AlA) (OKON; VANDERLEYDEN, 1997).

Esses resultados demonstram a capacidade de BPCV atuarem como

promotores do crescimento vegetal em plantas de sorgo por meio de diferentes
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mecanismos, e ndo somente da FBN. Entretanto, apesar de algumas bactérias
se mostrarem promissoras, esse tipo de associagao € complexa e, assim,
algumas caracteristicas devem ser levadas em consideragao para que estudos
futuros possam ser aprofundados. No caso do sorgo, que é cultivado em
ambientes e épocas limitantes, a promogao do crescimento vegetal através de
micro-organismos torna-se ainda mais importante para reduzir os riscos do
investimento. Porém, apesar de ser bem documentada em associagbes com
outras gramineas, sao poucos os relatos na literatura da associagao entre BPCV
e plantas de sorgo, assim, ha necessidade de maiores estudos que abordem

essa associacao.
3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos Departamentos de Fitotecnia e de
Microbiologia Agricola, laboratérios de sorgo, associagdes micorrizicas e
genética de micro-organismos, pertencentes a Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

A seguir é apresentado o fluxograma com as etapas de execucao da

pesquisa (Figura 1).

Primeira Etapa: Segunda Etapa: Terceira Etapa:
Amostragem Isolamento Identificacdo
Quinta Etapa: Quarta Etapa:
Selecdo (in vitro) Caracterizagdo Fisioldgica

Figura 1 — Fluxograma com as etapas de execugdao da pesquisa desde a
amostragem de plantas de sorgo pertencentes aos grupos biomassa e
forrageiro, até a selec¢ao dos isolados in vitro considerados promissores.

3.1 Local e Amostragem

Foram coletadas raizes de seis plantas de sorgo pertencentes a cada um

dos grupos biomassa e forrageiro, cultivadas no Campo Experimental “Diogo
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Alves de Mello” (lat 20°45' 14" S, long 42° 52' 55" O e alt 648 m), da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, MG, Brasil.

O solo do local é classificado, conforme Embrapa (2011), como Argissolo
Vermelho Amarelo distréfico, de textura argilosa. Os resultados da analise
quimica do solo referentes a camada de 0 a 20 cm de profundidade
apresentaram as seguintes caracteristicas: pH (H20) = 5,87; P = 14,7 mg dm3,;
K =45 mg dm3; Ca?*= 3,44 cmolc dm=3; Mg?*= 1,25 mg dm3; Al** = 0,0 cmolc dm-
3 H + Al = 3,6 cmolc dm3; SB= 4,81 cmolc dm™3; CTC(t) = 4,81 cmolc dm; CTC
(T)= 8,41 cmolcdm3, V = 57,2% e MO= 2,79 dag kg™".

A coleta foi realizada em pontos aleatdrios aos 30 dias apds o plantio,
antes de ser realizada a adubacio de cobertura, e as raizes coletadas foram
armazenadas em gelo durante o transporte, em seguidas colocadas em
geladeira por 48 horas e utilizadas para o isolamento de bactérias endofiticas

promotoras de crescimento vegetal.
3.2 Isolamento

Para a desinfestagao das raizes, foi utilizado o método com hipoclorito de
sédio (ARAUJO et al., 2001; PEREIRA et al., 1993), que consiste em lavar as
raizes em agua corrente, retirar 1 g, retirar o excesso de agua e desinfestar
superficialmente, com as seguintes etapas: imersao das raizes por 1:30 min. em
alcool 70%, 4 min. em hipoclorito de sdédio 2,5%, 30 seg. em alcool 70% e lavar
duas vezes em agua destilada esterilizada por 2 min. Apos essa etapa as raizes
desinfestadas foram trituradas em 9 mL de solugéo salina (8,5 g L' de NaCl),
sendo essa a diluicdo 10", e mantidas em repouso por 1 h, entdo, foram
realizadas as diluigbes 102 e 103. De cada uma das diluigbes, aliquotas de 100
pL foram inoculadas em ftriplicata, em placas de Petri contendo 20 mL dos meios
sélidos JNFb e NFb (DOBEREINER et al., 1992). As placas inoculadas foram

incubadas a 28 °C até o aparecimento de crescimento microbiano.
3.3 Identificagao
3.3.1 Purificagao de bactérias

Para a obtencéao de cultura pura, foi realizada a transferéncia das culturas
para os meios sélidos, JNFb e NFb (DOBEREINER et al., 1992), mantendo-se o
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sistema a 28 °C por 5 dias para a visualizacdo das colbnias. As diferentes
colénias obtidas foram riscadas em placas de Petri contendo o meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA). Apds a obtengao das culturas puras, as bactérias
foram transferidas para o meio liquido NBY com glicerol e armazenadas a -80 °C

para preservagao.
3.3.2 Extracao de DNA

O protocolo de extragdo térmica foi adaptado de ROWLANDS et al.
(2006). Cada colbnia foi transferida para um micro tubo com 1 mL de agua
ultrapura (Milli-Q) e levada ao banho fervente por 5 min e em seguida ao banho
de gelo por mais 5 min. Depois centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. Ao final
deste processo foram retirados 600 uL do sobrenadante e descartado o

precipitado.
3.3.3 Amplificagao do gene 16S rDNA e sequenciamento

Apos a extracdo do DNA de cada isolado o sequenciamento foi realizado
a partir da amplificagdo do gene 16S rDNA bacteriano. Para a amplificagdo do
gene os iniciadores utilizados foram o0 27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e
1492R (5° ACGGCTACCTTGTTACGACTT) (LANE,1991). A reacdo de PCR
consistiu em 20 ng de DNA total, 0,2 uM de cada iniciador, 200 uM de dNTP, 2
mM de MgClz, 0,5 mg mL-' de BSA e 1,25 U de GO Taq DNA polimerase em um
volume final de 50 yL. Na reacdo com os inciadores 27F/1492R foram usadas
as seguintes condicbes de tempo e temperatura:1 ciclo 95 °C por 5 mins; 40
ciclos de 95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min e 72 °C por 2 min; e, finalmente, 1
ciclo de 72 °C por 7 min. A quantificacado e visualizacdo do produto de PCR 16S
rDNA foi realizada em gel de agarose a 1,5 % juntamente com um marcador de
1500 pb.

O sequenciamento das amostras amplificadas foi realizado utilizando-se
o método de Sanger. As sequéncias foram submetidas a consulta de similaridade
de nucleotideos, com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank

acessado pelo site do National Center for Biotecnology Information (NCBI).
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3.4 Caracterizagao Fisiolégica
3.4.1 Fixagao Bioldgica de Nitrogénio

Para a deteccao da fixagao biolégica de nitrogénio foram utilizados tubos
de cultura contendo 10 mL do meio NFb semissolido, sem nitrogénio. As
bactérias inoculadas foram incubadas a 28 °C por 72 horas. Apos este periodo
foi observado a formacgao de pelicula de crescimento que indica a capacidade de
fixar nitrogénio (BODDEY et al., 1995). O experimento seguiu o delineamento

inteiramente casualizado (DIC) com trés repeti¢cdes por tratamento.

3.4.2 Solubilizagao de Fosfato Inorganico

Os isolados foram inoculados em meio de fosfato insoluvel na forma de
Ca3(HPOa4)2 e avaliados por um periodo de 15 dias. O indice de solubilizagao (IS)
foi calculado seguindo a metodologia proposta por Berraquero et al. (1976), por
meio da férmula: IS = diametro halo (mm) / didmetro da colénia (mm). Os
isolados foram classificados como precoces, cujo inicio da solubilizacdo se da
até o terceiro dia e, tardios, com inicio da solubilizagdo apos o terceiro dia
(HARA; OLIVEIRA, 2005). O experimento seguiu o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com quatro repeti¢gdes por tratamento em esquema fatorial

24x2, sendo: 24 isolados e 2 épocas de avaliagao.
3.4.3 Produgio de Acido indol-acético (AIA)

Para a quantificagdo de AlA, as bactérias foram cultivadas em meio liquido
TSA 10 % contendo L-triptofano (56 mM), e incubadas no escuro a 28 °C por 24
h. sob agitagao constante de 120 rpm. Apds este periodo de incubacéo, realizou-
se centrifugacdo por 6 min a 10.000 rpm e 900 uL do sobrenadante foram
coletados e colocados em cubetas adicionando-se 400 uL do Reagente de
Salkowski (BRIC et al., 1991), as amostras ficaram incubadas por 30 min em
temperatura ambiente. Apds este periodo foram realizadas leituras no
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 520 nm. As leituras foram
normalizadas através da curva padrdo obtidas por meio de diferentes
concentragcbes de AIA comercial (Figura 2). O experimento seguiu o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticbes por

tratamento.
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Figura 2 — Curva padrao utilizada para determinagcédo da concentragao de AIA
(u/ mL).

3.5 Selecgao (in vitro)

A selecéo dos isolados considerados promissores foi realizada de acordo
com os resultados obtidos nos testes de caracterizacao fisioldgica in vitro (SFI,
AlA e FBN). Sendo que foram selecionados para posterior inoculagédo em plantas
de sorgo aqueles isolados positivos para FBN e os que apresentaram os

melhores resultados para os testes de SFl e producao de AlA.
3.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA seguido de teste de Tukey para

comparacao de médias (p<0,01).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamento e identificagao

Foram obtidos 24 isolados associados as raizes de plantas de sorgo,
sendo 17 provenientes do sorgo biomassa (SB) e 7 do sorgo forrageiro (SF)
(Tabela 1).

Tabela 1 - Isolados de bactérias obtidos das raizes de plantas dos grupos de
sorgo biomassa e forrageiro.
Grupo Identificagao

Sorgo Biomassa SB1, SB2, SB3, SB4, SB5, SB6, SB7, SBS,
SB9, SB12, SB13, SB14, SB16, SB17,
SB18, SB19, SB20

Sorgo Forrageiro SF1, SF2, SF4, SF6, SF8, SF10, SF11

Apos a amplificagcao e o sequenciamento do gene 16S foram identificados
através do BLAST, com base no banco de dados do National Center for
Biotecnology Information (NCBI), doze géneros associados as raizes de plantas
de sorgo biomassa e forrageiro (Tabela 2). Todos os isolados s&o pertencentes
ao dominio bactérias, sendo o género Streptomyces pertencente ao filo

actinobacteria.

Foram observadas diferengas na quantidade e entre os micro-organismos
cultivaveis que colonizam as raizes dos grupos biomassa e forrageiro. No grupo
biomassa foram encontradas bactérias pertencentes aos géneros Burkholderia;
Rhizobium; Paenilbacillus; Streptomyces; Virgibacillus e Microbacterium;
enquanto que para o grupo forrageiro foi encontrado os géneros Burkholderia;
Curtobacterium; Sphingomonas; Mesorhizobium e Terriglobus. Essa variagao
também é observada no isolamento de bactérias endofiticas de diferentes
cultivares de arroz (KNAUTH et al., 2005; KUSS et al., 2007).
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Tabela 2 — Identificacdo, dos isolados de bactérias, com base na amplificacao
do gene 16S rDNA dos isolados bacterianos obtidos das raizes de plantas dos
grupos de sorgo biomassa e forrageiro.

Isolado Identificagao *e-value Similaridade
%
SB1 Burkholderia sp. 0,0 9(9,9)0
SB2 Streptomyces sp. 0,0 99,40
SB3 Burkholderia sp. 0,0 99,90
SB4 Rhizobium sp. 0,0 99,70
SB5 Rhizobium sp. 0,0 99,80
SB6 Paenilbacillus sp. 0,0 99,80
SB7 Streptomyces sp. 0,0 99,90
SB8 Streptomyces sp. 0,0 99,70
SB9 Streptomyces sp. 0,0 99,00
SB12 Streptomyces sp. 0,0 81,30
SB13 Virgibacillus sp. 0,0 99,90
SB14 Microbacterium sp. 0,0 96,20
SB16 Microbacterium sp. 0,0 99,60
SB17 Microbacterium sp. 0,0 99,90
SB18 Rhizobium sp. 0,0 100,00
SB19 Microbacterium sp. 0,0 99,80
SB20 Roseomonas sp. 0,0 100,00
SF1 Burkholderia sp. 0,0 99,60
SF2 Curtobacterium sp. 0,0 100,00
SF4 Sphingomonas sp. 0,0 99,70
SF6 Rhizobium sp. 0,0 99,90
SF8 Mesorhizobium sp. 0,0 99,90
SF10 Rhizobium sp. 0,0 99,70
SF11 Terriglobus sp. 0,0 99,70

* e-value - medida que considera a probabilidade de o alinhamento ter ocorrido
por acaso.
Para plantas de sorgo a cultivar pode influenciar a densidade e

diversidade da populagédo microbiana associada (COELHO et al., 2009). Yoon e
colaboradores (2016) demonstraram que ha estreita relagdo entre planta e
bactéria, sendo que ocorrem diferencgas na densidade da populagao a depender
do gendtipo do sorgo. No caso da fixagao bioldgica de nitrogénio, por exemplo,
também pode haver diferentes graus de atividade da enzima nitrogenase de uma
bactéria quando essa é inoculada em diferentes genétipos de sorgo (BODDEY
et al., 1991). Essa relagéo entre planta e bactéria que pode acarretar diferentes
respostas a depender do gendtipo da planta foi igualmente observado em
diferentes gendtipos de trigo com Azospirillum (MILLET et al., 1984). O que pode

estar relacionado aos diferentes compostos que sao produzidos pelas plantas e
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excretados pelas raizes, que influencia no ambiente da rizosfera (area do solo
que sofre influéncia das raizes), e recrutamento de diferentes espécies
microbianas (KOWALCHUK et al., 2002; WIELAND et al., 2001). Devido a essa
diferenga de compostos que sdo excretados pelas plantas existe entdo uma
diferenca na densidade e diversidade da microbiota da rizosfera que é refletida
no ambiente do interior do tecido das raizes colonizado por micro-organismos
endofiticos (BENIZRI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; VALE et al., 2005).

Esses géneros tém sido relatos em associagdo com plantas de sorgo e
outras gramineas, tais como milho e cana-de-agucar, tanto na rizosfera quanto
de forma endofitica (COELHO et al., 2008, 2009). Sendo que os géneros
Burkholderia, Rhizobium e Streptomyces sao relatados como promissores
promotores de crescimento vegetal quando em associacbes com gramineas
(GOPALASKRISHNAN et al., 2013; LUVIZOTTO et al., 2010).

O género Burkholderia tem sido relatado em associagdo com uma vasta
gama de espécies vegetais, incluindo as gramineas (PAUNGFOO-LONHIENNE
etal., 2013; SANTI et al., 2013). Devido a sua versatilidade genética e fisioldgica
apresenta elevado potencial para a promog¢do do crescimento vegetal
(LUVIZOTTO et al., 2010; PERIN et al., 2006). Luvizotto e colaboradores (2010)
demonstraram que cepas de Burkholderia spp. isoladas da rizosfera de cana-de-
agucar possuem eficientes mecanismos de promogao de crescimento vegetal
tais como a solubilizagdo de fosfatos, produgado de acido indol-acético (AlA) e
inibicdo de agentes patogénicos. O género também é considerado um eficiente
fixador de nitrogénio quando em associagdo com gramineas (ELLIOTT et al.,
2006; SANTI et al.,, 2013), o que demonstra potencial para futuro uso

biotecnoldgico.

Bem documentado em plantas leguminosas, por serem excelentes
fixadores de nitrogénio, o género Rhizobium também esta presente em
associagdes com gramineas (COELHO et al., 2008, 2009). Acredita-se que em
plantas ndo leguminosas a principal contribuicdo de bactérias pertencentes a
esses géneros para a promogao do crescimento vegetal é através da produgao
de fitohormonios, principalmente auxinas, como o acido indol-acético (AlA). A
sintese de AIA promove o crescimento das raizes e a proliferacao de pélos

radiculares que aumentam o volume de solo explorado e, consequentemente, a
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absor¢cdo de agua e nutrientes, favorecendo o desenvolvimento da planta
(OKON; VANDERLEYDEN, 1997). Esses micro-organismos também sao
considerados eficientes solubilizadores de fosfato inorganico ja que sao capazes
de liberar diversos acidos organicos que diminuem o pH da rizosfera e dissociam
formas de fosfato como P-Ca (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

O género Streptomyces pertencente as actinobacterias tem sido
relacionado ao controle de doengas de plantas relacionadas a diversos
patégenos oriundos do solo, atuando por diferentes mecanismos como a
promog¢ao de crescimento, competi¢ao, antibiose e produgdo de sideroforos e
enzimas extracelulares (JOG et al., 2014; RAMAMOORTHY et al., 2001).
Gopalaskrishnan e colaboradores (2013) ao inocular 5 estirpes de Streptomyces
em plantas de sorgo sob condi¢des de casa de vegetagao observaram um efeito
positivos no crescimento e desenvolvimento das plantas o que atribuiu a

producao de AlA e sideroforos por essas estirpes.

Os demais géneros também tém sido isolados e descritos como
promotores de crescimento em plantas gramineas, porém com menos

frequéncia.
4.2 Fixagao biolégica de nitrogénio

Dos 24 isolados obtidos 6 foram positivos para o teste de Fixacao
Biologica de Nitrogénio (FBN) (Tabela 5) representado pela formagéao de pelicula
de crescimento que indica a capacidade de fixar nitrogénio e alteragdo do pH do

meio (cor azul). (Figura 6).
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Controle SF4

Figura 3- Isolado SF4 inoculado em meio NFb semissolido, sem nitrogénio e .
As incubada a 28 °C por 72 horas. Pelicula de crescimento indica capacidade de

fixar nitrogénio.

Tabela 3 - Isolados de bactérias dos grupos de sorgo biomassa e forrageiro
classificados em positivos (+) ou negativos (-) para o teste de Fixagao Bioldgica

de Nitrogénio (FBN).

Isolado Identificagao FBN
SB1 Burkholderia sp. +
SB2 Streptomyces sp. -
SB3 Burkholderia sp. -
SB4 Rhizobium sp. -
SB5 Rhizobium sp. +
SB6 Paenilbacillus sp. -
SB7 Streptomyces sp. -
SB8 Streptomyces sp. -
SB9 Streptomyces sp. -

SB12 Streptomyces sp. -
SB13 Virgibacillus sp. -
SB14 Microbacterium sp. -
SB16 Microbacterium sp. -
SB17 Microbacterium sp. -
SB18 Rhizobium sp. -
SB19 Microbacterium sp. -
SB20 Roseomonas sp. -
SF1 Burkholderia sp. +
SF2 Curtobacterium sp. -
SF4 Sphingomonas sp. +
SF6 Agrobacterium sp. +
SF8 Mesorhizobium sp. -
SF10 Rhizobium sp. -
SF11 Terriglobus sp. +
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Os 6 isolados (SB1, SB5, SF1, SF4, SF6 e SF10) positivos para o teste
de FBN sdo pertencentes aos géneros: Burkholderia, Rhizobium e
Sphingomonas. Esses géneros tém sido relatados na literatura como fixadores
de nitrogénio quando em associagdo com plantas ndo leguminosas (SANTI et
al., 2013; COCKING, 2003; RODRIGUES et al., 2006, VIDEIRA et al., 2009).
Também ha relatos da presenga desses-microrganismos em associagao com
plantas de sorgo, colonizando tanto a rizosfera como o interior dos tecidos
vegetais (COELHO et al., 2008, 2009; JAMES et al., 1997; MAREQUE et al.,
2015; MOREIRA et al., 2013; ZINNIEL et al., 2002).

Estudos tem demonstrado a contribuicdo dessas bactérias para a
obtencdo de nitrogénio via a fixacdo bioldgica (TALUE et al., 2012). Apesar de
bactérias endofiticas contribuirem de forma mais efetiva para a FBN, uma vez
que a troca de nutrientes ocorre de forma direta e existe menor competicao por
fontes de carbono, a eficiéncia do processo em associagdo com gramineas €
menor (BALDANI et al., 1997).

Para gramineas o género melhor estudado e que possui maior
contribuigdo para fixagédo bioldgica de nitrogénio € o Azospirillum, sua presenga
também ja foi documentada em plantas de sorgo, porém no presente trabalho
bactérias pertencentes ao género nao foram isoladas. O que pode ser explicado
pela estreita relacao entre planta e bactéria que possui influencia na diversidade

da populacao a depender do gendtipo do sorgo (COELHO et al., 2009).
4.3 Solubilizagado de Fosfato inorganico

As BPCV desempenham importante papel na disponibilizacdo de formas
inorganicas de fosfatos, que leva ao aumento do teor P na solugao do solo e,

assim, a maior aproveitamento do nutriente e rendimento das culturas.

Dos 24 isolados obtidos 16 foram positivos para o teste de solubilizagéao
de fosfato inorganico representado pela formacao do halo (area translucida) de
solubilizagéo ao redor das colbnias (Figura 3), sendo que 10 foram classificados
como precoce e 6 tardios em relacdo ao tempo de aparicdo do halo de

solubilizagéo (Tabela 3).
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Figura 4 — Halo (area translucida) de solubilizagdo ao redor das colbnias.

Tabela 4 — Classificacao dos isolados em precoce ou tardio de acordo com o
tempo de aparecimento do halo de solubilizagio.

Isolado Inicio da Solubilizagao (dias) Classificagao
SB1 2 Precoce
SB2 2 Precoce
SB4 2 Precoce
SB5 2 Precoce
SB7 2 Precoce
SB8 2 Precoce

SB12 3 Precoce
SF1 1 Precoce
SF8 2 Precoce

SF10 3 Precoce

SB13 5 Tardio

SB14 5 Tardio

SB16 5 Tardio

SB19 5 Tardio
SF2 5 Tardio
SF4 5 Tardio

Os isolados de bactérias foram classificados como precoces, cujo inicio
da solubilizacdo se da até o terceiro dia e, tardios, com inicio da solubilizacéo

apos o terceiro dia de inoculagéao.

O tempo de aparicédo de halo de solubilizagao variou entre 1 e 5 dias apo6s
a inoculagdo dos isolados em meio contendo CaHPO4. Chandrasekeran e
Mahalingam (2014) encontraram resultados semelhantes que variam entre 24 e
48 h para o aparecimento do halo de solubilizagdo de isolados provenientes de

plantas de sorgo.
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Os IS variaram entre os diferentes micro-organismos, dos quais os
isolados SB1 e SF1 (Burkholderia) se destacaram dos demais por apresentarem
elevado IS tanto inicial quanto final (Tabela 4). Sendo que o tempo de incubagéao
tem influéncia sobre a solubilizacdo, assim, os isolados SB1 e SF1 além de
serem considerados precoces mantiveram o elevado indice de solubilizagao até
o décimo quinto dia de avaliagdo, o que pode ser importante para que o fosforo

solubilizado esteja disponivel apds o esgotamento da reserva da semente.

Também foi observado que alguns isolados possuem o IS inicial maior
que o final, o que pode ser devido ao fato desses micro-organismos solubilizarem
apenas o necessario para suprir a demanda de seu metabolismo e cessar entéao

a solubilizac&o do fosfato visando diminuir o gasto energético.

Tabela 5 — indice de solubilizagdo (IS) inicial e final dos isolados obtidos das

raizes de sorgo pertencentes aos grupos biomassa (SB) e forrageiro (SF).

Isolado IS (Inicial) IS (Final)
SB1 2,20 (£ 0,36) abcB 6,10 (+ 0,86) aA
SB2 1,45 (£ 0,10) cB 3,04 (+ 0,38) bA
SB4 1,55 ( 0,08) bcA 2,07 (£ 0,11) cA
SB5 1,58 (+ 0,09) bcA 2,10 (+ 0,06) cA
SB7 1,40 (+ 0,10) cB 3,12 (+ 0,21) bA
SBS 1,49 (£ 0,05) bcB 2,04 (+ 0,21) cA
SB12 1,44 (£ 0,09) cA 1,63 (+ 0,04) cA
SB13 2,31 (+ 0,94) abA 1,92 (+ 0,64) cB
SB14 2,33 (£ 0,21) abA 1,97 (+ 0,04) cA
SB16 1,52 (+ 0,26) bcA 1,95 (+ 0,24) cA
SB19 2,03 (£ 0,11) abcA 1,81 (+ 0,12) cA
SF1 2,53 (+0,23) aA 5,30 (+ 0,42) aA
SF2 1,42 (£ 0,11) cA 1,66 (+ 0,22) cA
SF4 1,73 ( 0,11) abcA 1,52 ( 0,08) cA
SF8 1,81 (¢ 0,27) abcA 1,81 (£ 0,11) cA
SF10 1,63 (£ 0,05) bcA 1,53 (+ 0,08) cA

IS = didmetro halo (mm) / didmetro da col6nia (mm). Médias seguidas de mesma
letra (minusculas para coluna e maiusculas para linha) nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p<0,01).

O resultado obtido nesse trabalho corrobora com os resultados de Gomes
et al. (2014) que, ao testarem 18 isolados entre fungos e bactérias quanto a
solubilizacdo de fosfato, observaram maiores taxas de solubilizagdo para os
isolados CMSB58, CMSB48 e CMSB82, também pertencentes ao género
Burkholdheria. Diversos autores relatam que bactérias pertencentes ao género

Burkholdheria sao eficientes promotora de crescimento atuando na solubilizacao
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de diversas fontes de fosfato, sendo que o principal mecanismo de solubilizagao
de fosfato observado in vitro é através da diminuicdo do pH do meio devido a
liberagcdo de acidos organicos, principalmente o acido glucdnico (SONG et al.,
2008). De acordo com CHUANG et al. (2007) o acido glucbénico € um dos

principais acidos orgéanicos envolvidos na solubilizagao de fosfato de calcio.

Os isolados SB2 e SB7 (Streptomyces), IS 3,04 e 3,12 respectivamente,
apesar de serem inferiores aos Isolados SB1 e SF1 apresentaram um IS superior
aos demais. Alguns trabalhos na literatura mostram que o género Streptomyces
€ considerado um bom solubilizador de fosfato (JOG et al., 2014; MOLLA et al.,
1984). Sousa et al. (2009) ao inocular e incubar substrato organico com isolados
de Streptomyces observaram que esses promovem maior crescimento de mudas
de tomateiro, o crescimento das mudas pode estar associado a producédo de
substancias reguladoras de crescimento e aos processos de mineralizagao e
solubilizacido de nutrientes, uma vez que também foi observado pelos autores a
capacidade dos isolados em solubilizar fosfato. Assim como para Burkholdria a
solubilizagéo de fosfato por Streptomyces também é caracterizada pela liberagéo
de acidos organicos e diminuicdo do pH do meio, sendo o acido gluconico um
dos principais responsaveis pela solubilizacdo de diversas fontes de fosfato
(FARTHAT et al., 2015).

Chandrasekeran e Mahalingam (2014) relatam que isolados
solubilizadores de fosfato provenientes da rizosfera de plantas de sorgo
possuem valores de IS parecidos com os encontrados no presente trabalho,
variando entre 1,23 e 1,75. Em bactérias isoladas de cana-de-acucar o IS varia
entre 1,21 a 3,48 (SANTOS et al., 2012). Ja para bactérias isoladas de plantas
de milho variaram entre 4,48 e 4,88 (PANDE et al., 2017). Islam et al. (2007) ao
testar 17 isolados da rizosfera de arroz obtiveram resultados ente 1,2 e 6,7. Os
isolados SB1 e SF1, cujo IS foi de 6,19 e 5,30, foram superiores a maioria dos
isolados obtido pelos autores supracitados, o que demonstra potencial para a

promogao de crescimento de plantas.
4.4 Producgéao de acido indol-acético (AlA)

O acido indol acético (AlA) é um fitohormdnio da classe das auxinas que

promove o alongamento celular diferencial e funciona como regulador de
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crescimento. Essa auxina € sintetizada no meristema apical das plantas,
podendo também ser produzida por bactérias em associagdo com vegetais e sua
principal via de producgdo é através do aminoacido triptofano (PRISEN et al.,
1993).

Dos 24 isolados testados 14 apresentaram a capacidade de produzir
Acido Indol-acético in vitro apds 24 horas de incubagéo, sendo identificadas por
meio de reagdo colorimétrica com o reagente de Salkowski, que promoveu o
aparecimento de cor vermelha variando de intensidade de acordo com as

concentragdes de AlA presentes no meio (figura 4).

Controle SF4

SR Ce——

Figura 5 — Reacéo colorimétrica com o reagente de Salkowski, que promove o
aparecimento de cor vermelha na presenga de Acido indol-acético (AlA).

A concentracdo de AIA variou entre 0,19 (SB14) e 5,20 (SF4) gmL™’
(Figura 5).
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Figura 6 — Concentragdo de AIA em ug mL™" dos isolados SB1, SB4, SB5,
SB13, SB14, SB16, SB17, SB18, SB19, SB20, SF1, SF4 e SF6. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

Os isolados SF4 (Sphingomonas), SF6 (Rhizobium) e SB18 (Rhizobium)
destacaram-se por apresentarem uma maior producao de AIA em comparacao
com os demais isolados. Pedrinho et al. (2010) relatam valores parecidos para
producao de AIA na presenca de triptofano por rizobacterias isoladas de plantas
de milho, os valores para os 27 isolados testados variaram entre 1,23 e 14,50 ug
mL-! nas primeiras 24 horas da avaliagéo, sendo que o isolado R4.1 pertencente
ao género Sphingomonas apresentou uma producéo de 7,73 ug mL-", esse valor
€ proximo ao encontrado no presente trabalho, 5,40 ug mL-', para o isolado SF4
também pertencente a este género. Isolados provenientes de raizes de plantas
de arroz irrigado também apresentaram resultados semelhantes, entre 2,49 a
13,47 yg mL" apds 72 horas de crescimento (KUSS et al., 2007). Bactérias
pertencentes ao género Rhizhobium também sao consideradas boas produtoras
de AIA (Schindwen et al., 2008).

Os valores obtidos no presente trabalho estdo abaixo do relatado por
outros autores, o que pode ter ocorrido devido ao tempo de avaliagdo do
experimento de 24 h. Porém a aparente baixa producao de AlA in vitro por micro-
organismos pode ser algo benéfico para a planta, uma vez que elevadas

concentracdes do fitohorménio pode ter efeito contrario ao esperado e ocasionar
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toxidez, que em alguns casos pode chegar a inibicdo completa do crescimento
das raizes (FETT NETO et al., 1992; GRATTAPAGLIA; SALISBURY; ROOS
1991). Essa toxicidade pode ser explicada pelo efeito que as auxinas possuem
no estimulo a producao de etileno, o principal hormdnio inibidor do crescimento
das raizes (BERTELL; ELIASSON, 1992; CARY et al., 1995; STENLID, 1982).
Schindwen e colaboradores (2008) observaram que os isolados TV-13
(Rhizobium) possuiam uma produgdo de 171,1 ug mL"' de AlA, sendo essa
concentragao prejudicial para plantulas de alface. Os mesmos autores também
observaram que isolados de Bradyrhizobium sp. que possuem uma produgao
menor, entre 1,2 e 3,3 uyg mL™', valores parecidos com os encontrados no
presente trabalho, aumentaram o vigor das plantulas em comparagédo com o

tratamento sem inoculagéo.

4.5 Solubilizacdo de Fosfato Inorganico, Producao de Acido Indol-Acético,

Fixacao Bioldgica de Nitrogénio e Selegao (in vitro)

No presente trabalho dos 24 isolados 4 apresentaram os 3 mecanismos
de promogao de crescimento testados in vitro, 6 apresentaram 2 mecanismos,
10 apresentaram pelo menos 1 mecanismo e 4 n&o apresentaram nas condi¢coes
testadas neste trabalho, in vitro, os mecanismos de promog¢ao de crescimento

estudados (Tabela 6 e Figura 7).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal podem apresentar
diferentes mecanismos de atuagdo (LODEWYCKX et al., 2002; STURZ et al.,
2010). Ha relatos na literatura de bactérias que podem ter um ou mais
mecanismos de promog¢ao de crescimento (CHAUHAN et al., 2017). Kuss e
colaboradores (2007) observaram que bactérias isoladas de plantas de arroz
possuem 0s mecanismos de promocido de crescimento associados a fixagao

bioldgica de nitrogénio e produgdo de Acido indol-acético.
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Tabela 6 - Isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
associadas as raizes de plantas de sorgo biomassa (SB) e sorgo forrageiro (SF),
quanto a capacidade de realizar, solubilizacdo de fosfato (SFl), produgao de
acido-indol-acético (AlA) e fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN).

Isolado Identificagao SFI AlA FBN
SB1 Burkholderia sp. + + +
SB2 Streptomyces sp. + - -
SB3 Burkholderia sp. - - -
SB4 Rhizobium sp. + + -
SB5 Rhizobium sp. + + +
SB6 Paenilbacillus sp. - - -
SB7 Streptomyces sp. + - -
SB8 Streptomyces sp. + - -
SB9 Streptomyces sp. - - -

SB12 Streptomyces sp. + - -
SB13 Virgibacillus sp. + + -
SB14 Microbacterium sp. + + -
SB16 Microbacterium sp. + + -
SB17 Microbacterium sp. - + -
SB18 Rhizobium sp. - + -
SB19 Microbacterium sp. - + -
SB20 Roseomonas sp. - + -
SF1 Burkholderia sp. + + +
SF2 Curtobacterium sp. + - -
SF4 Sphingomonas sp. + + +
SF6 Agrobacterium sp. - + +
SF8 Mesorhizobium sp. + - -
SF10 Rhizobium sp. + - +
SF11 Terriglobus sp. - - -
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Figura 7 - Isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
associadas as raizes de plantas de sorgo biomassa forrageiro quanto a
capacidade de realizar Fixagao Biolégica de Nitrogénio (FBN), Solubilizagao de
Fosfato (SF1) e Producdo de Acido-Indol-Acético (AlA).

Os resultados obtidos para os trés testes mostram que as bactérias
associadas as raizes de plantas de sorgo pertencentes aos grupos biomassa e
forrageiro podem contribuir para a promogao de crescimento vegetal através de
diferentes mecanismos, sendo que algumas bactérias possuem os trés
mecanismos testados, o que mostra um provavel potencial para uso

biotecnoldgico que vise a diminuicdo dos custos de implementacéo da cultura.

Ao total, foram selecionados 7 isolados, pertencentes aos géneros
Burkholderia, Rhizobium e Sphingomonas, considerados promissores para

posterior inoculacdo em plantas de sorgo (Tabela 7).
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Tabela 7 — Isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
associadas as raizes de plantas de sorgo biomassa (SB) e sorgo forrageiro (SF),
selecionados com base nos resultados obtidos nos testes de caracterizacao
fisiolégica in vitro.

Isolado Identificacao Mecanismo de Promocgao de

Crescimento

SB1 Burkholderia sp. FBN, SFI, AlA

SBS5 Rhizobium sp FBN, SFI, AIA

SB18 Rhizobium sp AIA

SF1 Burkholderia sp FBN, SFI, AlA

SF4 Sphingomonas sp. FBN, SFI, AIA

SF6 Rhizobium sp FBN, SFI, AIA

Esses Isolados serao utilizados para testes de inoculagdo em plantas de

sorgo nas condigdes de casa de vegetagao e campo.
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5 CONCLUSAO

Raizes de plantas de sorgo, dos grupos biomassa e forrageiro, se
associam com bactérias endofiticas, promotoras de crescimento vegetal,
capazes de realizar a fixagdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato
Inorganico e produzir acido indol-acético in vitro. Porém, sdo necessarios
estudos do efeito da inoculagdo dos isolados em condicbes de campo para

comprovar a eficacia e o potencial de uso biotecnoldgico dessas bactérias.
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