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RAS D0 CRESCIMENTD DE FLANTAS DE MILHO.
Autor: Edgar Moreira Brand3o
Orientadora: Elke J.B.M. Cardoso
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Fara efeito de comparagdo foram introduzidos
nes experimentns izolados d= EFCFsz oM sficlidncia

praviamente comprovada.
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Avalicu-ss também & capacidsde de promog3o da

Hi

smergéncis de pléntulss, bem como & promoge¥®o do  orescimento

z2m diferentes époccas do ciclo da cultura.
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Candidate: Edgar Morgirs Brand3o

Adviser: Elke J.B.M. Cardoso

= hudy -he omotential to  promote maize  arowth by seed
inoculation with differsmnt strairmrs of flucrescent
nsevudomonads, gcologicaly characterized as plant growth-

promoting rhizobacteria (FGFR).
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Rhizosphere colonizing bacteria wers isolated

from freshly  harvested, fisld-grown maize roots, and
antibiotic-resistant strains were zelectzsd for resistance to
rifampicin and nalidixic acid, for monitoring the
colonizaticn, afier introduction into natural soil. Ztrains

with spontaneous strephtomycin resisitance were gvaluated., but

no difference between the colonmization capacitiez of the
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zuprir a grande demanda de alimentos.

0 estudo de microrganismos, que em
determinadas condiglies pqdem s=er benéeficos para ss plantas,
apresenta—-se hoje, como uma das mals atrativas  areas de

investigagio dentro da Microbiclogia faricols .

A uhilizagso de bhactérias do g#nero Rhizobium
2Mm legquminosas, gLe atraves da fiuag3oc simbidtic dn
nitrogénio atmosférico confere maior desenvolvimento =

0

produsdo, bem como a associagdo de fungos micorrizicos  com
raizes de plantas. sumentando o Qeiume de sglo explorado e o©
acesso A& nutrientes que possam limitar o desenvolvimento
véqetalﬁ =H0 pyamplos concretos da wtilizagdo de
microrganismos benéeficos para &5 plantas.

smentes

1%
in

foram realizados,. Na sua maioria, Com oS gEneros

Azotobacter, Bacillus 2 Clostridium. Entretanto,



posteriorments, fol observado gue o geEnero  Pseudomonas
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forma pradominante na  superficis das

ralses de plantas em desenvolvimento, o que estimulouw o

-~

k]

astudo das possivelis

i

lagles entre esses dois organismos.

b

Varios estudos demonstraram gue 2 inoculag3o

de sementes, tuberculos ou raizes Com Pseudomonas
estimilava T CreEcimentd da88 plantas, tanto Bm Condighes

controladas como no campo, o que l2vou 2ssas  bactérias  a
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‘izobactérias Fromotoras do Crescimento

A possibilidade de wutilizcagdo de BFCPF na
manipulagio da microbiota da rizosfera, a fim de se obter um
incrementoc no crescimento das plantas, ainda necessita de

melhores sstudo

]

a

Fortanto, 05 objetivos deste trabalho foram

obhter i

Ui

nlados de FPseudomonas sp. de rizozfera de milho, =

postericrmente, selecion&~los guanto & capacidade de
DroOmMover o desenvolvimento das nlantas, Yisando sua
utilizag¥o como inoculante de sementes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rizobactérias Fromotoras do Crescimento de Flantas

Existem warios grupos de bDacifgrias gue, =

certas condligies, =0  Denaficas paira &3 nlantas.

i

tratamento de sementes de leguminosas com Rhizobium, uma

bactéria fixadora de nmitrogénio atmosférico. com a gual

se

produzem & comercializam inoculantes em todo o mundo,

Capresenta-se, hoje, como o 2 exemploc mais conheEcido.

tratamento de =sementes, tubsrculos ouw raizes com culturas

@i

oot

o

31}
3]

denominado "bacisrizagdo'", = L

i
Pv
01

=

I

s¥o chamadas de "fertilizantes bacterianos'.

de

0

preocaragties

Sequndo BROWN (1974), outras bactérias,
principalmentes dos generos zotobacter, Bacillus,

Clostridium e Pseudomonas,., foram aplicadas como inoculantas,

promovendo o crescimento de plantas. Ma Unido Soviética, em
1238, cerca de 18 ha sram tratados com bactérias, a3 guals
benseficiaram S8 a 78% dos campoes produtivos, aumentando =

srodusEc de 18 a Z0%. Mo entanto, & mailorias destes trabalh

faltaz de uma znalise sstatistics apropriada {COORPER, 1959

Iy



Messa @#poca  foram realizados o3 orimeiros
2studos sobre bacterizagio gue wtilizaram isoclados de
Azotobacter chrooccoccum, denominado "azotobacterin® =

Bacillus megaterium, "phosphobacterin®. 0 azotobactasrin, or
n P

ser um ficador d= nitrogenio atmosférico,

i
0

phosphobacterin, paor mineralizar o fosforo SrOaNLCO,

tornando-o  disponivel para a planta., foram  considerados

2stimuladorss do crescimento de plantas.
Gpbs a2 reviz¥o de COOFPER (1929, foi
realizada uma serie de experimentos contendo uma  analise

estatistica apropriada. Reszpostas positivas  Toram obtidas
com inoculagio de zotobacter =m trigo, tomate e milho

(ROVIRA, 19467; BROWN et alii,1?62; BROWN et alii., 19464).

Mais tarde, apos as observaglies de BROWN & BURLINGHAM (1968)
2 BROWN et alii (1948), sobre a existéncia de guantidades

mensuravels d2  acido giberélico =2 4cido  indol-acético em

culituras de zotobacter, foi sugerido nssivel efeito

o
1]

dessas sub

1]

tancias sobre o crescimernto e déssnvolvimento das
plantas.

Bacillus =pp. foi também utilizado como
inoculants de sementes por KOMEDAL & NEW (1973) & CHONG &
KOMEDARL.  (1948), o0s guals demohétraram a habilidade do
Bacillus subtilis no controle de Fusarium roseum f.sp.
cerealis 'graminearum" =m milho. J& ROVIRA (19463) cbhteve, de

forma similar, aumentos significativos ro crascimento de

milho, *fomate = frigo, pela inoculagdo de sementes com



R

Clostridium.

ment=2, os trabalho

Hl

com  bacigrizagdo

b-_
3]

Inmicial
de sementes wutilizavam, em sua maioria, zotobacter
chroococcum, Bacillus sp. 2 Clostridium. No sntanto, ROVIRA

(1983, realizando uma avaliag3o da habilidade do

Azotobacter em colenizar as ralzes, demonstrou gue este

nHAo se apf===n+35a como um bom }Fimniﬁéaé%, = que, por sua
vezr, Bacillus = Clostridium sram <olonizadores mnoderados.
uma vez gue colonizavam apenas 189 a 20% do nivel de
colonizagdo de Pseudomonas. Ssses resultados  corroborarcam
com o3 achados de ROUATT & KATIMELSON (1%41), gue compararam
o nuamero 2 ot tipos de bactérias encontradas na rizosfera e
no solo, concluind que o genero Fseudomonas 2ra

cradominante na rizogsfsra de trigo, aumentando, ASS1M, Im)
s ! a 3 h

In

interesse no estudo dessa bactéria,

Com a avaliagHo dos efeitos secundarios da
inoculagdo de Pseudomonas em sementzs  de pepino,  EKLUND
1197a) conclutiu gue 2£sas bactérias  produziam substi&ncias

zomo giberelinas 2 auxinas, responséaveils pelo crescimento de

Tais informagies provoCcaram maior
investigagio & procura de bactérias do género  FPseudomonas,
no  intuito de obter isolados gque promovessem o 0 orescimento

: 0 interesse neste grupo de bactéri

hl

= foi

incentivado por  estudos  iniciados na lUniversidade da



Califarmnia, em Berkeley, durante zs década de 78, onde foi

observado que a populagiio microbiana da rizosfera poderia
zar alterada pela introducio de isolados especificos de
Fseudomonas fluorescentes., Estes i=zolados induziam um
aumento no crescimento das plantas & foram dencominados FGFR

(Flant growth promoting rhizobacteria) ( KLOEFFER et alii,

1988y e

0 termo rizobactéria  foli criado para
descraver as bhactérias gue possuem & habilidade de colonizar

agressivaments o zistema radicular. Ess;

zu

5 bactérias podem
zer divididas em trés grupos, de acordo com sua relagio  com
a planta: beneficas, deletérias 2 neutras. Uma distingdo
deve ser Teita entre as "bactériasz do rizrcoplano = da

rizosfera" uma ver que estas terminoleogias  sXo  uti

l-)
—
ta
ri
hi]
a
17}
u

para identificar as bactérias isoladas de wma r=gilo  =am

levar em considsracl3o sua fungic 2 populag3o, pois, n[Ao
sendo colonizadoras de ralzes 2 podendo muitas veEzes zerem

"N

transitorias, podem  ser  izoladas por  acazo (SCHROTH &
HANCOK , 1981; SCHROTH & HANCQE, 1982).

Inicialments, PBURR et alii (1978} obtiveram
aumentos significativos no crescimento e produsi3o de  batat
através da inoculagzlo de duas espécies de Fseudomonas (P,
fluorescens & P. putida), mergulhando batatazs-sementesz =am
uma suspenssiao contendo 18 unidades formadoras de  coldnias

fufcy por  ml, antes do plantic. & seleg¢lo foi realirzada

partindo-se de mais de 189 bactérias, as gquais Tforam



isoladas da superficis de bpatata e gue  apresentavam
antibiose in vitro contra Erwinia carotovora VA .
carotovora. Tados o= isolados foram testados am Casa de

vegetagdo, mas apenas tr&s apresentaram reaspostas positivas
na promogido do crescimento. Os resultados  foram similares
quanto A& =ficigncia, tanto em condigdes de casa de vagetagdo

come de campo.

i

CLOEFFER et alii {1788a; , oor ua VET,

selecionaram isolados de RPCF (Rizobactérias Fromotoras do

Crescimento de Flantas) em batata, sem avaliar, contudo, a

H

presenga de antibiose in vitro. Utilizando mutantes d= RFCPs

i

. . . Yo . ) . . \
resistentes & rifampicina e 4cido nalidixico, foi avaliada a

colonizagdo de rizosfera de plantas, logo apbds a sua

1

amergencia. Dos 38 4

in

clados testados, cince s=sstimularam o

crescimento de plantas de batata, provocando  um aumento

acima de S@0% de crescimento am relag¥o as plantas contrale.
AS plantas inoculadas apresantavam alnda maior
desenvolvimento do sistema radicular & maiocr ndamero de

ramificagle

i

1
FLOEFFER, J.W. & SCHROTH, ™M.N. ~lant arowth promoting

rhizobacteria on radish. In: INTERMATIONAL CONFERENCE ON
FLANT  FATHOLOGY BACTERIA,4., Ontaric, 197%. Proceedings.

-

fours, Gilbert-Clarey, 1978. v.2, p.879-82.



citado por BURR & COESAR (1983%), para a =sslegio de RECE em
rabanete, 1Y dos 83 izsolados testadas oromoveram o
crescimento  das  plantas =m caza de vegetaglo. Esta alta

percentagem [(cerca de 18% dos isoladeos) pode indicar gque 2m

zulturas de cicle curto, como o rabanetsz, a bactéria

apresenta melhores condigSes para sobreviver durante todo o

ciclo da cultura, o gue nE0 acontecs nas culituras de cicio

n

8 uso de antibiose in vitro 2 a colonirzagHo

da isoclado 2m germinadores platicos assépticos foram os

criterics utilizados por SUSLOW & SCHROTH {1982b} para a

selegdo de izclados de RPOCF em beterraba agucareira. Dos 123

isclados ‘testados em casa de vegetagdo, oito promoveram o
crescimento das plantas =, dos 24  zelecicnados por

predominéncia na raiz, = gue nXo apresentavan antibiose,
trés promoveram o© crescimento das plantas & 2 mais  tarde

apresentaram inibig¥
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in vitro.

Estes dados levaram & concluzdo de gue, nem
todos ns isolados gque exibem antibiose astimul am im)

crescimento da ilant

w
7]

i
il

2 U8 & MmAailoria, daos RFCPs &
antagonista ds vérios microganizmos in vitro.

Cartas bactérias colonizadoras de raizes,
incluindo as Fseudomonas, induzem aumentos na emeraf9ncia das

plantulas. Este fenomeno foi descritc inicialmente por



W

KLOEFFER et alii (L984) com isclados gue causaram aumentos

significativos nas taxas de emergéncia de plantulas de soia

La,

=z c¢olza, sm condigles deo campo com baixas temperaturas, no
Canada. Esta nova clase de isolados de RPCF foi  denominada
RFE (Rizobactérias Fromotoras da Emerg#ncia de Flantas),

norem, o modo de agHo 2inda ¢ desconhecido.

Isolados especificos de Pseudomonas estimulam

a nodulagzdo de leguminosas por Rhizobium 2  Bradyrhizobium.

GRIMES & MOUNT {(1784) observaram gue Pseudomonas utida
P

(M17), selecionado como agente para o 2 controls bicolégico,

)

aumentou acentuadamente a nodulagdo por Rhizobium =m plantas
de feijiloc. Semelhantemente, FOLONEED et alii (1987) testaram
ns 2feitos de certos isolados de Pgeudomonas sgobre a
nodulacdo de =oja por Bradyrhizeobium japonicum., obssrvando

aumentos na nodulagio o crescimento das plantas =2m condigles

de Campo. Ezses i=sclados foram denominados PN
{FRizobscterias Fromotoras da Nodulag3o). Eszes autores
sugeriram. que o5  RFNs  poderiam  ser incorporados nas

formulago®Bs de incoculantes para iz2gquminosas, a Tim de
melhorar a performance destes produtos. 0 modo de agdno  dos

RFMs =std sendo investigado.



1a.

2.2. Colonizagdo das raizes
fs microrganismos coexistem na natureza =2m
constante interagc. Muitos fatores podem influenciar no
estabelecimento, sabrevivéncia e sucesso  da utilizagio

desses microrganismos e2m busca de beneficio para a planta.

No estudo da interag3c de RFCF com plantas
zsuperiores, pode ser observadc que as ralzss das plantas s%o
colonizadas abundantemente. Isto nos sugere a necessidade de
uma intima relagdo entre bactérias e hospedeiro para que
ocorram benefloics no crescimento da planta @ na oroteqdo
contra doengas. '

Varios fatores como: temperatura,
luminosidade, umidade do solo, fertilidade 2 aeragiio, bem
coma cutros  fatores fisicos = ambientais que afetam o
crescimento da plante 2 a exudagdo das raizes, devem
influenciar, de maneira acentuada, ¢ estabelecimento da
microniota rizeosféerica.

Em 1959, ROVIRA demonstrou o efeito da idade

da planta, da luminosidade, da temperatura e da nutrigio de

zAlcio sobre a quantidade e natureza dos amincacidos
exsudatos nelas ralzes. EKLUND (197@%), avaliando =

colonizagdo de Pseudomonas em ralzes de pepino, observou uma

T

nancia das actéer

-
[

pradom as em mudas, <om o 2 numero de

celuwlas foi decrescendn até ficarem =scassas

s

pébs cinco

0z

semanas. SUSLOW & SCHROTH (19892L) demonstraram gque isolados



de Pseudamonas,

Agucareira, colonizaram as ralzes
ento
a

15

fase de crescim vegetativo

paopul agles de 1 ufcoc/cm  de
r b

inoculados =&

de 90 5008 of

I"

Resu
1
SCHROTH

a om de raiz.

obtidos por TELOEFFER &

1985) ., ondde isolados resistentes

nalidisico colonizaram o sistema

d
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esta continua com o
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populagdc de Pseudomonas fluoresscentes

radicular

ufc observadas
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fluorescens ocorre am

igdo com microrganl

=2m sementes de belterraba
g peresistiram através da
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variou

ltados semelhantes foram

& rifampicina & ao Acido
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A Tas2 I ze inicia com o primeirc contato da
bactéris inoculada  com  as ralzes que =st3oc  emergindo.
Durante o alongamento dessas ralzes algumas bactérias  s3o
levadas por suas extremidades, enquanto nuitras =3o deivadas

para tras tornando-se uma fonte de  indculec  nas porgies

valhas das rafzes (WELLER, 1984). & wmultiplicaz3dc das

ias  nas extremidades das raizes pe
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multiplicagio, ransporite ocorrEria soments xté gue o
indeculeo inicial, 4que est& presente na extremidade, s=er

luido (WELLER, 1988). BULL ., citado por WELLER

totalmente d
(1988, apresentou evidénciés para a fase I, demonstrando
gue bactérias de diverscs nichos ecolégicos, COMo F.
fluorescens Z-79 =2 Q72a-88 (agente ds hiccontrols Hd2  ralizes
de trigoj}, Escherichia coli, P. 'syrihgaea Xanthomonas
campestris, Erwinia carotovora ¢ E. thbicha (as guails n3o

gentes de bioccontrole), aderem igualmente bem as raizes

e

=]

113

=7

de ftrigo. Aléem dissc. apdse terem sidos licadas em zementes

51
ko)

de  frigo, as gquals foram plantadas em s=olo natural, essas
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everity of take—all caused by Gaeumannomyces graminis var.
tritici. PFullman, 1?287. 75p. (M.S. - lWashington State

University)
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bactérias foram detectadas em igual numero ac longo da raiz,
na ausancis de  dgua de perocolagdo, gquatro dias apds o

plantio. A populagio de todos os isclados 20 longo das

alzes individuals declinou, linearmentsz, da sements para &
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SCHROTH, 1987:. ZULL , citado por HWELLER {(1988), amostrou
ralzes esmergentes de sementes de trigo  tratadas com P,
fluorescens I~7%9 logo apos o plantio = 3o detsctou a
bactéria em 20-4@Y% das raizes. A aus@ncia de uma bactéria
introduzida na extremidade da raiz pode ccorver por  remozdo
fizica, causada pelo deslocamento devido A adeorgio A4S

particulas do solo, ow mesmo, através da competigXo com

~._\l
—

hactérias nmativas (BEAHME & SCHROTH, 198

0 primeiro problema pode ser oriundo de certa
inabilidade da bactéria, 2=m, algumas vezes, nao s

multiplicar com a velocidade compativel com = do crzscimento

da raiz, & gqual se e

i

tende raplidaments pelc scolo (2-9
cmsdial ., por expansi3o das cglulas nas zonas de  zlongamento
(1B a 28 verzes seu tamanho original) (FOSTER, 178&).

0 destino final d= uma bactsria introduzida é
governado pela sua capacidade de competigi3io com a microbicta

nativa durante s fase 1I.



14,

As  hactérias com competéncia rizosferica

padem multiplicar—-se z=obreviver nas ralzes, ao passo  gue

1]

as gue ndHo apresentam esta caracteritica sAoc rapidamente

deslocadas. Utilizando o isclado de P fluorescens 2-79

fal

-y

(agenﬁe de biocontrols) em sementes de trigo, BULL citado

nor WELLER (1988B), demonstrou gque, apds 14 dias. a sua

populagdc desza bactéria na rizosfera era muito maior do que

fh

das bhactéerias que ndo 2ram agentes de bicgcontrole. am solo

populagdo total de Dactérias foi

i)

natural. No e=ntanmtoc, =

aproxsimadaments a  masma nas ralzes, quando em solo
pasteurlizado.

DUFLER & BAKER (1984), demonstraram que,
gquando as bactérias foram adicionadas ao solo biologicamente

rosfera de

P.,
fu
‘,—1 .

ativo, © isolado de P. putida colonizou a
rabanete menos eficientemente do gue quando o mesmo solo foi
submetido & secagem ao ar antes do téste, atim de reduzir a
atividade microbiana. Isto sugere que a compatigio,
provavelmente, fol maior no primeiro caso.

Durantes a colonizagdo da rizosfera o=
nutrientes podem ser um fator limitante na competiglo entre

bactérias. Obhservaglises diretas de ralzes rno =0lo

demonstraram gue a malor parte da superficie da raiz n3o &

B

-
U]
3
'e]
5
]
13
iy
5
m
3

colonizada, 2 gus as bactérias tendem a =
cavidades intercelulares; onde os nuirientes podem s=2r mals

abundantaes (ROWEN & ROVIRA, 197&).
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ntroduzido deve ocupar o

2epagco de uma bactéria nativa para z=e estabeslecer. Assim,

o+

como  respoasta para a introdug3o deste i

1]
Q

1]

lado, a populag3o
total n3o deve mudar, 2 Sim, sUld CcOomMpDOsSigdo & que deve ser

alterada (WELLER, 1783).

. Fatores que afetam a colonizagcio da raiz

Al colonizagdo da railzs pelas bacteérias

introduzidas durante s fase I, junt

u

mentz com sua propagagcio
2 sobrevivencia durante a fase II, s3o profundamente
afetadas por fatores bidticos e abidticos.

HOWIE et alii (1987) estudaram

3

efeito do

potencial matricial da rizosfera sobre as fases [ e

—t
—

£m
ralzes de trigo colonizadas por P. fluorescens 2=79,
aplicada na semente. A3 malores populaglBes ocorreram na
faina de -8,3 a -8,7 bar, na gqual., ssgqundo os autores, a
disponibilidade de oxig#nio e o potencial de turgor das
zélulas e/od & disponibilidade de nutrientes seriam
adequadas para gue as c2lulas bacterianas se desenvolvessem.
DUFLER & BAKER (1984), observaram também a capacidade de

sobrevivéncia de FP. putida guando da lenta

h

ecagem do =olo
até -188 bar. De um ponto de vista préatico & encorajador que
a bactéria introduzida possa sze difundir do material

nlantado para as ralzes =2m uma larga faixa de potencial

[



matricial (WELLER, 1988). Segundo HOWIE et alii (1987, o
transporte  de bactérias com o alongamento das raizes  (fase

I} n3Eo requer agua de percolagio, porédm a presenga  desta
pode aumentar o movimento bacteriano (BEAHME 2% SCHROTH R
1987 FARKE et alii., 1986).

Em um experimentc de campo, BAMME &  SCHROTH

{1287) monitoraram a distribliclo sspacial de P. fluorescens

Al-B em ralzes de batata antes e depois da irrigacd A Agua
moveu as c=lulas de A1-B das batatas-sementss em direg¥3o a0

so0lo 2 redistribuiu a populag3o de AL-H ue havia se

n

gsgtabelecido nas raizss antes da irrigag3o, o que r2suliou
2m  um aumento da populagdo nas proximidades da sutremidade

das ralzes. Esses pesguisadores levantaram
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b [l g h

it
HH
i

+
=8
0
fly
Q.
D
il

populagdo bacteriana introduzida em diregic

il

das ralzes.

0 movimento de bacitérias pelo solo, atraveés

da &gua, @ afetado por caractsristicas da propria  bactéria,

ot

ais como forma, tamanho, motilidade & carga e=letrostatica,
bem como pelas caracteristicas do solao, como naturecza,

)

tamanno & 2 distribulg¥o dos poros, contelddo de agua =  oH.

Canals deilxados por  ralzes velhas =2 animais. aiém de
nossivels REpagos na  LnteErface =olo-raiz, devido ao
ancolhimento diwrno &  intumescencia, podem ogpermitir  wum
moviments descendente das bactérias mais rapido na &gua do

que ocorre 20 longo da raliz, smoum

it

olo com potsncial de
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agua malis uniforme (FPAKER et alii, 1986). Assim, o efeito do

movimento da &gua sobre a bactéria deve ser malhor sstudads

i

m condiglBes de campo ou amostras n3o deformadaz de solos.

-
]
0
m
A

et alii {1985 descrevem gque A

ideal para o crescimento de P. fluorescens e F.
)

putida in vitro sstientre 25 e B C, no entanto, a

temperatura

fou

colonizagXo por essas bactérias & geralmente incramsntada a
0

12 aun 1B C. A mtividade micreobiana do solo suments com O
aumento da temperaturas ASSim, gespera-se melhores
colonizagli=ss E] temperaturas mais baixas, o OQuUE ,
provavelments, reflste a menor :Dmpet;;ao com a microbiota

rnativa.
Com relagioc aoc pH. 0 crescimento dessas
bacterias comporta-se de maneira similar. Segundo  HOWIE

119835, czitado por WELLER (198B8)., snguanto =sta tendem =&

W

crescer melhor in  vitro, em pH neutro ou  scima, a

colonlizagdo de raizes de trigo po P. fluorescens 2-79 Foi

rt

maior na rizosfera com pH 6,0-5,%, do gue 7,8 ou acima. Este
fato ocorre, provavelmente, devido a uma competig3no com

bactérias nativas da rizosfera em condicgfes Acidas.

-

HOWIE . W.J. Factors affecting colonization of wheat roots

i

and supression of take—-all by pseudomonads antagonistic to

Gaeumannomyces graminis var. tritici. Fullman. 1779. 2Zp.

"

(Fh.D - Washington State University}.

s
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Microrganismos nativos podem tambgém  aumentar
a colonizaglo das ralizes por uma bactéria introduzida.
WELLER (1983} obszervou gue a populag¥o bacteriama nativa,
gram negativa, de Pseudomonas sp. = da bactéria  introduzida
P. fluorescens =Z-79 em ralzes de trigo, foram maicres guando

as ralzes estavam infzctadas por 6. graminis var. tritici do

que guando as railzes sstavam sadias.

2.2.3. Caracteristicas de competé&ncia rizosférica

Concomitantemente com uma condigfo ambiental
favoravel na rizosfera, o sucesso de uma colonizagio por  um
periodo  longo, requer gue & bactéria introduzida  apresente
caracteristicas intrinsecas de compet&éncia rizosférica, gque
envolvem 2 ades3o, distribuigdo = sobrevivéncia. De  uma

maneira geral, as caracteristicas das bactérias que

contribuem para a sua competéncia rizosférica si3o, emn  sua
maloria, desconhecidas.
A produgXo de fimbrias, gue sXo sstruturas

protéicas comumente produzidas por bactérias gram negativas,

i

iy

cuja  fungdo =st4 associada com & ades3do diferentes

b1l

b

arganisa

z
i
H

g substratos, foi obssrvada por VESFER (1287), em

rt

F. fluorescens 2Z-7%, apresentando uma correlacfo com oA

capacidade de ades3o das c2lulas em raizes de milho.
For sua wvez, a importi3ncia do fTlageles no

movimento das bactérias no s=zolao tém =ido amplamente



estudado. GRIFFIN & QUAIL (19248) mostraram gue zpesar  de
sua fungzo. 2 movimenio das bactérias devido ao flagelo n3o

pade OCOrrer em

w
]
o
[u]
il
i
iJ
3
o
8]
v+
1]
3
N
{4
i
e
3
]
it
-3
.—l
in
l«d
[
et
)
]

Aximo  ou
abaixo de -8,35 bar, devido ao filme de Agus rtornar—se  muito

fino =2 o3 poros presnchidos de  iSgua sersm  peguenos e

descontinuos. HOWIE et alii (1987) descravem gue mutantes

ndo flagelados de P. fluorescens R72-B0R, Rla—-80R = R4a-80R"
colonizaram ralzes de ftrigo em doilis diferentes =zolos de
forma semslhants zo0s diferentes parentais, —om potencial

matricial de -8,2 bar (favordavel & motilidade) = -2,2 bar
indo Tfavoravel a motilidade). Isto indicaria claramente a
‘N30 essencialidade dos Tlaqelos para o movimento bacterianog,
éo longo das ralilzes de trigo.

Em contrapartida DE WEBER et alii {£1987)
reportaram  gue os  guatro nutantes n3o flageladeos de F.
fluorescens H65‘3?4 aplicados em pléEntulas de batata, tendo
as ralzes cerca de 1 cm de comprimento, desenvalveram,
significativamente, uma populagdo mais baiza do gue o= sSeus
parentaiz, em ralzes a uma oprofundidade de Bom. Esses
avtores concluiram, assim, gque a motilidade & resquerida para
a colaonizagdo de raizes de batata em creszcimento

Eeses achados conflitantes sobr=2 o papel dos

flagelos opodem =ser atrlbuld 15 & possivels difersngas nos
isolados, na 2spécisz de planta, nas condigles fizicas do

=0l &, particularments, na umidade.



HOWIE et alii (1987 coanduziram =uas
investigacies =m potencial matricial controlado., Em

contraste, no trabalho desenvolvido por DE WESER et alii
{19837 nio houve o controle do potencial matricial,
permitindo um umedecimento do solo peor bhainc. E  possivel
notar gue, caso o solo possuisse um potencial  matricial
superior  agueles estudado por HOWIE et alii, o movimento

acterianc poderia ter sido substancialmente menor. T nitido

1]

que segundo s trabalhos acima citados, Juando

caracteristicas bacterianas, potencialmente importantes na
colonizagdo de ralzes, =2st¥o sendo estudadas, as condigies
‘do solo devem ser rigorosaménte controladas para eavitar a
introdugio de maltiplas varidveis superimentais.

Quando sxiste um potemcial matricial adeguado
no s0lo para & motilidade., =2 quimiotaxﬁa ‘am  dirsgdo  As

sementes =/0u

3]

os 2xsudatos das Fai:es'pcde conitribulir para
4 habilidade da bactéria em colonizar raizes.

& gquimiotaxia pode =2y especialmente
importante guando as bactérias s3o adicionadas ac zolo ou no
sulco de plantio, n3o estando assim em contato com a planta.
SCHER et alii (1983) demonstraram guimiotaxia

de Fseudomonas fluorescentes com sxsudatos de ssmemtos  de
s0ja, a2m =solos saturados com Agua. Fol. encontrade oque P.
putida RW1 movia 1 cm em direg3o & semente de s=oja em 172

horas. Algum tempo depois, BASHAN (1986b) observou que, em

condigles d

1]

solo esterilizado, proximo & capacidade de
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campo, F. fluorescens 82811 migrava variocs centimetros =2m

LA I |

]

diregdo as ralzes de trigo, porédm se locomovia menos ro solo
guando  as  ralzes de trigo sstavam susentes. For =zua vesz

= a

ARORA et alii (198%) observaram que P. fluorescens = P.
putida eram atraldas por subst&ncias liberadas por conidios

de Cochliobolus victoriasa = esclerddio de Macrophomina

phaseolina. - . : B .
Zabe-ze que, em condigles de baixa umidade, a

tolerancia a0 solo seco 2 haive potencial =mHtico podem

i

ajudar & sobrevivencia de algumas bactérias na rizosfera.
Com a planta ftranspirando ativamente, o potencial matricial
da interface solo—-rai:z varia} poderidao tornar—-se muito  baixo
durante os periodos de alta svapotranspirag3o. LOFER et alii
(1983) ., demonstraram relagldo entre tolerf#ncia osmética =
tamanho da populagHo de oito iscolados o Pseudomonas. =m
ralzes de batata.

v B

2.3. Modo de agio

Al forma pela gual a RFPCP estimula ]
crescimento das plantas ainda n3o =] conhecida. 0
conhecimento sobre os possivelis mecanismos envolvidos neste

arimordial import#ncis para gue  se possa

i
L
]

roCeEssa

pe]

selacionar 08 i1sclados mals eficientes. Yarios mecanismos

tem sido propostos a fim de conhecer ssses processos.



2.3.1. Frodugdo de substaéncias promotoras do

crescimento

Muitos rpesguisadores t#m obtido isolados  de
Bacillus, Azotobacter = Pseudomonas que produzem substancias
como  giberelinas, auxinas e citogininas, responsaveis pelo
crescimento de plantas (BROWN & BURLINGHAM, 1%248:; BROWN et

alii, 1758; EROWN, 1954; EKLUNMD, 197@; KATZMELSON & COLE,

19263 .
Sob certas condigies, 2ssas subst&ncias
produzidas pelos microrganismos poderiam resultar na

estimulag¥o do crescimento das plamtas. Mo s=ntantoc, seria
necessaric o perfeito estabelecimento desses organismos na
rizasfera, o gque aparsntemente ccorre apenas com o género

Fseudomonas (EKLUND, 1972:.

2. Solubilizaglo do fésforo

0 fosforo se apresenta no solo come fosfato
inorgé&nico produzido pela intemperizag3eoc das rochas, ou como

fosfato orginico derivado de residucs de plantas, asnimais e

micrarganismos. Usualmente, menos de 5% do total de  fosfato

no solo esta disponivel. para a olamts. Slauns
Microrganismos, no  2ntanto, possuem  a capacidade de

solubilizar o fésfore inorg&#nico tornando—o disponivel.
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A inoculagiio de sementes de milho com

Fseudomonas =p. provocou um aumento na produg3o de matéria
seca 2 na absorgdo de fosfato., segunde HEAVIMANDAN & GSAUR

(197173 porem n3o se pode afirmar gque =ssa absorg3o  foi

2levada devido & solubilizacdo pelo microrganismo.

Entretanto, em estudo recente, LIFSHTZ et
alii (1987)  demonstraram gue um isoclado de Pseudomonas
i)
putida aumenitou 2 absorglc de F—fosfato por plantas de

~n ]

colza. A inoculaglo de sementes com este is=olado rasultou em

Iz
um  aumento =significativo do nivel de ) F no zistema
radicular 2 na parte agrea. Uma andlise de regress3c linear
indicou correlagles Signifiﬁativas éntre o  comprimento do
2
sistema radicular e 0 nivel de F nas raizes, bem como,
=2
2ntre o comprimento do zistema radicular = o nivel de F na

parte aerea.
- Z.3. Mecanismos de supress3o de patdgenos

2.3.3.1. Competig¥o por substratos e excluslo de
nicho
A competigdo por nutrientes fornecideos pelas
ralzes = esxsudatos de sementes, provavelments, ocorre na
maioria das interagles entre bactérias e patdgenos. 0

gstabelecimento de uma grande populagdo de bhactérias no

material de plantic & ralzes provoca uma diminuigio dos
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nutrientes da rizostera, reduzinde assim a gquantidade de

]-.n

carbono @ nitrogénio disponivel para sstimular a germinagio
dos  @2sporos  de fungos patdgenicos ou para a colonizac3o
subsequente de ralizess (ELAD & BAKER, 198%3b:

% - ;7 ELAD & CHET.

Pseudomonas fluorescentes

10
g
(

aspecialmente
adaptadas para wtilizar os nutrientes, uma vez  gue  s30O
mutriciAP“lmente verssteis e orescem rapidaments na
rizostersa

p

Agui. £ interessante relembrar o conceito de

sitios prefersnciais & zona de influf#ncia. BENNET &  LYNCH

i

(1981), ROVIRA (197%9), SCHIFFERS & van YUURDE {1978) =
‘outros tém demonstrado gue somehte uma paguena percentagem

da  raiz & realmente colonizada por bactérias. O ndmeros

obtidos wariam aprosimadamente
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dizsponivel da raiz, ou seja, certas areas da raiz. tais como
Jungdes de células 2 pontos de esmerg@ncia de ralzes
laterais, parecem favorecer s colonizacdo, uma vez gque os
exsudatos sdo abundantes nestas regilles, comportando-—-se como
sitiocs prefersnciais para colonizago

Recentements, estio sumentando s  svidécias

de que a3 microbiota sapro

-4
[

tice da rizosfara inclul
zlementos deletérios 2 beneficos, que possuem potencial de
influenciar o desenvolvimento e produgXo das
forma significativa (BURR & CAESAR, 1984: FREDERICESON 2

ELLIOTT, 1985; KLOEFFER &SCHROTH, 1981b;:; SCHROTH & HANCOCE,
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19832; SUSLOW, 1982; SUSLOW & SCHROTH, 1980 e 1982)

H
i3

Una das hipbte

n

=s vantadas para esxplicar a

haoilidade de algumas rizobactéri

r_U

S promoveream o crescimento

das nlantas, seria a sua capacidade de zolonizar
agressivamente o sistema radicular, resultando 2m uma
substituigdo ou exclusdo de componentes deletérios da

microbiota das ralzes (SCHROTH & HANCOCK, 1981; —SCHROTH & -

HANCOCE , 1782; - SUSLOW & SCHROTH, 1282).
As RED=s  (rizobactérias deletérias) =30
conslideradaz como patdogenos menores, oSu sela, aqueles

saprafitas ou parasitas confinados & tecidos  Juvenis como

pelos radiculares, wtremidades de ralizes a celulas

corticais, gue afetam o Crescimento das ntas pela

i
ot
fi

produg3c de metabdlitos, os quais alteram o szsuprimento ds

e

J.:
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ions @ substénclas de crescimento das plan
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causa  redugHs na germ;naggo; distorgz3io nas ralze
redugdio do alongamento e sumento da  infecg3o por  fungos
(BURR & CAESAR, 1984; GEELS & SCHIFFERS, 1987a; SCHROTH &
HANCOCE , 17823 SUSLOW, 198%: SUSLQM & GCHROTH, 198Z).

Em peterrabsa agucareglira, as REDs sHo
freglentemente sncontradas em maior numero do gues as  RPCPs

durante o i

i

Dlamento. Estudos am culturas comef:iais desta
nlanta mostrou que:aé REDs podem compreender de 128 s 20% dos
isaiédoa de bhactérias, snguanto a5 RFCF=s representam
somenta I a 3% da populagdo. As FED=s foram encontradas =m

todos o0z estadics de desenvolvimento das plantas, e



REDs t&m sido

i
(=

zeedling a raizes

s
‘.. o

2 mudaz. Da mesma forma,. =

in

isolados de uma variedade grande de plantas incluindo trigo,

milho, alface e feij3o (SUSLOW,1982).

dentifticagdeo

iH

Um  aspecto interessante na

de RBD £ o fato de gues ssus efeitos deletérios  as nlantas

330 observados =2m zolo esterilizado = =m =0lo natural,
contrastando com & ingculagdo  de RFCPs onde &feitos
zignificativos soments s3o  observados =m =ole matural

(SUSLOW & SCHROTH, 1982b0).

Utilizando—se isolados de RBED marcados com
esisténcia a rifampicina e acido malidixico, foi
demonstrado aque o tratamento com o izglado de RFCF SH &
impediu ou reduziu a colonizaz3o de RED ras raizss. Flantas
com  alta densidade populacional de =RED  tiveram sintomas
tipicos de encurtamento de ralzes, snrolamentc,. ausgncia de

pelos  radiculares 2 necroses. Tem =idso subseqlientaments

observado um  decréscimo  parcial de EBED  insensivel E

i1l

antibiose in vitro por SH S, na clonizagldio de ralizes,

devido & zlevada tara de crescimente do SH 5. lLogo, se os

RFCFs colonizam primeiro as raizes, oz RED n¥o as  colonizam

com 2 masmo potencial.
a. — Efeito das praticas culturais

A promogdoc do crescimento = os efeitos no

aumento da produg3o de  =olog fumigsdos, pasteurizades.,



tratades com pesticidas ou a introdugloc de antagonistas

o

muitas vezes n3fo podem ser explicados nelo  sumento

da
disponibilidade de nutrientes, melhoramento na estrutura  do
stes

in

oclo ou supress3o de nematéides @ patdgencs mai
problemas nos levam a orer gue oz FDEs, ou  patdgenos
menores, estdo =nvolvidos na redugio do  crescimento  das

nlantas e da produc3o (BURF & CA

15!

Apesar  da maloria dos solos de campo possulr populagsies  de
patégencs menores ou REBD, seus sfeitos na sadde da planta,
bem como na produgdo, parecem  tornar-se cada YeI 0 mais

335 culturais.

I
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ertas prati
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pronunciados através de

Pesquisadoreslholandezes team demonstrado que
a fregdencia da produg3c de batata ne campo afeta a
habilidade dos RFCFs em melhorar o crescimento das plantas.
GQuando  batatas foram preoduzidas em um mesmo campo = cada

tres anos (rotagdo curta), a produgio mostrou-s

i
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menor  do que & cada s21is anos (rotagido

et

onga) = I@8% aenor

quandn o culitivo  foi realizado continuadaments., Fesas
informagles s=zugerem que fatores microbianos, outros que
patdgenos reconhecidos, s3o o principal fator no declinio
observado (SCHIFFERS et alii, 1987; BAKKER et alii, 19864;

GEELS et alii, 1984).

0 retardamento no crescimentc  vegetal onode

m
]
-
5
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produzide =2m sxperimentos realizades em um periodo  de
doiz MmEeses Com YAass0s, am casa de vegetag3o, utilizando-se

s30los  obtido de
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SAR, 19843 SUSLOW, 1982).



cultivo de batata {(GEELS & SCHIFFERS, 1983h).

Outro dado intersssante ¢ mostrado oor BAKKER

|

i

& BCHIFFERS (1987 onde, szegundo =sses avtores, a& sSupressiog
d2 cianida pruduzida por RBD seria & cadsa da nromogdo de

crescimanto de batata pelcs RFCPs. A cianida & um metabdlito

secundaric de varios microrganismos. Ela pode ser produzida
diretamente da glicina ouw prolina, =2 de glicosidios
ClanogBenicos, todos  observados nos exsudatcs de  ralzes.
Aoroximadaments 4% das bactérias aeréabias, izoladas s=sobre
tripic =oy agar {(T3A), de rizosfera de batata o trigo.

crescidas =2m solos  com rotaghe

u
r

C
]
rt
i
i

2 longas, t#m o
potencial de produzir ciznida . Sabe-ss tambénm Jue, rpelo
menos  40%  das 'seudomonas de rizosferas de batata foram
capazes de produrir cianida in vitro. &lém diszo a produgio
2 hidrogenocianida por  bachéria 2sta - nrovavelimente,
anvolvida na 1nibig3o do metabolismo energéfi:c.

Em experimentos in vitro, a via respirataria
do citocromo de raizres de batata intactas fol muito sensivel

a cianida, zendo mais de 48% inibido por 5 uM de HCN.

batata de rotagles curtas Fforam =i
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s zolos ou até meEsmo ser maior no solo de  curta rotagio.

rt

Zssas observagless suportam a2 hipotese de gque as  baixas

produclies de batata em rotagles curtas podem, =0 menos



& produgdo de  cianida nor  isolados e
Fseudomonas ZR0. foi demonstrada ser dependaente da
+5
disponibilidade de Fs devendo ser, dests forma,
particularmente influenciada pela competigXo por ferro com
FEFRs produtores de siderdforos sspecificos.
2.3.3.2. Controle biolbgico de doengas de plantas
Fara a realizagio de Lifm controle

binldgico de doengas, através da bacterizagdo de zementes, &
necessaric gque & bactéria  inoculada se multiplique na

rizgsfera 2 iniba os microrganismos patogénicos, atraves de

competicde &
ntibiose. S2 a bactéria se multipiicar rma rizosfera de uma

pPlanta  apos sua emerg®ncla, mas nXo  conseguir  sobreviver

durante todo o ciclo da cultura, nZ%o serd obtido um controle
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2ra conseguida uma inibigdo da aclo
dos patdgenos gque causam doengas em mudsas.

BURR et alii (1978) conssguiram om  aumento
significativo na produgXo de bhatata através da inoculagdc

de isolados especi

—-4':

icos de P.fluorsscens ¢ F. putida, 2

atribuiram =sse efeito a0 controle da cansla preta

'
H

podrid3o mole da batata, doenga causada por Erwinia
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carotovora war. carotovora. Fostericrments, SUSLOW & SCHROTH
(1982H) obtiveram respostas simlilares em beterraba
AgUCAreilra. FLOEFFER  (1983), com a aplicag¥o de RFCF em
batatas—-sementes, antes do plantic, obtsve uma  reduglo
gignificativa na populaglio de E. carotovora nas raires de

batata, em =xperimento de campa, sugerindo que o RFCPR pode

Em +frabalho publicado por SHILEY (1978a,
177280 varics isoclados de Pseudomonas sp., em rizostera  de

trigo, foram inibidores do desenvolvimento da podrid3c do pe
causada pelo fungo Gaeumannomyces graminis wvar. tritici.

Foi observado gue a tava de crescimento das hHifas do

referido  fungo foli  menor nos zolos em gque & fonte  de

+
colonias  iscladas do tratamento com NH s sugerindo gque a
. 4
supressio da podridio do pé de trigo,. atravées da utilizacXo
de difersntes tipos de fertilizantes nitrogenados, &
causada, pelo menos 8m  parte, pelo antagonismo de

& prodidio do pg &, provavelments, a doenga
¥ 2 [ od h "t =

mais importante do trigo. Devido a falta de resistencia  da
planta  hospedeira =& do controle guimico =con@Gmico. o
Ficcontrole, utilizando—se bactérias asts sendg

intensivamente estudado (CAMFBELL & CLOR, 198%:; CAMPEELL &

EPHERAVE, 1983; CAFFER & CAMFEELL, 19B&: WELLWR & COOkK,
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128 WELLER et alii, 1989%; WELLER et alii, 1983: WONG &
HAKER . 1984;.
WELLER & CO0OK em 1987 isclaram Fseudomonas

fluorescentes de raizes de trigo cultivado =2m  amostras  de
s0lo de um campe onde ocorria o declinic da podrid3o do pe.

Este declinio, uma forma de biocontrole natural, & 2UPrEsSs0

como um  decrescimo =sponti#nec na severidade da doenga 0 &

concomitants sumento na producdo em monocultura o2 frigo. As
Pseudomonas fluorescentes foram testadas ~m controle da
podriddo do pé, devido ao fato delas poderem ter  influgncia

papel no declini

l.J
[n]
Inl
i
i
i}
1
a
¥
n

Foi abservado'também, que P. fluorescens 2-79
(MRRLL B = 15132) isolada, ou junto com L3-7% (NRRL B =

153224), suprimiu & podriddo do pé =2m tri

i

0O de primavera @ de

o3

nverng, gquando aplicada como tratamento de =emente. A
produgdo foi aumantada em média 17% =] canteiros

axperimentais, sendoa que & combinagido dos  isclados  foi
superisor a cada isclado sozinho, e2m cerca de 50% dos  testes

(WELLER & COCK, 1983; WELLER et alii, 198

o
e

A aplicagdo conjunta dos isolados resultou
numa  melhor estimulagio da microbicta natural, responsavel
pelo declinio da podrid3o do pé. O isoclado de RFCF 2-79 & um

colonizador de raiz

y)!

gressivo, podendo szer isolado de  trigo
durante todo o periodo de desenvolvimento da plénta. Quando
aplicado come *tratamento de sements, compreends 30% da

populagio total de Pseudomonas fluoresscentes nas raiz 2s, Dpor



il

um paricdo d2 atéd dois meses apos o plantio (WELLER 1783 .
[l

Y]

SCHER & BﬁKEE_(l?BB) conssguiram induzir
supressividade em um solo condutivo = Fusarium, apds =
autoclavagem desse solo, a inoculagXo com Fusarium oXysporum
f.sn. lini & a transferénci

de psgusna de um-

{1y
h]

guantidade

in

=0lc supressivo a Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, causador

de murcha de linho = craveo., Isolados de Pseudomornas ~ +foram

obtidos do micélioc do fungo, sugerindo gue & supressividade

# Fusarium, no solo wutilizado, era de arigem bioldgica e o

controle da doenga poderia sar realizado através da
inoculagido de sspécies apropriadas de hactérias nos solos

condutivos.,

FREITAS & FIZZINA

....{
0

(1989} demonstraram o
zfeitec do isolade de Pseudomonas so. Fs-5R, provenisznte  da
rizosfera de ftrigo, no contreole de in&idéhcia d2  murcha
ausada po  Fusarium oxysporum *. CEpR. klycopersici 2m

tomateiro cultivado =m solo esterilizado —zsterilizado.

1]
3
g
a

a. — Selegdio de uma bactéria como agente de

biocontrole

Devido &3 condigfss sconfmicas 2 a0 longo
tampo regqueride para testes em condiclfes de CEMDO . metodos
b | b h

mals apropriados s3Ho necessirios para a sazleqgdo de isolados
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=jam rizobactéeris

il
i
i
f.. &
i
,u

abilitadas mara a r2alizagdo do

cantrole bhiclégico {(ECHROTH & HAMCOCEK, 1781, 19872: SUSLOW &

e

SCHROTH, 198%2; WELLER & COOK,1984).

& zelegdo de isclados sficientez pode ser
aperfeigosda  procedendo—-se um primeiro  isolamento destas
bactérias na mesma condiglio ambiental na qual =las  serio
utilizadas. O isolamenta de solos supressivos  a patdgencs

code  aumenitar, 2m grande escala, as chances de gue seja

Existem evi.Eﬂc1as de gue zs Fseudomonas t&m
um papsl na supressividade de certos solos  para Fusarium,
:ausadoﬁes de murcha =m 1in'hr:35 rabanete 2 peping (SCHER &
EAKE:,’l?;E); da podridio do pé de trigo 2 da podrid3o negra
de ralzasz de tabaco {(STUTZ et alii, 1984). A parcentagem de

Fseudomonas fluorescentes supressivas da pedrid3o do ps, 2m

closnesaios  2m casa—de-vegetaglo (WELLER et alii, 19851

WELLER et alii. 19388}, apresentou-s=2 malor gquando =5
bactérias Foram isoladas de ralizes de trigo cultivade =m

zolos  supressivos  {(de campos gque  sofreram declinio de
podridio do pg) do gue quando em solos n3do supressivos. NEo
existe relagio =nhtre a atividade da bactéria em  inibir o

patagenc in vitro & suprimir a doenga os

,u

usada Sor aguele

U

togeno in vivo, ou seja, isclados produzindo grandes zonas

de iniblgdc sobre melic s&lido, nem sempre  serdo aelhores
agentes de biocontraole (BAKER, 1%48; 3CHROTH &  HANCDCK,

F81;: WONG & BAKER, 1984).

[2=3



4.

Alguns exparimantos in vitro TAm sido

modificadocs para poderem simular, mais realistica
¥ E

+
e
i

condigies naturais. AHODES et alii em 1987 desenvolveram  wm

m

s

Js-
8]
3
w

2Nsaio oo 2 intuito de pré-sele Yol agentes de

dido de batata. Desta forma, antagonistas
2 patogsnos sHo  co-inoculados =m uma fatia de batata e

I
incubados por trés dias

4]

extensdo da podrid¥o em comparagcio ao patdgeno  incoculado

isoladament=. For

lh

ua  wer, RANMDHAWA & SCHAAD (1985
desenvolveram uma cfmara de pléantulas que permite o 2studo,
em placa de Pstri, do antagonista = do patdgeno socbrz as

ralzes. A zselegdo de isolados eficientes em condiglies de
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ada por ensaios em casa de vegetago.
Com emsse mbjeti?m, tem zido desenvolwvidos métodos ros  quais
s2ja possivel selecionar antagonistas de B. graminis wvar.
tritici (WELLER et alii, 198%5), Pythium spp. (WELL ER & coak,

1984) em trigo, E. caroctovaora em batata (25U & EROES, 1984a)

iD
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magasperma f.sp. glicinea =m soja (LIFSHITZ
et alii, 198&). Alguns fatores importantes mos ensaios  sd0

usualiments: potencial de inbdculo do  pategeno (WELLER et

alii, 1983), condigBes ambientais (temperatura e conteldo de
umidade do =olo) e dose da hactéfia candidata (XU & GSR0OSS,
1984 .

Outra prémcupag§0 comum 2 & selegio de

isolados zom habilidade de colonizar as ralzes sem wisar o

controle biologico (JUHNKE et alii, 19875, considerando

28 C, com posterior avaliagdo da
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que o sgentie de biocontrole do patd

um bom ooleonizador das mesmas.

ralzes

anotobi ca utilizando areia

-

1284, SCHER et alii melhoraram =sta

e

FLOEFFER et alii (1983)

método para selecionar colonizadores

SSPBIrMoOST21A Q

¥

bacteriana introduzida na espermosfter

]

°
=

=ar inoculada i

Y

Nas samen 3010,

i

= alt Nno

b. — Formulagido de agentes para o

0 controle

plantado ou no =olao,

i}
—

inferior de viabilidade

#

desse controle 1%

inclu

ey

WELLER & COOK,

.

: CAMPEELL & o8

CLOR, 1

R

ontelddo de argila (CAMFERELL

gqual envolvia um monitoramento dsa

4 .
e

198%),

geno de ralz deva

igre da

populsgEo

J

50

vt

bl

A, =25

biocontrole

sobretudo

populacional

2 uma slteragdo,

1

ode  =liminar

1

82; XU

5

BROSS,

inda temoeratura

umnidade do saolo

—

DUFLER

i
)

BEAKER,

-
*

£

EFHERAVE,, 1987:
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a modn pslo gual 2s%as bactérias 3o cul tivadas &
processadas npode  afeltar zua viabilidade &  tolergncia  as

Zm 1781, KLOEFFER & SCHROTH desenvolvaram uma

formulagdio constitulida de uma mistura do isolado com  goma

aatural =) taleo. Fosteriormente, YAFIGS motudos Toram
realizados a fim de se sfetuar a inoculacdo com & wtilizagso
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oma natural ou alginato
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BASHAN, 17Béa; FRAVEL &2t alii, 1785 e
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For  sua vez} ORAHAM-WEISE =t 2lii (1987)
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20UEHo de indculo.

. — RazBes possiveis para uma performance

inconstante

c.l. - Perda da eficiéncia ecolégica

T
-+
s
1
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3
n
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ldgica & 5 habilidade de  uma

bacteria em competir & sobraviver na natursza  (SCHROTH et
alii, 19843 . Muitss caracteristicas das cactérias (varias
delas desconhecidas) contribuem para a eficiéncia 2coldgica

(]

na rizosfesra, sendo gus perda d= algums pode reduzir a

rt

habilidade da bac

i

Bria em s estabel

=

Cer ou mesmo funcionar

i
it
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Algumas caracteristicas podem =zer perdidas

quanda &  bactéria & cultivada inm vitro (SCHREOTH et alii,

1784 . For exemplo bactéria n

o

ratu

f
“a
i
s

[

reTa, 2 guando

]
5
l..l
3
]
,.4
B
!
3
D
3
r
1]
=
Iy
Q
Yot
51
[w
LT}

s 2 envolvida

o
u}
7§
[
3
i

s=sacarideo

=N

®opaol

m
o
M
0
!
5!
-
u
o
_..i
.

4; 1984); no entanto, mutantes deficientes em

EFS originam—se sspontaneamentsz in vitro e, sventusalments=,
predominam na cultura, devido ao fato de  ze mulitiplicaram
rapidaments. Tais mutantes rcodem E2Fr Menos  Capazzes  de

sobreviver quando utilizados como agentes do  hiccontrole.
Cultivos repetidos de Pseudomonas fluorescentes in  vitro
podem resul tar na perda  da eficigncia no CAMpOo,

provavelmente devido 4 mudanga das cé&lulazs 2 morfologia da

coltnia, & perda de estruturas da superficie cslular ou &
redugio ma produgs3o de antibidticos =

sidernoforos (CAESAR & BURR, 1987: S
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c.2. - Fatogeno alvo ausente ou interferéncia

de patogeno nio alvo

aumentarem o crescimentc das plantas, por redugf3o dos danos

cavzados por patd

SCgenos, uma  re2sposta positiva & SLS
introdugdo n3o ocorre guando as condigies ambientais néo s3o
favoraveis para o degsenvolvimento d=  doengas. Isto &

claramente ilustradeo peleos sstudos com FRFCPE em batata, naos
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Falges EHaiwos, Jj& descritos. 0 isolado P.  fluorescens
WC3Z74, P. putida WCSZIE8 e outros, promoveram o crascimento
2 produgido  de batata em curta, mas n¥o em longa rotagHo
[GEELS & BCHIFFERS, 1987b; BEELS et alii, 1984: SCHIFFERS et
alii, 1287). Logo, a performance dosvigalados de RFCF podera
parecer muito inconstante se & histéria do cultiveo nado  for

considerada.

patdgeno alvo se apresenta como outro problsma. Caso a

bactéria =limines somente um patdgeno, tornande o  outro

predominante, o btratamento poderi parecer inefetivo.

c.3. - Variag3do da colonizagdo das raizes

pelas bactérias

E geralmente considerado que

[H]

colonizagdo
das ralzes por bactérias introduzidas € essencial para o
=, 2 qgue asumentando 3

pepulagio  de uma bhactéria introduzida na raiz,

-

esparar  um aumenta no controle da doenga (0 SUSLOW, 1982).
Soments  poucos estudos (| CAESAR & BURR, 19837 wLOEPFER,
198%; KLOEPFER & ZSCHROTH, 1981cy; LEREEN et alii, 1987;
VSUSLOM Z  BCOHROTH, 1282b: XU & GROSS,. 1784Lk) feém  tentado

avaliar a influéncia do tamanho da populag3o bacterians
=obre & populagdEo do patdgeno e da severidade da  doenga

sobre as ralres.



XU & GROSS (198&) aplicaram P. putida W4P&T
2m ssmentes & monitcoraram sua populagdo = de E. carotovora,
nessas  mesmas ralIss no campo. A populag¥o de W4FALD  variou

4 3
re 10 = 1€

£3

[l

2n ufc/g de ralz, enguanto gue s populaclo de

A

E. carotovora, foi somente 18% da encontrada em raizes com

WAFSE.

~

BULL , citado por WELLER (1988), por sua vez.

tratou szementes de trigo com doses crescentes  de F.
2

fluorescens ZI-79 ( aproximadamente 3, l@—ﬂ ma ia . 1@

ufc/semente) e plantou-as em solo natural, infestado com o

patogeno da podrid3o do pé. Neste caso, existiu uma relagio

linear direta entre a dose de 2-79 aplicada 2 a popuiagéo

gque se desenvolveu sobre as ralzes. Além disso, houve uma

[__U

relagio inversa ssntre a populagao de 2-79 nas ralzes = o
numero de lesfes observadas. Este estudo demonstrou,
conclusivamente, gue a extensilo do controle da podriddo do
pe estis diretamente relacionada com = colonizac3o das

Um modelo espago/tzmpo da colonizago das

£

bacteérias introduzidas =2m ralzes individuais ofereceria

15

melhor andlize da capacidade de colonizag¥o dos isol

i
o

w}

i

. da

s

I

astabilidade da populagdo nas ralzes da tensd da

]
D

o

b

u]

colonizagdo. Tais modelos s3o raramente detarminados, devidao
A0 fato do seu estudo ser extremamenta intensivo 2
trabalhoso (EAHME & SCHROTH, 1987). Ao invés disso, &

=

populagXo bacteriana das ralzes normalmentse & determinada =
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partir de amosiras dessas ralzes (BEELS & SCHIFFERS, 19873
HOWIE 2 ECHAMDI, 1987%; JUNKE et alii, 1987 KLOEFFER, 1987

FLOEFFER et alii, 1980@; SUSLOW & SCHROTH, 1982 WELLER,
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sse tipo de amostragem, sntretanto

,.

superaestima a populagfo da bactéria introduzida, uma veszs que

ll]

55a& papulagio apresenta-se logaritimicaments distribuida

antre o sistema radicular de diferentes plantas (  BEAHME &

SCHROTH, 1287 LOFER et alii. 1984) 2 =ntre ralzes
individuais de uma Gnica planta (BAHME & SCHROTH, 1987).

Segundo LOFER et alii (1984), populaghes do

solade A1 ou SH 3 de RFCF  introduzida em sistemas

radiculares individuais de batata e em pléntulas de

beterraba a;ucgraira aprasentaram va gles de 180 =z 100

YEIEs  am sua populagdHo. Houve também uma variasfo acima de

12800 vezes =m populagles de P. fluorescens 279 sobre raizes

™
individuais de pléntulas de trigo, BULL , citade por WELLER
17988), =sendo gue, 20 a 4@% das ralzes n3do haviam <sido

zolonizadas quatro semanas apos 0 plantio.
Em Luma raiz a populag3c bacteriana

introduzida pode variar algumas unidades log ao lango de seu

{0 {comprimentol, zando gque maicr numerc de bactérias

—+

acorre,  wsualmente, prodime a4 fonte de indculo, havendo um
decrescimo =m  dirzgXo & extremidade da raiz {BAHME 2
HROTH, 1?87 LOPER et alii, 1987; WELLER, 1984). Quando

sd0 cooletadas amostras de um sistzma radicular  ouw raiz,

possuindo uma agrande populag3o, obtem—se, 2m media, um



mumero  desproporcional de bactérias, dande a2 impressdo  de
Jue a2 colonlizag8o s orocessou de aneira  superior A

Frovavelmante, #  orincipal rFEzEo Dara o
comportamento inconstante  dos agentes de hiocontrole & 0 &
colonizagdo  da ralz, uma ver gque ocorre variag3c de planta
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. Frodug3o de siderédforos

A maicria dos wmicrorganismos
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anaerabios facultativos respondem ao Stress ds TRrro oels

produgdo extracelular de um agents tramsportador  de fareo

)

'_0
0
m
]
e
-4
[u]
T
[n]
e
[®]
e}
]
]
]
[u]
n
P.
(a8
m
5
0
0n
]
4,
]
-5
-5
i1
hul
o
(8]
5
a3
(i1]
it
o
i

2, oue conduz) (0 MEILASNDE, 1981 : LEINMG, 1984), o
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complexa  seletivamente o ferro (111} zom slta afinidade. A
fung¥o do siderdforo &, portanto, suprirc de fesrro 5 c2lula.

0 produto de solubilidade 4 hidraxido ds

e

-

ferro @ aproximadaments 17 2 & CconcaEntragdo do ion
TErrico, znldvel =& pH 7.0 &, sproxvimadamenta, 10 M, =
qual & mulito  baixa gara sustentac3o do  dessnveolvimento
microbliano. l.ogo, microrganismos ativos, 2m  ambisnte  com

ferro & tqe baixo nivel de disponibilidade, z3c agusles gL
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atraves do zideroforo se processaria da  zeguinte  maneira:

wma vesn gque os siderdforos férricos sqo rormalments muito

grandes  para se  difundirem através dos  oequenos  canais
completos com Agu (no envelope celular de bactérias gram
negativas) 2 transporte ativo de ferrg & iniciado por  uma
proteina receptora de siderdforos férricos, e%terha &
mambrana. /& sintzse dessa proteina receptora & Lusualmente
induzida por condigiies limitantes de  ferro. Além  disso,

e o a

Lambém reguesridas para o transporits do siderédforo f&rri

co . A
liberagdc do ion  ferrc do complexc siderdforo-férrico
CoOrra, provavelmente, ztravés de uma redugl3o, uma ver que
as siderdforos possuem pouca afinidade por ferro (I1I). Este

erro - liberado £, =nt3do, incorporado em um  constituinte

oy

]
R
75
3
bt
bt
"

celular, onde poderid  interagir comno mom &

proteina repressora, o intuito de regular & binssirntssse de

siderasfore 2 de proteinas recentors.

Segundo MNEILAMDE (1981), z0 lado de ssu papel

rno transporte de ferro, os sideréaforos podem  atuar  como
fatores ds crascimenitic. 2 alguns =30 descritos Zomo
antibifdticos potentes.

Yarioz estudos idenmtificaram os siderdforos
varde—amarelo fluorescentes, produzidos pelas  Pseudomonas
Fluorescentes bhensficas, czomo fator snvolvido na gstimulagio

do cresscimento das nlantas. Esses isolados demonstraram, in
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vitro, uma fipica atividade bactsriocstatica a E. carotovora,
ausadora da podrid¥o mole em batata, atravées da produgdo de

onas verde-amarelas fluorsscentes. =2m mein de cultura  com

imitag3o de farro, mas n¥o 2m meio suplementado com 1 uM de

Durante 2NEalios Sm Casa e vegetago,

ntilirando-se solo suplementado com ferro (I11) na forma de

obzervada nenhum incremento no crescimento das plantas em

resposta a0s varics isolados beneficos. Apesar disso, os

isolados conseguiram colonizar as raizes de bhatata (KLDEFFER

Com o obistivo de t=star a hipbdtszss de gue os
sideroforos de Pseudomonas fluorsscentss promotoras do
crescimento poderiam  reproduzic a  agXo  biclédgica desses
izolados, agueles autores purificaram a partir de  culturas

o izolado de P. fluorescens E-10, um siderédforo verde-—

1
H
W
5
il
i
iL
in
W
b
ot |
h]
o
[u]
s

seudobactin, =m condigies limitantes de
ferro, e um siderdforoc complexado com  ferro, denominado
nseudobactin farrico. 0 p=zeudobactin =uxibiu atividade
bacteriostatica a E. carotovora, enquahta que o pseudobactin
ferrico vermelho-marrom n3o demonstrou atividade, zugerindo,

gque & antibiose in vitro, &4 E. carotovora, por i
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olados
henaficos, 2 induzida pelo siderdforo.

0 efzito do pseudobactin sobrz o crescimento
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determinado  2m  wm  #2NSaic 2m casa de JBEgetagHD. Tanto o
1solado H-18, como  uma suspensic  de oelulas,  guanto o
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izolado B-1@ com 58 uM F=EDTA aumerntaram o crescimento  da

de ralz; —74%) guando comparsda com aguelas  tratadas  com
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de ralz) (KLOEFFER et alii, 1788b). Em
adig#o, certos  mutantes n3o flourescentses, derivados de
izolados benéficos, ndEn produziram sideréaforos, n¥3o exibiram

atividade bacteriost&tica & E. carotovora 2 nd3o promoveram o
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{siderdaforo), denominado pseudobsctin, CEOMOVLam o

orescimento das  plantasg SUGQEriram, entio, a2 aplicag3o
direta =obre o sclo dos  siderdforos oroduzidos p2las

fsmes resultados  indicam, faortemente,

gque oz RPFCFs  zumentam © orescimento das  oland
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o ferra {(III) da rizosfera tormando-o  indisponivel  nara
tertos microrganismos rizosféricos, tals COmo Os
microrganismos deletérios as plantas.

Segundo MISAGHI et alii {19827, pigmentos

fluorescentes sollveis em Agua, produridos por 156 isolados

e Fseudomonas patog®nicas = saprafitas, inibiram 0
crescimento de Geotrichum Candldum. As o lanlas de  outros
fungos como Rhizoctonia solani, Selerotinia sclerotiorum,

Fhymatotrichum omnivorum, Phytophtora megasperma = Pythium

aphanidermatum demonstraram sensibilidade aaos nigmentos
produzidos  por  guatro isolados de FPseudomonas sp. . Es3es
pigmentos sxibiram anpriedédes similares aos quelatos de
farro microbianos.

Ezses achados t&m levade & invesitigaglss do
papel das FPseudomonas & seus sideraforos nos s=o0los
BFURresslves. Oz zolos supressivos tém alta populagdo do

causada, em parte, pela diminuwigio de ferro como  resultado
da produgdo de siderdforos por RAFCF = cuiros microrganismos.

A adigo de F2EDTA & ssses solos deveria convert@#-loas )

i

estado condutivo.
A possibilidade de= converslo de um  solo
condutivo 2m um s0lo sSupressivo a patédgeno sz d& pels adigo

A0 zolo condutivo do is0
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Fseudomonas isolada de um solo supressivo & podridic do pé),

ou seu siderdforo (oseudobactinl. A inoculagio de semenies
3
de=  linho com uma suspensio do isolado EB—-10 (19 ufc/ml)

=aguida pelo plantic 2m um so0lo condutive infestacdo com F.
oXysporum f. sSp. lini, sumentouw a =sobrevivencis das

plantulas de 48% para 27%, guando comparada a plantulas n3c

inoculadas. Segundo KLOEFFER et alii (198@a), o isolado E—1@

colonizouw  abundantemente o

1l
{

istema radicular da linho

-

inoculado, com nivel médic de 2,1 x 12 ufc/cm de raiz. Em

um  segundo ensalc, mergulhande as plantulas  tran ntadas

in

m

pl
de linho &m uma suspens3o do isolado EB-18, houve um sumento
da sobrevivéncia de linho de 4% 3 83%, em =o0lc  condutivo

infestadec <om Fusarium. A inoculagio de sementa

de cevada

n

w8

« antes do plantio, =2m  um
=0lo  condutiveo infestado com G. graminis var. tritici,
aumentou & sobrevivéncia das plé&ntulas de 27 2 88%, guando
comparado a pléntulas n3o incculadas ( KLOEFFER et alii,
193@ =&).

Resultados szimilares  foram obtidos  guando

solos condutivos infestados com patégeno da podridXo do D&,

=

ot
foram complementados com 190 ufc do isolado E-10 por grama
da solo, imediatamente antes da semeadura de cavada n3o

inoculada. Quando F=EDTA & o isolado B—-1® foram wtilirados

2m conjunto, como ftratamento 2m solo condutivo infzstado com

9]
5
D

spectivo patédgeno, o zolo permanecsu condutive durante

todo o ensaio (KLOEFFER et alii, 1980a). Segundo os  nesmos



autores, a2 adigXo de pseudobactin purificado do isolado  &B-
18, em =olo condutivo infestado zom o patégeno. wornou  =sse

solo supressivo 4 podrid3o do pe e & murcha.
ELOEFPFER et alii (17980a) demonstraram *“ambém

gque no snsalc da podrid¥o do pé, o tratamento da semente com

pseudobactin

s

3@ uM causou supressdo (73% de pliEntulas

N\

sobreviventes) no solo condutivo, engquanto o pse jobact_n a

1@ uM n¥o teve efeito significativo {(13% de =sobrevivéncial.
Alem disso a adigdc de pseudobactin Férrico a 5@ uM nXo

i
i

pe, infestado com G. graminis var. tritici (Z0% de plé&ntul
sobreviventss)!, nem em murcha de Fusarium, em solo condutivo

nfeztado —om F. oxysporum f. sp. lini (S0% de
sobrevivéncia).

A habilidade do isoclado B-19 cu pseudobactin,

em convertsr =olos condutivos em solos supressivos, sugers=

sideraforos microbianos. Estes compleaxam, eficientemente, o]
farro (ITIY 34 com limitado suprimento no solo, tornando—o
indisponivel para o patdgeno. O0s dados sobre  atividade

fungistitics, in vitro, de pseudobactin & F. oxvysporum f.

-
U]
i
(§]

gp. lini & B. graminis var. tritici suportam =2sta conc

Segundo SCHER

Ny

- BAKER (1782}, & percentagem

ad

it}
Jae

nido foi safstada pel #do de EDTA, EDDA ocu DTFA (&cido

dietilenodiaminotetracético), in vitro, porém o zlongamento



43.

do tubo germinativo fol inibido. & adig¥o ds reveritsy
completaments a2 sgdo inibitédria do EDDA, porém ;:;a o EDTA =
DTFA a reves3o fol soenas parcial.

A diminuig3o no teor de farro 1112 aarece
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rabanete, comn obsarvado em trabalho publicaa
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- v - Midroxifenilacetico) o ca LD quelato
sintetico  de fzrro (FeEDDHA) induziram & supressividade em

Wi s0lo sondutivao. Fol sugeride cue, mo caso do F=EDDHA, '™
ferroc do complexo seria aparentemente vtilizado pela planta

hospedeiras, liberando EDDHA, o gqual induziria a supressio.
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Mo mesmo experimento, s incorporagi

2liminow & habhilidade do isolads de P

suprimir & murcha de Fusarium.

WOME & EAKER {1984 também induziram &
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complexo férrico FeEDDHA.

{

Em =studos relacicnados, FPseudomonas S0
isolade I46 =zuprimiu  a murcha de Fusarium de pepino,
rabanets & =rvilha, Tausada por F.  oxysporum 1. ST
cucumerinum. conglutinas = pisi respechtivaments  (ELAD %

BEAKER, 1983a; ELAD & BAKER, 198%5h; S=NEH et alii, 1784). A
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4%,

rizostfara de neping, Linho rabanats = arvilhns
respectivaments ( ELAD & BAKER, 1985; SHEH et alii, 1984),

zUupressdo de Fusarium no sol

0

+ imndibiu & germinagdo de

ccorrando o mesmo N0

"

shEervaram 2 1nibigio da germinag3o de Fusarium oxysporum .

i
y

g.  cucumerinum no solo, por ERDH&, poréem, s

i}
i
3
[n}

o o FeEDDHA

fol inefetivo. Os dois quelatos foram eficientes ma inibigdo
de F. oxysporum f. sp. cucumerinum na rizosfera de pepino,
mas n3o inibiram a germinag&o de F. solani f. =p. phaseoli
am rizosferas de feijio.

A4 disponibilidads de ferro (III) no  solo

declina, logaritmicamente, com o aumento do pH do solo.

2

Eraveées

As=im, & supressdo atr: de siderdforos deveria ser maior
2m solos alcalinos = neutros,

Os natdgenocs s30 sensivels A AgAO de
zidaeraforos por varias razfes: (z) n3o produzem siderstoros
por #1 propios: () =30 incapazes de usar oz siderdforos
cproduzidos por antagonistas ou por oubres microrganismos 2m
Y= N1 ambiente; L) produzem poucos siderdforos =2/0ou
sideroforos  com balxa afinidade por ferro, 2m relacdc  aos

produzidos palos antagonistasy; {(d) procuzem siderdforos  gue

ZLAD & ZAKER  (198%)
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LEONG, 1786; LEONG, 1924; MAGAZIN et alii, 17843 SHER &
BREER . 17982; SCHROTH & HANCDOCE, 1987%:.
Mutantes n¥o produtores de =siderdforos =30

MEN0S SUPressives & patdgencs na rizosfera do gqus o isolado

parental { HELOEFFER et alii, 1780=a; KLOEFFER & 3CHROTH
17813 LOFER, 1988; BAKKER et alii, 198&:; RECKER & COOK,
1788} . oo o ) .

~ v

2.3.3.4. Produc3o de antibidticos

A5 bactériass do género Pseudomonas tamb#m

produzem uma variedade de metabélitos secund

]
w8
i
3
b
a
]

035 gquais
podem exibir atividade antibidtica ou FitotAvica { LEISIMBER

& MARGRAFF ., 19279).

A maioria dos antibidticos pertence A0S
heterocicliclos contendo nitrogénio, tais como Tenazinas =

pirrolnitrina.  Froduzem um nuamero raro de  aminodcidos e

-+

pephtideos. 0 papel desses = outros metabdlitos secundarics

HOWELL Z  STIFANDVIC (1979) isolaram de
culturas de F. fluorescens o antibidtico girroloitrina, gue
inibiu o corescimento de Rhizoctomia solani, Thielaviopsis

basicola, Alternaria sp. 2 Verticillium dahliai ,in  vitro.

Um aumento de I8 a 79% na sobrevivéncia de mudas de algod3o
foli observado apbs a inoculac3o das zementzs com F.
fluorescens o oirrolnitrina. Este antibidtico nXo &
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celular, = também, muito persiste no soloc. Os  autores
postulam gque 2 protegfo a R. solani foi observada devido &

lent:

]

liberagXo de antibidticn pela morte das celulas.

Hij
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Em trabalho relacionado, HOWELL & STIFANOVIC

{1988}, observaram que o isoclado P. fluorescens Ff-3,

produtar  de  "pyoluteorin”, se mostrou eficiente contra
Fythium #=pp., mnas n¥o contra R. solani. 0 ‘'ovolutsorin®™ &

facilmentea difusivsl, (= nersistents no salo @
relativamente inativo pela adso Fadc As partiéulas de argils.

No tocante a0 aumento da percentagem de sobrevivéncia de
plantulas de algod3o = ao aumento do peso da plants. nos
experimentos em casa de vagetagiio, células lavadas foram t8%o
gficientes guanto culturas filtradas ou cultuwras inteiras.

Maitos destes tipos de compostos podem ser

produzidos por  RFC bem como siderdforos, = sodem estar
relacionados com o largo espectro de atividade antibiédtics

de muitos isolados, 03 guais incluem patégencos difarentes
tai= como: E. carotovora, F. syringas p.v. tomato; R.
solani; Pythium ssp. & va&rics Fusarium sop.

Outros produtos  produzidos por  RRCF =3Ho

bacteriocinas, as guais ze mostram sficientes na inibigdo de

outiras bDactérias ¢ LOFER & ZSCHROTH, 1981 . Estas
Dacteriocinas sHo particulas fagicas ou proteinass produzidas
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mlanta ou =olo &

. Como mencicnado antericorments, alguns

zinda produzem zonas de inibig3o am  meio

i

ros antibidticos fluorescentss. Ests ZONA

D

vitro, sendo que um desses pode  ztuar mia
intulito de inibir  outrs microbiots =,

resultar na promogic do crescimento.
Fara  averiguar s2 a produci3o de antipidticno
na  promo¢lo do  crecimento, FLOEFFER &

wtilizaram mutantes negatives. Foi ohservado
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melhants para ambos (mutantes 2 garental).
teragfes gquantitativaz 2 gualitativas na

SDUCE2 gQue 0s ﬁipDE selvagens Causaram LAMA
- 27 - F o T = e ) - o mOomd F s e
A0 G Tungos 2 oadigrlas giran DOSITIVAES,

4% 2 25 a FTY respectivamente:; nio occorrey



ferenga =ntre a populagido da microbicote do rizoplano de

plantas controle 2 aguelas inoculadas oOm mutantes
negativos. no tocante i produsdo de antibidticos.

Outro produteo
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produzida por algumas
Fseudomonas fluorsscentes supressivas 4 podrid3o do pé, em
trigao. Segundo  WELLER & COOK {1983y, o isolado de
Fseudomonas fluorescens 2-7% inibiu 6. graminis var. tritici
in vitro. suprimindo & oodrid¥o do oé, S0 Campo, quando

aplicado como tratamento de semente.

Jda fol descrito gue, o mutantz Tn 3 de 2-79,

t2 na produgdo de fenazina, foi significantemente

menons supressivo & podridd@o do pé do que o isolado  parental

fcerca de 4H8-28Y% dependendo do A A
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complementaglo de mutantes deficisntes =m  fTEnazina com

zosmideos de 2-79  restaurou a produgl3co de  fernazima =2 &

3

supressividade a podrid3o do pé { THOMASHDM & WELLER,., 1988).

Outro composto & o Afu. Segunde JAMES &
CUTTERSON (19863, & P. fluorescens Hv 372 groduz um composto
antifdangice  {(Afw) inibidor de Pythium ultimum., sendo sua
s2intese regulada por glicose = depsndentsz da express3o  de
pelo mernos 3 genes ( GUTTERSOM et alii, 1986:; SUTTERSOM et

alii, 1988) . HOWIE & SUSLOW (1924 descreveram um  mutante



antibidtico. Esta bactéria produz um antibiético indefinido,

inibidor de Erwinia spp. o gual se mostrou eficisntz no
controle da podridi¥o mole em  tubérculos de batata; no

sntants, um mutante negativo, na produgdo de antibiotico M

74, foi mencs sfetivo ( CZOLYER & MOUNT, 1284).

i

descrito,

tambem, que F. fluorescens Rla—-80 ( RNRRL-E-1%135) oroduz um

antibiotico descontecido gque inibe 6. graminis var. tritici

[

in vitro alem de nitrosoguanidina (WELLER et alii, 139889 .

HOWELL & STIFANOVIC ( 1977, 1980 ) demonstraram que os
antibigticos "opyoluteorin® e gpirrolnitrins purificados,

obtidos de F. fluorescens Ff-—-5, promoveram a mesma protecio

wontra o damping-off 2m algod3o por Pythium ultimum ou R,
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para a determinagiio do papel dos antibidticos ou siderdaforos
ns supressdo de doengas, & perda na capacidade de  produzir

tais compostos afeta pouco ouw nada a habilidade da bhactéria

2o

2m  colonizar raizes { BAKER et alii, 198646 YLOEPFER

SCHROTH, 1981: LOPER, 1988; WELLER et alii, 1988). Esses

compostos nEo  parecem  afetar & fase de colonizsgl3io das

ralze

n

1]
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3. MATERIAL E METODOS

J3.1. Obtenc3o dos isolados

[i}

Um total da 4% isolados de hac

o+
3
=
I
il
n

fluorescentes foram obtidas a partir de =solo rizosférico

B

ralzes de plantas de milho em desenvolvimento., na 4rea  do
campo experimental do Departamento de Ganética da ESALQ/USF.
As plantas de milhao foram coletadas em dois

diferentes est&dios: 15 e 3B dias apds & emergéncia  da

0
[hi]

mesma, sendo o iEolamentD realizado através diluigdo em

s@rie do material e posterior plagqueamento em  placas de

Fetri. Utilizou-se o meio B (KE): 20g de Froteose Feptona @3
/1y 139 de Bacto Agar /1, 109 de glicerol /1, 1,%g de kK HFO

2 4

{(anidrao) Y1, 1.5g de Mg80 . 7 H QO /1 2 pH de 7.2 (KING et

4 2
Apos ihcubagao a 28 C por 24-42h, as placas

foram expostas & luz ultra—-violeta 2 as  colfnias que

apresentaram pigmentagio verde—-amarelada fluorzecente  foram

isolados 2 purificados, wtilizando—-z= meic KE.

Transferiu-se estes isolados zara tubos

contendo meio KB inclinado, mantidos sob refrigeragl3o &
!

temperatura de 4 [,
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. Freparo das solugbes estogue das drogas

fato de estreptomicina (INLAE) —~ 18 mg de sulfatoc de
raptomicinag por ml de &dgua destilada.
ampicina (RIFALDIN -~ Lepetit Z278) - (  1@mg/ml)— 0

teludo de uma capsula (300 mg) solubilizado oreviaments

o 1 : .

alcool metilico. A sste volume adicionou—se

l..
=
b
(48
[}
i

guantidade suficiente de agua destilada perfazendo um

total de I@ ml de solugio.

Acido nalidixico  (WINTOMYLOM — Winthrop Froducts) -

1@mg/mll~ Triturou-se um comprimido de S080 mg, com o

#ilio de uma capsula de porcelana, solubilizando-zss

com I oml de MaObl 8,1 M. 0 solubilizado fo0i  transferido

wantitativamente para um BalXo volumétrico de 50 ml e

wantidade suficiente em &gua destilada fol adicionada.

Apos & preparagdo das solugles sstogue de

ticticos, estas foram esterilizadas por filtraclo,

Liizando-s8 filtros milipore de 2,430 {(SARTORIUS MEMBRAME

). 2 conservadas sob refrigeragi3o &4  tempeEratura de
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Dl Determinagio dos niveis de resisténcia a
estreptomicina

Os niveis de resisténcias matural k]

estreptomicina (STY dos 49 izsnlados obtidos foram

determinados segundo método de diluiglo @ em placas,

&)
.
bt
-
[
i

uti1iiéhad;éénéﬁﬁtéﬁtréébééwéréstentés dé'déég;}
i@, 2@, 4@, I3, 120, 202, 20 e 1000 ug/ml de meio KB. Para
2  obtengdo das concentragles desejadas, =m termos de ug de
gsireptomicina  por ml de meio de cultura, foram feitas
diluiglies a partir das soluglies estogue, adicionando-se a 20
ml de meio de =cultura o volume desejado da solugio estoque
de estreptomicina.

A adigdo da droga ao meio de cultura deu-se
ancgs autoclavagem, quando o meic sS2  Shncontrava & uma

)

temperatura em torno de 43 C.

= isolados foram repicados 2m placas
—ontendo meio KB isento de gualgquer antibidtico. Apds 24k de

L

-5
}-J
bl

incubagdo transfe

[t

m—se as culturas para placas contendo
as diferentes concentragies de estreptomicina, utilizando-se

foram incubadas

ut

para tal um replicador multialga. As placa

1

i
M

—h
0}

a 28 C & as 1s

{3

ras

D]

'
LR

f]

itas apds um periodo de Z4, 48 e 72h.

0 crescimento das colénias (17 por placa) pode ssr comparado

20 de uwma placa controle isenta de antibidtico.
Foi considerado, como nivel de recsisténcia, s

concentragdo imediatamentes inferior aquela que impediu o



crescimento da cultura.

J.4. Marcagdo genética dos isolados atraves de

resisténcia a antibidticos

Nesta etapa obtiveram—se mutantes naturais,

duplos o +%riplos, resistentes & rifampicina =  acido
nalidixico (RIF-MAL):; & rifampicina & estreptomicina  (RIF-
53TY; e & rifampicina, &cido nalidixico = =strsptomicina
{RIF-NAL-ST).

Fara = obhter mutantes resistentes A

rifampicina, o ponto de parfida fol preparar uma suspensio
bacteriana concentrada, am 18 ml de agua cdesgtilada
msterilizada, da gual uma sliguota de 9,1 ml fol distribuilda
2m placa de FPetri.

0 meio utilizado foi o MNutriente Agar—-NA  (Sg

de paptonasl, Tg de extrato de carne/l, 2g de Bacto

Agar/l, acrescido de 180@ ugs/ml de rifampiczina (RIF). Apbs
[

42-72 de incubagio s 28 C, selecionou-se de cada isolado

apenas umna colonia resistente & rifampicina, com  tamanho

zimilar a0 das colénias n3o marcadas. Esta colémia  foi

transterida para meio KB contendo 1028 ug/ml de rifampicina,

no intulitc de contirmagdo da resisténcia e observag3o da
formagdo de pigmento fluorescente.
Em seguida, as colanias de mutantes

resistentes a2 rifampicina foram plagueadas em meiac NA



i
0

4

contendo 100 ug/ml  de &cido nalidisdico (MALY =2 meio  NA
contendo 1280 ug/ml de estreptomicina {(ST). Apos o periodo de
incubagXo, procedeu—se da mesma forma adotada para obtsngo
de coldnias resistentes & rifampicina. A purificagdo foi
realizada em meic KR contendo 18@ ug/ml de rifampicina e

dcido nalidixico para os mutantes RIF-NAL = mein KE contendo

188 ug/ml de rifampicina e estreptomicina paras os mutantes
RIF-8T.
Fara obtengdo de tripla resistércia, 0s

mutantes RIF-NAL foram plaqueadés em m=2io MA com 1880 wug/ml
de estreptomicina. Apds o pericdo de incubacio, seguindo—-se
] mesmo procedimento, as colGniss resistentes foram
purificadas am meioc KB contendo 108 ug/ml de cada

antibidtico, obtendo-se assim os mutantes RIF-MAL-ST.
3.39. Flanta

Foram k6 uwtilizsadas plantas de milho. variedade Ag-

4@1, i=zentas de tra

rt

amento gquimico, gentilments cedidas pela

Z.6. Solos

Foram utilizadas amostras de Areias
Huartzosas (AQ), Série Ribeiriio Claro, em condig3oc natural

(RC MAT) e de Terra Roxa Extruturada (TE), Série Luiz de
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Oueiroz, =2m condigdos natural (LO NAT) & ssterilizads (LG
EST), zoletadas de uma area tradicioralments cultivada com
milho. Frocedeu-se a esteriliragSo por autocclavagsm a 121 C,

por um periocdo de duas horas.

»

s propiedades quimicas dos solos wtilizados

mentos sdo apresentadas na Tabela 1.

e

nos diferentes =

-~

i

pear

e

F.7. Inoculagdo das sementes

Az sementes de milho foram desinfestadas

r

superficialmente através da agitagHo em uma solugdo 2,3% de
hipoclorito de =Hdio por 19 min. & lavadas trés vezes com

Agus destilada ssterilizada.

Os indGoulos Dacterianos wtilizados
consistiram de suspensidszs com aproximadamente 12 wufoc/ml,
aijustadas por turbidimetria, abhtidas atraves da

E

centrifugagio de S8 ml de meio KB liguido, incubados por 24-
43h 2 resuspendidos am MgS80 2,1M.
4a

A inoculagdio Toi rsalizada imergindo-—se as

zementes nas suspensies bacterianas por um periodo

inl
)]
[
=]
LY

hora, sendo gque as sementes do controle foram imersas  2m

it

solugdo de MgSO0 3,1M pelo mesmo periodo de tampo.

EAR
G



Tabela 8! - Prooiedades guiaicas dos soles uiilizados nos experimentos.

61.

+ +2 +2 +3
SERIE TiFD CLASSE £5TADD pH 1.0, P 11 La a H+l
TEXTURAL CallZ 1 resina
3
ug/ca eag {129 ca )
YATURAL 4.3 2.4 3 3.0 8.5 231 -3t
Ribeirdp Areias Areia
Claro fluartzosas  Fina
ESTERILIZADG 4.2 2.k 3 2.89 2.59 8.29 4
NATURAL 3.2 3.3 119 2.58 8.47 2.48 Zew
Lufz de Terra Roxa Argila
Queirz: Estruturada
ESTERILIZADD 3.7 1.7 81 8,38 g9.22 2.79 1.8
rontinuagdo Tabela 81
§ T ¥ Cu Fe Hn In
3 -1
_eag {108 ca }__ ug.q
HATURAL 1.85 4,14 23 8.49 29.9 1.04 1.84
Ribeirio
Clarg
ESTERILIZADD 1.987 4,17 25 1.81 88.4 3.82 1.86
NATURAL 11,73 14.33 a1 3.82 - 4.8 94.4 J.1s
Lulz de
Queiroz
ESTERILIZADO 11,59 13.3% 37 2.19 3.96 583.4 2.97
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Z.8. Avaliagdo da ccorréncia natural de resisténcia aos

antibidticos utilizados como marcadores

Foram preparados deois vasos utilizando—-se 2m
um deles Z.% kg de amostra de sclo da Série Luiz de Queiroz,

dao gqual foram coletadas as plantas uwtilizadas para obtenglo

dos risaladcé; 2 noVautré;méwmééma7dﬁéntidadé'ﬁé'éhostré 'do
z0lo da Série Riber3o Claroc.

Em cada wvaso semearam—se duas sementes de
milho e. apds a smergéncia das pléEntulas, proceded—se  um
desbaste, deixando-se apenas uma planta por vaso.

A colheita foi realizada 15 dias ap65 0

plantio das sementes, sendo a5 plantas removidas
culidadosamente =2as suas ralizes pesadas =

homogesnelzadas por 20 segundos. com 0 uso de um Vortex, 2m ?

ml de MgSO @,1M.
4

As suspensfes foram plagueadas sm meio KR

contendo difarentes antibidticos: 1828 ug/ 2 rifa icina =2
contendo difesrentes antibidt 188 uwg/ml de rifampicina =

e

cido nalidixico: 190 ug/ml de rifampicina e estreptomicina:
100 wg/ml de rifampicina, acido nalidixico e estreptomicina.

tilizou—

]
1}

como controls ¢ plagqueamento em meic KB isento
de antibidtico.
Fosteriormente ao periodo de incubagioc de Z24-

48h, realizou-se a avaliag¥o do numeroc de ufcoc/g de raiz.



3.9. Avaliagdo da capacidade de colonizagldo dos mutantes

em condigles gnotobidticas

Como substrato, uwtilizaram—se amostras de
selo da Serie Luiz de Gueiro:z em condigles naturais. Para

tanto, = procedeu-se apenas uma sadubagdo  equivalente a

2@8kg/ha rdé fﬁkmﬁié 4—1@—8; pofrsé}'esfa pratica comumente

wtilizada na &rea de plantio na gual o soloc foi coletado.
As =zementes, previaments incculadas, foram

postas em tubos de vidro (uma semente parsa cada tubo), com

dimensties de 28 x 2808 mm, contendo 8 om  {&Zq) de soio
natural e 2 ml de égua' destilada. A =sequir, foram
adicionados mais 2 c©m (15g) de =olo = 2 ml de agua
destilada, os tubos foram seladosz com filme de polistileno e

incubados =2m cimara de crescimento, com cicle de 14 horas de
luz /8 horas de escuro & temperatura controlada em 25 +/-—
o
1 C, pelo pericdo de uma semana.
A umidade do solo utilizada corresspondeu &
78% da capacidade de reteng¥o de agua (U=Z@.2%).
0 delineamento experimental uwutilizado foi

inteiramente casuwalizado com 12 tratamentos (12 mutantes = 1

controle) = trés rep

]

tigles.

Apos o periodo de incubagi3o. as nlantas foram
cuidadosamente removidas dos tubos, o sistema  radicular
separado da parte aerea na altura do colo da,planta, pesado,

imerso em % ml de MgSO 2,11 e homogeneizado com
4 .
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agitagido em Vortex por 280 segundos.

As  suspensdes foram, entdo. plagueadas em
meio KB contendo 188 ug/ml de rifampicina & &cido nalidisico
para os mutantes RIF-NAL; 18@ uwug/ml de rifampicina e
estreptomicina  para os mutantes RIF-8T e 1823 ug/ml de

rifampicina, Acido nalidixico e estreptomicina para os

mutantes RIF-NAL~-ST.
Apds a incuba¢¥o por 24-48h procedsu-se &

avaliagdo do numero de ufc/g de raiz.

3.18. Avaliag3o da capacidade de promog3o do crescimento
pelos mutantes RIF-NAL em casa de vegeta;?o -

EXPERIMENTO 1

Utilizaram—se amostras do solo pertencente &
Série Ribeir3o Claro, procedendo-s2 a Luma adubagXo,
2quivalente a 3@Q0kg/ha da formula 4-14-8. Copos platicos de
308 ml foram utilizados como vasos, contendo 208g de terra,
a gual foi mantida com umidade de aproximadamente 78% de sua
capacidade de reteng3o de agua (U=16%).

Foram semeadas duas sementes por vaso, sendo
que apos a emergéncia das pl&ntulés foi realizado um
desbastz, deixando-se apenas uma planta por vaso.

0 delineamento utiliﬁado foi inteiramente
casuwalizado, com 78 tratamentos (&2 mutantes e 1 controles),

com 3 repetiglies.



semeadutra.

J.11.

Avaliag3oc da capacidade de promog3o da emergéncia e

do crescimento das plantulas em casa de vegetag3o -

EXPERIMENTO 2

ispolados

TRFRN
41RN
42RM
A2RN
1Z6RN
L48RN

WaAFZ3
Wa4Fse
WaFsa
WaF111-

— Pseudomonas
- Pseudomonas
— Pseudomonas
Pseudomonas

H4F 1464~ Pseudomonas

WAFS
WAF&T

- Psesudomonas
- Pseudomonas

WaF144- Pseudomonas

- Pseudomonas

fluorescens

D.M.WELLER

utilizados neste =
a Tabela 2.
Caracterizagido e procedéncia dos
utilizados no EXFERIMENTO 2.
FROCEDENCIA
a
fluorescens D.C.GBROS3
flucrescens D.C.GROSS
fluorescens D.C.GROSS
fluorescens C.C.GROES
fluorescens D.C.GROSS
putida D.C.GROSS
putida D.C.GR0O3S
putida D.C.GROBE
b

a — Washinglton
o - United St

Sta

g

e

University

tes Department of Agriculturs



Meste experiments utilizaram—se amoztras do

zolo da S

-
-
l“
[
r
i
!,4
td
CL
Il
r
m
s
T
e}
r

am condig3o natural e
2sterilizada. com  uma adubag3o sguivalente a S80kg/ha da
formuls 4-14-8. Copos plasticos de 289 ml foram uwtilizados
Como vasos, contendo 380g de terra, a2 gual foi mantida com

umidade de aproximadamente 704 de sua capacidade de reteng3o

~E e \
- .

de éé&a { U=20,2%

Semearam-—s£ cinco semenit2s por vaso a fim  de
se avaliar a «<apacidade de promogio de emergéncia das
plantulas, a2 gual foi observada nos cincs primeiros dias.
Apos este periocdo houve um desbaste deixando-se apenas  uma

planta por vaso.

0 delimeamento experimental foli inteiramente

casuwalizado, com 1é& tratamentos (15 isclados = 1 controle),
com 3 repetigles. Frocedeu-se a colheita 28 dias apds  a

semeadura  para sg avaliar a capacidade dos isolados am

i

n

pramover o crescimgnto das planta

J.12. Avaliagl8o da capacidade de promog3do do crescimento

em casa de vegetagiio — EXFERIMENTO 2

Us isolados wuwtilizados rneste axperimento

2stio apresentados na Tabela
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Tabela I ~ Caracterizagio e procedéncia dos isolados
utilizados no EXFERIMENTO Z.

I50LADO FROCEDENCIA

_ a
GE2-2 ~ Pseudomonas putida KLOEFFER,J W,
G28-18 - Fseudomonas fluorescens KLOEFFER . J.W.

I1-182 - Serratia proteamaculans
5 gquinovora . _ELOEFFPER,J.W.

- Allelix Inc., Canada

Foram utilizadas amostras dos solos da Série
Luiz de Queiro:z (Natural- LQ NAT =2 Esterilizadeo - LO EST) e
da Série RibeirXo Claro (Matural - RC NAT). Em ambos fez-se
uma adubag3o squivalente a 580kg/ha da farmula 4-14-8. Copos
plasticos de S@@ml foram utilizados como vaszos, contendo
20ag de tfterra, a gual foi mantida com umidade de

aproximadamente 70U da capacidade de reteng3o de Agua

{U=20,2% para o sola LO = U=1l&4% para o =2lo RCY .
Semezram-se cinco sementes por  vaso, sendo
que, ApOsE a emergéncia das plantulas, houve um desbaste,

deixandc—se apenas uma planta por  vasg. Realizou-sze a
colheita 20 dias apds a semeadura.
0 delineamento experimental fol inteiramente

casualizada, com 4 tratamentos (2 isclados = 1 controle),

%3]

com renetigless,
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3.13. Avaliagdo da capacidade de promog3o do crescimento
de diferentes mutantes em casa de vegetaglo -

EXFERIMENTC @4

Utilizaram—se amostras 4o solo da Sé&rie  Luiz

de Queiroz, com  uma adubagdo equivalente a2  3@880kg/ha  da

formula 4-14-8. Utilizaram—se caﬁdé pléstigagrﬁeﬁééﬁimiiééﬁb
vasns, contendo 50@0g de solo, o gual fol mantido com umidade
de aproximadamente 70U da capacidade de reteng3o de Agua
(U=28,2%) .

Foram semeadas 3 sementes por vaso, sendo gue
apos a emergé&nclia das pléntuias houve um desbaste deisando-~
se soments trés plantas por vaso.

0 delineamento sxperimental fol intziraments
zasualizado com 19 tratamentos (18 mutantes = 1 controle), =
3 repetigles.

Frocedeu—-se a colheita 20 diazs apos 2

smeadura.

Ui
i
h

3.14. Avaliag3o da capac;dade de promogdo do crescimento

em diferentes épocas de colheita - EXFPERIMENTO @5

Foram utilizados neste exparimento 0%

isolados 41RMN & 136RN.
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Amoetras do solo da Sé&rie Ribeir##o Claro, foi
2mpregado  em gstado natural. Semeou-s2 cinco sementes por
vason, sendo que apds a emerg@#ncia das pl wlas hquve Lim
desbaste deirando-se htrés plantas por vaso. dicionou—-se 108
ml de solucdo nuitritiva de HOABLAND isenta de ferro, tra&s
veres por semana, até o final do exparimento. Utilizou—-se
vasos de barro com capacidade de T kg de terra, o gual foi
mantido com umidade de aproximadamente 72% da sua capacidade
de retengioc de squa (U=158%).
0 delineamento experimental foi- teiramente
casuwalizado, com I tratamentos (2 isolados 2 1 centrole), @
3 repetiglies . '
Frocedeu—se & colheita sos 13, 20, 43, &8, 75
2 90 dias apas a meadura. '
3.13. Colheita e varilveis determinadas
Durante a colhsita separou-ze o sistems
adicular da parte agrea da planta., sendo =ste  lavado em
gu corrente. 0 sistema radicular & a parte aérea de cada
planta foram colocados em sacos de  papel para postarior
]
zecagem a2m estufa, com ventilagdo forgada, a &8 C, até peso
constante.  Em seguida determinow— a produgcdo da materia
s2ca da parte  agrea (MSFAY, da matéria =z=eca do sistema
dicular (MSSR) & da matéria seca  total
uxilio de uma balanga analitica.



Z.16. An&lise estatistica

(]

s da

0.

os experimentais obtidos ros diferentes
auperimentos foram submetidosz a uma anédlise de variincia.
Al comparagidc das  medias, duas & duas,

= analise utilizou—-se do programa
SANEST - Sistema de Analise E=ztatistitca para

mauri A. Machado = PFaulo



4. RESULTADOS E DISCUSSAROD

4.1. DeterminagiBes preliminares

4,1.1. Determinagio dos niveis de resisténcia a
estreptomicina
Sabe-se que . mutantes de Rhizobium 2

Azospirillum resistentes & estreptomicina apresentam maior
capacidade de colonizar as raizes. Suple—-se gque =zste fato
seja devido principalmenée a4 produgdo de estreptomicina por
actinomicetos na ricosfera  de legumingsas e gramineas.
Fortanto, optou-se pela introduglo do referido antibiotico
como marcador para o5 ensalos de colonizac3o.

Com o intuito de esscolher a concentragio de
estreptomicina ideal para a obtengio de mutantes foi
realizada  uma avaliagio dos niveis de resisténcia natural,

dos isolades obtidos, ac rzaferido antibiotico.

obtidos para os &7 isolados de possivelis RFCPFs provenientes
da rizosfera de. milho, apos 24, 48 =2 72 horas, sHO

apresentados nas Figuras 1, 2 e I respectivamente.



~
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- Fodemos observar nos histogramas gus, com o
passar do tempo, oS isolados apresentaram resisténcia a
concentraglies maioreses do antibidtico, devido & propia perda
de atividade .desten FPorém observamos Lma grande
variabilidade nos resultados.

Uma wvez que a malor parte dos isolados

durante o periodo de observagdo apresentou resisténcia a

concentraglies menores que 1080 ug/ml, esta concentragdo foi

egscolhida para a marcagio genética dos isolados.



N® de isclados

10 20 40 80 . ‘ 100 200
Nivel de resistencia (ug/ml)

[
|

Figura Distribuigdo dos niveis de resisténcia A
a2atreptomicina dos isclados, apds 24 horas de

incubago.
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N* de laolados

85

20

18 1

20 40 50 100 200 800 1000
Niveis de resistencia (ug/ml)

Figura 2 -

-
l._\
it

tribuigdo dos niveis de resisté&ncia A
estreptomicina dos isglados, aphs 42 horas de

noubag3o.

=



N?® de iaoiados

25 -
-4 /_—7 e—— —— =~ -

20 4
18
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20 40 50 100 200 500 1000
Niveis de resistencia (ug/mi)
Figura I = Distribuigdio dos niveis de ra2sizt@#ncia &

estreptomicina dos isclados, apbds 72 horas de

incubagfo.



76.

4.1.2. Marcagdo genética dos isolados atraves de

resisténcia aos antibidticos

Fara gue possampos monitorar um isolado apéas
zua introdugdo 2m um ecosistema complexo & necessario gque

2ste organismo possua caracteristicas de seletividade e qgue

as mesmas nao interfiram na sua habilidade de saobraviver o

17}

coloniz:

- o sistema radicular. Fara tanto, optou-se pelo
metodo de marcagio genética do isclado, através da obtengio
de mutantes espontinecs rasistentes a antibidticos.

Foram obtidos mutantes naturais com dupla =
tripla resist®ncia, a saber: RIF-NAL (rifampicina = acido
nalidixico),' RIF-ST (rifampicina =& estreptomicina;) = RIF-
MAL-ST {(rifampicina, acido nalidixico =2 estreptomicina).
Todos os lsolados apresentaram mutantes RIF-

MAL, sendo que os mutantes RIF-S8T Toram cobtidos =m apenas 32

isoladas, enquanto gue, mutantes RIF-MNAL-5T foram obtidos em

1

m @9 isclados obtiveram—se apenas mnutantes

m

8 isplados.
RIF-MNAL & mutantes FRIF-5T, n3o se obtendo mutantes RIF-NAL-
ST. Em 13 isolados foram obtidos mutantes RIF-MNAL =2 mutantes
RIF-MAL-ST, n3o se cbtendo mutantes RIF-ST. Dois isclados
apresantaram apenas mutantes RIF-MAL.

Fara melhor compreensdc, =sstess resultados

estido sendo apressntados nas Tabelas 4 e 3,



Tabela 4 -~ Distribuiglo dos diferentes

Ll

ohtidos & partir dos &9 1

tipos de mutantes

olados wutilizados.

Namero de

Hamero de

izolados MUTANTES mutantes
2 RIF-RMAL 2
ae RIF-NALL, RIF-8T iz
13 - —RIF-MAL, RIF-NAL-5T =B R
47 RIF-NAL . RIF-8ST, RIF-MNAL-ZST 129
TOTAL 179

Tabela 3 — Total dos

do=s 49 isolados.

diferentes mutantes cobtidos s

partir

MUTANTES TOTAL

RIF-NAL 179

RIF-ST 147
159

RIF-MAL-ST

4.1.3.

Avaliagio da ocorré&ncia natural de resist&ncia aos

antibioticos utilizados como marcadores

Coldnias fluorescentes foram obhservadas
apenas nas placas contendo meio KB sem antibistico. I=sto
demonstra a n3Eo cocorrgncia de bactérias resistentszs  s0s
antibidticos utilizados como marcadores. nas amostras solo
pertencentes as Sériss Ribeirdo Clare e Luiz de Oueiroz.
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4.1.4. Avaliagdo da capacidade de colonizagXo dos

mutantes em condigbes controladas

Com o intuitc de obssrvar =ze o8 tres
difersntes mutantes apresentariam diferengas na capacidade

de colonizaglo da raiz, foram =scolhidos, aleatoriamente, 4

isolados gue apresentaram o3 L[regs diferentzs ftipos  de

mutantes, pertazends um tontal de 12 mutantes diferentes. Os

resultados obtidos, referentess & colonizaglo das raizes por
diferentes mutante=s, =2s5t3Ho apresentadocs rna Tabela s.

Tabela & — Numero de unidades formadoras de colénias (ufcy
por grama de raiz, apbds uma semans da  2merg@ncia

das plantulas (média de 2T repetiglss;).

/

MUTANTES
ISOLADOS RiM RS RNS
5 =
59 4,5 % 10 3,7 » 13 e
& b 4
42 1,2 w 18 3.2 ¢ 19 4.4 » 10
S ) 3
32 7.9 0w 10 1.4 » 18 1,2 % 18
3 3 4
148 1.2 » 19 R A P,h u 1@
Fodemos obssrvar ma Tabela ) que 2
4 )
colonizagdo atigiu walores entre 12 - 18 w¥fo/g de  raiz

nAo ocorrendo diferengas significativas entre oz diferentes
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ontrole n3o foi apresentado, uma vesz
que nio sSe abservow  crescimento de nenhuma calﬁﬁia
fluorescente nas placas contendo os diferentss antibidticos.

Com estes resultados podemos sugerir gue a

introdugsdo da sstrepiomicina como marcador n3o influenciou a

capacidade de colonizagdo dos mutantes. Desta forma

sscolhen—se pars obtilizaglo rmos ~Syperimentss  seguintes

oy

dcido malidinico, amplamente utilizado por diversos auhtores

{KLOEPFER et alii, 178B8a; KLOEFFER & SCHROTH, 1981a = 1981b;:

SUSLOW & SCHROTH, 17982a = 198Zb0).

4.2. Avaliagdo da capacidade de promog3do do crescimento
pelos mutantes RIF-NAL em casa de vegetagl3o. -

EXPERIMENTO @1

Obsarvou-se o efeito de 49 mutantes RIF-NAL,

na promogido do cresciments de milho, com o obistivo  de
realizar uma selegldo prévia destes mutantes para as
2xparimentos posteriores.

Oz s=zeiszs melhores mutamntes, no tocante a

produgdo de matéria seca da parte agrza (mutantes dz numero

utilizacgio o2m sxperimentos postsriores (Tabela 7)), uma vexz
gue aprasentaram produgdo de matéria secsx total 2 matéria

seca do sistema radicwlar maiores do gue o controls  (exceto



0 mutantes

80.

IPRN). MEo houve esfeito significativo da

inoculagdo dos mutantes nas diferentes variaveis avaliadas.

Tabela 7

Matéria seca da parte agrea (MBFA), matéria seca
do sistema radicular (MSSR), matéria seca total

(MST), comprimento do sistema radicular (CSR) e

variag3o percentual (V.F.Y
controle, de plantas de milhno inoculadas com os
mutantes RN, =2m amostras de solo Ribeiro Claro

em condig8es naturais (RC MAT). aos 28 dias

apéts a semeaduwra (media de S repéti;&es).

em relag3o ao

MUTANTES MSFA V.P. MSSR V.F. MS8T V.F. C8R V.P.
g “ g % g “ om %
136RN 7.84 2T.5 0,468 6,2 1,52 15,1 28,80 -11,1
4Z2RN B,74 2,8 8,886 Z,1 1,48 &, TIE,90 4,6
IGRM B,74 8,8 2,608 -6,2 1,74 1.3 25,40 Fa3
148FN 2.74 8,8 80,66 T.1 1,48 &.8 29,22 -9.,9
41RN B.74 8.8 @,7@ ?.4 1,44 .1 28,88 -13,5
AR2RM B,72 3.8 @,48 6.2 1,49 b, 29,80 -8,0
CONTROLE @, 43 -—— B,64 -—= 1,31 -——  I2,4Q ————
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4.%. Avaliagdo da capacidade de promogdo da emergéncia e
do crescimento das plantulas em casa de vegetag3o. -

EXPERIMENTO 2

Este zxuperimento foi re2alizado com o objetivo

de avaliar a capacidade de promogio da emergéncia = do

crescimento dos seis isolados previamente selecionadbs, em
condigles de solo natural 2 esterilizado. Contactnu-ce
alguns pesquisadores om o intuito de s2  obtesr  alguns
isolados de RPCF, nara efeito de comparagdo =m NOsSs50S
experimentos. Desta forma, obteve—se do Dr. GROSS, do
Departamento de Patolagia' Vegetal da Universidade  de
Washington, um total de 8 isolados (3 isclados de P.

~—

fluorescens I isolados de P. putida). Essas

1y

HIl
iT

actérias

1
W

de b

1]
-+

foram isoladas de tubérculos =2 rizosfer ata = Tforam

u

I

selecionads atraves de propriedade

[}
fit
1]
bt
h
57]

‘htagéﬁicas A Erwinia
carotovora subsp. atroseptica (XJ & GROSS, 1781la). Empre=gou-
s&@ alnda o isolado de P. fluarescens 2-7% (NRRL-B-13122),
enviado pelo Dr. WELLER do Departamente de Agricultura dos

i

]
[
3

o e

[is}

Estados Unidos, o qual foi isclado de raizes d

desenvolvimento 2m um sS0lo naturalments su

13

FESS1VO E)

ifi

podrid3o do pé provocado por Gaeumannomyces graminis  var.

tritici = que

u

presentava antagonismo in vitro (WELLER &
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4.272.1. Fromogido da emerg&ncia de plantulas

Recentemente, KLOEFFER et alii (1986)
obhservaram que bactérias da rizosfera, as quais
metabolizavam ativamente os exudados das sementes a haixas

temperaturas, podiam aumentar a emergéncia de plantulas em

abistiveo  avaliar o 2feito dos isolados sobre a percentagem

de amergéncia das pléEntulas durantes um periodo de 2 dias
¥ ~

Os dados obtidos foram transformados a2m "

(2 & & percentagem de emergéncia) 2 a analise esitatistica
fol realizada para verificar o 2fsito dos isolados para cada
dia de observagdo 2 em cada condigi3c de solo (natural e
mat lizadao).

Fara as amostras esterilizadas, n¥o ocorreram
diferengas na gercentagem de emergéncia de plantulas durante
as  cine dias de chservagXo. Forém nas amostras de solo
natuwralis (Figura 43 foram aobsarvadas diferengas

signifivativas apenas no segundo dia de observagio apbds a
semeadura, zendo o3 isaolados 41RN, 1Z738FEN & FL44 superiores

ac controle, no nivel de 3% de probabilidade.
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41RN 188RN P144 CONT.

Medias sequidas por letras distintas diferem sntre si no

nivel de 184, p2lo teste de.Fisher.

Figura 4 -E£feito da inoculag3o dosz isolados 41RN, 1Z6RN =2
F144 sobre a emergéncia de pléntulas de milho e
amostras de sl da Série Luiz de Queiroz

naturais (LA MNAT), obsavada durante 5 dias apds a

semeadura {(médis de 5 repstigles).
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) importantz salisntar gue as sementes
inoculadas com os isolados 41RAN e 138RN  atingiram o
potencial maximo de emerg#®#ncia das pli#ntulas no segundo dia
apos a saneadura, enquanto gque, para as sementes  controle,
esse poitencial foi atingido apenas no quinto dia de

observagdo.

crescimenta das plantas, induzida por FPseudomonas, ocorre

como resultado da supressico da microbiota deletéria nativa

r

da rizosfera, n3do sendo observada sm condiglBes de solo
estarilizado {SUSLOW, 1282). Entrestanto, recentemnente,
LIFSHITZ et alii (1987) observaram gue alguns isolados de
RFCF  promoveram o0 crescimento de plantas na auséncia de
microrganismos deletérios, ouw seja, & inoculagio de sementes
de colza com o isolado de P. putida (GR 12-2) induziu,
significativamente, aumentos no comprimento da raiz, peso
seco do =sistema  radicular e altura da parte aérea, o2m

condiglies gnotobidticas.
4.2.2. Promog3o do crescimento

Optou-se por realizar neste superimento uma
andlise eastatistica para cada condig¥o de solao, ou =eja,
salo da Série Luiz de Queiro:z natural - LG NAT =

esterilizado .G EST.

E geralmente aceito gue a promogdo do



valores

de F 2 os coeficientes de variag3o
para as variavels analisadas, nas diferentes condighes de
s0lo, estio apressntados nx Tabela 2, onde podemos observar

4 @xisiténcia de efeito significativo dos  tratamentos em

todas as wvarliivels am anadlise.

Tabela 8 - Valores de F e coeficientss de variaglo (C.V.)
obtidos através da analise de wvarifncia da
mateéria seca da parte adrea  (MEFA), matéria
seca do sistema radicular (MSSR) 2 matéria seca
total (MST) de plantas de milho inoculadas com
diferentes isolados, =2m amostras de solo da
Série iluiz de Queiroz eom condighes naturais e
asterilizadas. — EXFERIMENTO 2

1
s50L0S MSFA MSSR MST
2 kX k4 kS
F 4,673 1.4&8E8 1,634
LB MAT
C.Y. (%) 17,92 17 .89 14,91
ES 4 b8 & 4 ES § 1
F Z2.3247% 21,5124 Z,.B8446
La EST
AV 4 18,45 28,47 19,32
1
~-Condig3o do solo LG MNAT ~ solo da série Luiz de Queiro:z
Matural
LG EST - solo da s#&rie Luiz de Queiro:z
Esterilizado

-

¥ - zignificé&ncia a 18% de probabilidade

¥ - significincia a 3% de probabilidade

X% - significé&ncia a 1% de probabilidade
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Y

A produgdo de matéria seca da parte aérea,
matéria seca do sistema radicular & matéria seca total, bem
do percentual em relago ao controle, em
0 Luiz de Oueiroz em condigies naturais estido
as Tabelas <, 19, 2 11 respectivamente.

apresentadas n

Tabela J - Matéria seca da parte aerea (MSFA) e  variag3o
percentual (V.F.), em relagio ao controle, de
plantas de wmilho inoculadas com diferentes
isolados, utilizando-se amostras de solo da
Série Luiz de Queiroz em condizfes naturais (LA
NAT) (média de 3 repetigles).

I30LADOS MSFA(g) VMaF LD

I7RN @,3682 a 8,97

COMTROLE @,Z646 & e

148RN A,35322 a ~Z.13

FZ3 D, 3511 ab 5 FE

144 @,3407 abc =&, 53

2-7% B,IEZ7L abcd -7 4,54

32RM B,3389 abcd -7 .87

1ZE6RN @,7338 abcd -8,.45

41RN 3,313 bcd -1Z3,44

42RM a,I084 cde ~-15,41

F3 @,7081 cde ~15,4%9

Fls4 @,T850 cde —-16,87

Fiii 0.7@826 de ~17.80

Rt fn,2284 af -28,2%

F&E B,2892 ef —20,.73

F&T D, 2862 f ~dG.77

d.m.s. 3% = @,8372

Médias seguidas por letras distintas diferem sntre si  no

nivel de 3% pelo tzste de Fisher.
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Fodemos observar gue a intredug3c de  alguns
isolados causou decréecimo na produc3o de matéria seca das
plantas de milho. snguanto outros isolados n¥c  alteraram

significativamente o resultadao.

Tabela 18 -~ Matéria seca do sistema radicular {MSSR)} e

QériéégéirgéfténtﬁgiA'{QlP.),remmw;éi;gaé haD
controle, de plantas dé milho inoculadas com
diferentes isoladeos, utilizando-se amostras
de solo da Série Luiz de Gueiro:z sm condigBes

naturais (LO NAT) (média de 3 repetigies).

1SOLADOS MSSR (qg) VoL (5
F&8 B,4701 a 2.05
F144 B,4699 a 3,82
CONTROLE B,4698 a ——
F35 @,4645 ab ~1,17
41RN @,4678 ab -1,29
S2ORN @,4527 ab -7, 54
TORN D,4449 ab -4,87
2-79 B,4795 ab ~5,45
1T6RN ®,4746 abce -7, 49
148RN @,4191 abc -19,79
Fs8 B,417S abc ~-11,17
F&3 ?,I99T abc ~15,00
FS ' 0,3908 abc -14,98
Fl&4 @,782% bec -18,58
42RN A,3597 «c ~2T, 4T
Fi1i @,I5I3 < ~-24,80

stintas diferem entre si  no

[

Médias segqguidas  por letras d

nivel de 5% peloc teste de Fisher.
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Tabela 11 - Matéria seca total (MST) 2 variagio
percentual (V.F. am relaglo ao controle,
de plantas dea inoculadas com
diferentes isolados,. utilizando-se amostras
de solo da 3Série de Queiro:z em
condiglBes naturais {LG@ MNAT) (média de 5

) o repetigles).

IS0LADROS MST (g} VoFRL (A

CONTROLE B0,8743 a ———

FZ3 23,8184 ab -1.38

IPRN @,8131 ab -2,3F2

Fi144 2,816 ab -2,8&

32RM @,789Z% abc 3,42

4 1RN B,779% abcd 45,61

2-79 a,7757 abecd ~& .70

148RN B.7723 abcd -7 .43

1EZ6RN B.7685 abcd -7.71

Fag ©.7391 abcd -7.83

Fsg 2,7081 abcd ~1%,13

F3 @,6981 bcd -16,%54

Fia4 0.46885% bcd -17,4%

42RN B,6682 cd -19,93

F&E B,65655 zd -2@3,23

Filii A,&%539 d 21,40

respectivaments

Nas Tabel

o~
=

£it

do sistema radicular e total,

40 controle, de plantas de milho inoculadas com

172

2, 13 =

teste de Fisher.

a produgdo de matér

oem

por letras distintas diferem entre si  no

Ho  apressentadas

diferentes
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snlado

u‘ i
Ui

)
ke

= oultivadas em s0lo da série Lulz de Oueiro:z

psterilizado.

—
ik
o
1]
e
1]
[y
|3}
|
=
fh
1

&ria seca da parte aé&rea (MEFA) e variagio
percentual (V.F.), em relagdo ao controle, de

plantas de milho inoculadas com diferentes

iz=glados, utilizando—se amostras de solo da
Série Luiz de Queiroz =sterilizadas (LG EST)

(média de 2 repetigles).

18S0LADOS MSFA(g) VLR L (%)
F&8 R,4307 a 22,15
Fiit : 2,4300 a 21,95
4ZRM D,47288 & 21,6

F3 P,40%0 abc 14,29

Fl&4d D,3912 abcd . 10,95
L48RN @,3787 abcd ’ - 7,40
41RN D.E726 abed L BL&T
F144 B, 3722 abed 5,96
1 TEEM @,74648 abcd co Zads
CONTROLE 2,2524 bcde ————
S2RN 92,3509 cde -3, 48
TIRN ?,3420 cde ~-3,01
F&T LJITED cde -5,78
=79 @,3298 cde ~&, 44
Fs8 ?,7260 de —7 .5

FZ5 @,2854 ) -19,09

S R T S Sl i i e e e T e A S e it e i T ot e s s VY e it S oot U048 SreSE NS WS bt T AA o e W A S o e S S S e S AL S ik mmes ote e ot

Medias =seguidas por letras distin

r+
il
0

diferem entrea =

[ S

no

nivel de 3%, pelo teste de Fisher.
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Fara a variivel matéria seca da parte aérea
{Tabela 12) apenas os isolados F&68 2 Flil promoveram o

crescimento de forma significativa a 5% de probabilidade.

Tabels 13 = Matéria seca do sistema radicular {MSSR) =
variagdo percsntual (V.F.): em relagio ao
:Dntréiearde blantas de milho incoculadas com
difezrentes isclados., wtilizando-se amostras
de s0lo da Série Luiz de OAueiroz
esterilizadas (Lo EST) {média de b
repeticiies) .

I1S0OLADOS MSSR (g} VLRI

1E6RNM B,5312 = 29 ,I7

41RN Q,5268 a 23,78

LA42RN A,3173 = 285,11

4ZRN P,%1490 a 25,18

TIRM B,30346 a 22,483

32RN @,4314 b& ?,94

F3 2.4507 b R, &7

Fz8 , 2,424 b 3,12

COMTROLE @2,4186 bc —————

Filid 2,4084 bc -, 54

=79 D,T561 o ~1@.84

Fi44 D23 d -21.11

F&8 40,3188 d 22,36

FA3 B,21&2 d —-22.7

Fia4 B 2215 df -27,88

F&3 Q,2489 f -34,51

difersm entr=2 =i no

0

Médias =sequidas por letras distinta

nivel de 2%, pelo teste de Fisher.



s

Fara a wvari&avel matéria seca do sistema
radicular, pode—-ss abservar na Tabela 123 gue apenas os
isolados selecionados no Experimento I DrOMOoOVEeram (]

crescimento de forma =signi

-

icativa. Assim, o5  lsolados
136RN, 41RN, 148RN, 42ZRN e I9RN apresentaram aumentos entre

22,63 = 29,374, 2nguanto gque os isolados FL44, F&8, F33,

Fl64 = F&7 promoveram decréscimos significativos na produgdo

de materis seca do sistema radicular, proporcionando

Fara a wvariiavel matéria seca total i Tabela
14) podemos observar gue apenas o isolado 42RN  apresentou

diferengas significativa em relag¥o ao controle, causando um

s

incremento de 2I,33%, enguanto que os isclados Fléd, FI5 e

Fe&E  foram significativamente inferiores

Y

o contreols, com
decréscimos de -21,27 a —-18,55%.

E interessante notar que., para as variaveis
matéria seca do sistema radicular e matéria seca total,
todos o3 isolados sslecionadeos no presente  trabalho foram

superiores ag controle.
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Tabela 14 Matéria seca total {MET) =] variagio
percentual (V.F.), 2m relagic ao controle,
de olantas de milho inoculadas com
diferentes iscolados,., utilizando—se amostras
de salo da Série Luiz de Gueirosz
esterilizadas . (LG EST {média de b

- Eébetiééés)u

1s0LAD0OS MSFA{g) V.F LR

42RN @.,9428 a 25.03

41RM 0.8995% ab 17 .36

148RN @,8963 ab 17,46

136RN 2.8968 ab 17,40

3 8.,83%77 ab 11,36

I9RN 2.84%4 abc 12,83

Fiii #,837284 abc 2,83

22RN 2,8027 abc 3,12

CONTROLE B,75822 be ————

F&8 @,749% bcd -1,7%9

F33 D,74794 bed -1.81

Fi144 DL, EF92 cd -5,78

2-77 0,6969 cd -3,82

Flés4 B,6827 d -1@,5%

FZ3 D,6618 d -21,13

F&Z 2,68012 d —-21.23

Médilias

nivel de 5%

2

seguidas

por letras distintas diferem entre si no

palo teste de Fisher.
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L= resultados obtidaos  neste axEperimento
concordam  com 0s apresentados por LIFSHITZ et alii (1987 .,

uwma veazr quea  fol observada promogino do crescimentoc em
condigles de zolo ssterilizado. Uma possivel sxplicaglo para
tal resultado seria & concentragdo de ferro no solo LB EST

am relagdo =20 LQ NAT o que poderia estar relacionado A

i

REITAZ (1929), por sua vesz, também observou & sstimulago
do desenvolvimento da plantulas de café com a introdugi3o de
isolados de Pseudomonas =p. zm areia esterilirada.

E interessante notar que o soloc Luiz de
Queiroz., por apresentar adeqﬁado nivel de fertilidade = teor
de matéria orgénica (Tabela 1) deve contsr uma

populagdc microbiana mais ativa e diversificada. podendo

ezta ter influenciado, de forma negativa,

iJ
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3
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3
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3

da bactéria introduzida. Frovavelmente esta
potencial de indculeoc insuficisnte ou, talvez, as condighes

mbientais n

i

he =sram favoravelis.

pary

e

s

it
{

For outro lado, nesta discuss3o sobre a
influgncia da populag¥o microbiana nmativa do solo. sugere-se
que tenha oacorrido uma possivel competigido da bachéria
introduzida com a populag¥o de organizmos delstérios  do
s0lo, O QUE, portantoc, causou aumento na capacidade de

smergencia das plantulas, sem, sntretanto,. haver promog3o do

ideréforos por alguns dos isolados avaliados.
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4.4. Avaliag¥o da capacidade de promog3o do crescimento,

em casa de vegetagdo — EXPERIMENTO

A

Com o objetivo de avaliar

o

capacidade de
promogo do  crescimento de mais tré#s  isolados de RPCFR,

enviados pelo . Dr. FLOEPFER da ALLELIX INC., Canada,

realizou~se o EXFPERIMENTO 3=, uma ve2z gque oS mesmos naAO
chegaram a tempo de serem incluidos no EXFERIMENTO Z.

Segundo KLOEFFER {(1987) essas bactérias foram
isoladas de ralzes de soja (1-182), ralzes de gramineas
nativas (GZ2B-18) =2 ralizes de uma sanifragscea nativa (62~
26). '

Meste euperimento coptou—-se por rEalizar uma
andlise sstatisztica para cada condig3o de =sclo, ou- seja,
amostiras de solo da Série Ribeir3do Claro nmatural — RC NAT,

Séerie Luiz de GQueiroz natural - LA NAT & esterilizado - LQ

EST.
Os wvalores de F & os coeficientes de variagdo
para as variaveils analisadas, nas difesrentes condigles de

s0lo, est3Eo apresentados na Tabela 15, onde podem ser
mbservados efeitos significativos apenas na variavel materia

saca da parte agrea (MSFA), nas amostras do solo RC NAT =

KLOEFFER,J.W. - {Allelix Inc., Ontario, Canada) Comunicago

pessoal, 1737.



matéaria seca do sistema radicular, mas amostras do solo LG
MAT .
Observa—-se que, para as amostras de solo RC

AT (Tabela 14), de uma forma geral, ocorreram incrementaos

na produgsio de matéria seca para as tr#s variaveis
observadas, sendo que, para a produgdo de matéria seca da
parts  aérea, apenas o isolado I1-102, com 22,02% de
incremento, apresentou-se =2statisticamente diferente do

controle a 10% de nprobabpilidade. © isolado BZ2-2&6 apresentou

diferengas significstivas, em relagdo a0 controls, na

produgdo de matéria seca do sistems radicular (ZT,47%4) e

.

’

matéria seca total (19.47%).
Nas amostras de solo da Série Luiz de Queiroz

naturais (Tabela 17

—t

2 esterili

ti

adas (Tabels 18) A
introdugdn dos isolados promoveu, de uma maneira geral, um
decréscimoc na oroducdo de matéria seca dazs diferentes
variiveils analisadas. Significativamente oCorreram
diferengas para o isolado 52-24, na produgio de matéria seca
do sistema radicular e total, nas amostras de solao LA MNAT, e
para matéria seca da parte agresa e total, nas amostras de
solo LA E£5T7T. PFPor sua vez o isolado G2€-13 apresentou
diferengas significativas para a producdo de matéria seca do

sistema radicular, nas amostras de

It

alo L@ NAT =2 matéria

1t

eca total, nas amostras de solo LA EST.



Tabela

l.—t
]
i
0
st
0
iy
1]
i

de

sistema radicular

total (MST) de plantas de milho

diferentes iscladoszm,

nos tras

de solo utiliradas.

vari

(MSFA),

agdo

Yarlancia

(MSSK) = matéria seca
inoculadas

tipos de amostras

1
s0L0E MSFA MSSR MST
z %
F 2.&6F07 1.68464 1.,46587
RC MAT
C.V. (%) 15,57 146,09 14,38
k&4
F 8,9382= T.2192 2,82%97
LA NAT
CoY. (% 18,45 28,47 19,28
F 1.6317 1.28&1 1.,9752
L3 EST v
C.Y. (4 14,72 IR, 67 20,48
1-Bolos: RC MNAT - solo da Série RibeirXg Clarc natural
LA MNAT — so0lo da Série Luiz de Queiroz natural
LA EST - solo da Séris Luiz de Queiror esterilizado
2= ¥ — gignificincia a 1@% de probabilidade
¥%¥ — significincia a 3% de probabilidade

(C.Va)

matéria



Matéria saca da parte aérea (MSFA), matéria seca

Tabela 1& -
do sistema radicular (MSSR), matéria seca total
(MST) 2 varliagido percentual "2 ). 2m relagdo
ao controle, de plantas de milho ipcoculadas com
diferentes isolados, em amostras de solo da
Serie Ribeir3o Claroc Maturais (RC MAT). (média 35
repetiglhes;).
IS0LADO MSQFA(g) V.FP.(%) MS3R(g) VL. {WHY O OMBETig) WLFPLILU)
I-102 1,8667a 22,82 1.8678ab r,Si 2,1343%ab 14,73
BE2-26 1,984%ab 14,95 1.2172a 23,47 2 2222a 12,47
G28-18 P.8758 b @,18 1,15848a 13,84 2,8398ab ?. 65
CONTROLE 2,8742 b ——-——— 2,9852 b ————— 1.8601L b —————
oms 1@% @145 0,1952 2,316
Medias seguidas por latras distintas, diferem entre =i no

nivel de 19% ,

pelo teste

de Fishe
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Tabela 17 - Matéria seaca da parte aérea (MSFA), matéria seca
do sistema radicular (MSSR)., matéria ssca total
{(MST) 2 variagio percentual (V.P.}, =zm relagio
ao contrele, de plantas de milho inoculadas  com
diferentes lisolados, gm amosiras de solo da
Série Luiz de Queiro: naturais (LE MAT) {(mé&dia 3
repetigies).
IS0LADO MSFA(g) Y.P.(%) MSSBR(g) WY.FP.(%) MST{(g) VL.FL(R)
I-102 1,489 11,42 1,47%4ab —h4,13 E.84%13 2,3
GE2-2& 1,4808% 2,82 1.,2874c -Z1,2 Z,4085¢ -12,41
G22-18 11,4592 1,82 1,289Fhe —-17,8¢ 2.,718%abc -8,71
CONTROLE 11,4445 ————- 1,3327a ————— 2,728 00 —————
;;;—;ég—f@,Ezé N ?,1287 B B R,EZ5%4 N
Médias seguidas por letras distintas, diferem sntre si  no
nivel de 18%, pelo teste de Fisner.
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Tabela 18 - Matéria secs da parts aérza (MSPA), matéria seca
do sistema radicular (MSSR), matéria seca totsl
(MST) 2 variag3o percentual {(V.F.) =m relaglo &o
controle, de plantas de milho noculadas com
diferentes iscolados, em amostras de =s=olo da
Serie Lulz de Gueiroz esterilizade (LB EST)
(média 5 repetiglies). i o
ISOLADRO  MEFA(g)Y Y.FP.(%W) MESR(g) V.F.{4) MST(a) VY.P.(%)
I-102 2,247 ab ?.14 2.8136 DL.05 4., 859%ab 4,2
G2~ 1,8443b ~-17,99 1,62Z23 ~21.72 S.4678 ~-12,88
G20-18 2‘ Z3dab 19,273 1,46388 —21,&8 Z,6536b 13,859
CONTROLE 2,2492a 2 —==——— 2,879 @ —e—e——— S282a 0 e
dmz 1@ D,T162 @,4386 7,60I0
Médias sequidas por letras distinta=s, diferem entr= si  no
nivel de 18%, pelo tests de2 Fisher.

Com os resultados obtidos no EXFERIMENMTO =
pode-se observar, mals uma vez, uma possivel influgncia da
microbiocta nativa do solo da série Luiz de Oueiro na
atuagxo das Dbactérias introduzidas,. uma vez gque ocorreu
promogio  do crescimanto no solo RD MAT mas n3c no soloc LA
MAT

Meste euperimento observou—-se gque os isolados
estudados nio promoveram o crescimento de milho em  amostras
do solo da Série Luiz de Queiroz ssterilizado {Tabesla 18).
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4,3, Avaliagdo da capacidade de promog3o do crescimento
de diferentes mutantes em casa de vegetag3o -

EXPERIMENTO 4

Apesar da observagio da ndo occorrgncia de

L

mutantes apbds um pericdo de incubazdo de uma semana, @ =ste

-+

axperimento Qi realizado com o 1ntuitoc d4de avaliar a

capacidade de promogdo do crescimente dos difarentes

-+

mutantes em casa de vegesitagdo.
Fara tanto, foram testados os trés diferentes
mutantes dos seils isolados selecionados no EXFERIMENTO I
perfazendo um total de 18 mutantes diferentes.

Os valaores de F = o3 coeficientes de variagfio

para as variidvels analisadas sstio apresentados na Tabela

b

j—
-4

Os dados obtidos para a produgdo de matéria

seca da parte agrea, matéria seca do sistema  radicular

11}

matéria seca total, bem como & wvariagio percentual 2
relagqo a0 controle 2st3o apresentados na Tabelas 28, 21 e
—~e

Fodemos observar na Tabela Z@ gue todos os

mutantes atuwaram de forma pesitiva na produgio de matéria

B}

rea {incrementos de .41 a 25,634} sendo que

i+
1]
il
it

seca da par

de forma si

P

[En]
]
=
~h
i_l
i
fis
i+
l,.a
o,

iva apenas os mutantss  148RN, 42RN,

e e

iferengas na capacidade de colonizagio dos diferentes
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TARNS, L48RS, ZiRM = LIARN..

zbhela 19 - Valores de F & cosficients d

M
m
5
l..l
Bl
1
a2
]
3
<2

obtidos na analize de varifncia da matéria seca
da parte aérea (MSFA), matéria seca do sistema
radicular (MSBR) 2 matéria seca total (MST) de

plantas de milho  inocuwladas com diferentes

mutantezs em amostras de zcloc da Série Luiz de

A

£

Queliroz naturais (L3 MAT) (média de

YARIAVEIS ANALISADAS

i

F 1,2417 2,0509 1,2445
LY. () 2,41 11,97 19,16

I = &-significé@Encia a 5% de probabilidade.
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Tabela 28 - Matéris seca da parte agrea (MSFA) = variagXo
percentusal (V. F.) em relaclc ag controle, de

plantas de milho incculadas com diferentes
mutantes, =m amostras de solo da Série Luiz de’

fQusiros naturais (LB NAT) {média de 3

150LADO MSFA(g) VLR (%)
L48RN 7.,4979a 25,47
42EN 2,448%ab 23,87
LABRNS 2,4092abc 21,90
148RS 7, 40b6babc 21,77
41RN 2,3972abc 21,2

1T6RN 2. 3960abc 21,27
LT&RS 2,3093abed 17,24
TIRN . Z.,T1l1labcd 16,97
41RS ?,2890%abcd 15,32
TI9RNS 2,276Zabed 15,17
41FNS 2,2T87abcd 13,27
47RS 2.1776abcd 12,18
LTARNSG 2,1679abed 2,49
S2RS 2.1561%abed 9,75
42RNS ?,1525abcd 3,91
S2RNS 2,151%abcd 3,84
= 2RN 2,1286 bcd 7,70
T9RS 2.983%  cod 5,41
CONTROLE 1,9764 d ————

M&dias =seguidas por lstras distintas diferem 2ntra

i
'..A

no

nivel de ¥ , peslo fteste de Fishsr.

Fara a varilavel matéria secs do sistema
radicular {(Tabsla Z1) apenas os mutantes 148RNS = 13&6RN

atuaram negativamente, em relagdao a0
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controle, porem de forma ndo significativa, snquanto que os

demals promoveram o crescimento, com variaghes de 9,2

24,33%. Diferengas significativas ocorrescem apenas para os

izolados IFRN, 41RNE = 41REB

Tabela 2Z1 -~ Matéria =e=ca do sistema radicular (MSFA) e
variagido percentual (V.F.) em ielagdo ao
controle, de plantas de milho incculadas com
diferentes mutantes, 2m amostras de solo da
Seriz  Luliz de Gueiroz naturais (LA NATY
{meédia de 3 repetigles).

ISOLADD MSSR((g) AL S 4

TIRN 1.9415a 24,33

41RNSG 1,8%32%ab 21,2°

41RS 1.8485abc 18,327

32RM l,81‘“abcd 16,2=

A1RN 1.77%6abed 132,71

1Z6RN 1,71%4abcde 7.7z

42FRN 1.7117abcde 2,42

3ZRS 1.,.7228abcde ?.,0a

I97RS8 1.46824 bode 7.74

148R3 1.,86558% bode 5,09

42RS 1,6387 cde 4.75

148FN 1.62738  cde Z.94

1Z6RS 1.8124 cde Z.E7

S2RNS 1.588%5 de 1,73

42RNS 1,8R47% de 1,46

IPRNS 1,.34658 de a,z27

CONTROLE 1.5&15 de= —————

LZERNS 1.,518%2 2 2,77

1L 48RNS 1,4742 e -5 ,59

d.m.s. 3% = B,2215

Medias seguidas por letras distintas diferem entr= si  no

rnivel de 3%,

peloc teste de Fisher.

a
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a produgio de matéria seca total (MST)., mais uma ve=z
nbserva-se gue todos ©0s  isclados atuaram positivamente
{(incrementos de 4,18 a 17.4&6% sendo qus diferengas
significativas foram obtidas paras todos o3 mutantes RN
(exceto o 3ZRN) 2 para os mutantes 41RS, 41RNS e 148RE.

Tabela 22 - Matéri

ﬂl

1

e+

nTas

s

YIRS S =2m  r2lagdo &0 controle, de

is

de milho inoculadas com diferentes mutant

m

em amositras de solo da Série Luiz de Queiroz

naturais (LB NAT) (média de 5 repetigles).

I1S0LAD MST(g) VUL (%)
TORN 4 ,206ba 19,46
41RN 4,172%9ab 17,94
42RN 4,1680ab 17 .58
41RS 4,1377ab 146,95
41RNS 4,1324ab 16,80
LTERN 4,1@95ab 146,15
148RN 4,105%9ab 16,85
148RS 4,062@ab 14,81
1T6RS T.941%abc 11,42
S2RN 3,9404abc 11,37
148RNS I.B88%4abc 3,76
SZRS 7,863 Tabe 9,19
TORNS T.B42%abc 8,59
42RS Z,8114abe 7,73
IORS %,765Babe 4,44
SPRNG 3,73%97abc =70
AZRNS T.73b6%abe 5,62
1TARNS T,68461 bc 4,18
CONTROLE T,5I88 o ——

d.m.s. 3% = B,3836

Méedias seguidas por letras distintas diferem sntre si no
[l

nivel de %, pelo testz de Fisher.

seca total (MST) e variagXo percentual
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introdugdo da estreptomicina como  marcador, influenciou

]

i

egativamente a capacidade de promogio do crescimento pelos

mutantes testados. De maneira gerzl, a produgio de matéria

i

2ca de plantas de milho inoculadas com o5 mutantss BN foram

superiores ao controle. Esta informag3o sugere mais uma vesz

que quis necessaria & wutilizag3o de resisté#ncia E]
antibioticos come marcagdo, a ubtilizac®o d2  estrsptomicina

4.6. Avaliagldo da capacidade de promog3o do crescimento

em diferentes épocas'de colheita - EXFERIMENTO 5

it
3
]

]

crescimento pelos isolados 41RN & LI&RN,

L

nocas de colheita.

Optou-se pela realizragd¥c d2 uma analise de
Yariancia sm cada £poca de colheita.

A Tabela 23 apressnta os valores de F e os

coeficientes de variag3o cbtidos na andlise de varisncia,

para  as  variévels analisadas nas difsrsntes &pocas  de
colheita. Observa-sa a acorrancia de diferengas
significativas apenas para a matéria seca da parite agrea sos
78 dias, @ para a matéris seca do sistzma radicular aos 15,

=~
i1}
o
~{
]
0
fl
il
i1}
i

o
O.
n
i
i
i
3
i
]
[n?
[
M
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Tabela 272 - VYalores de F 2 coeficiente de CAELAGED PV
ohtidos na andlizse dg variidncia da matéria seca
da parte asrea (MEPAY, matéria ssca do sistema
radicular (MBSR! =& matéria seca total (MST) de
plantas d2 milho, incoculadas com diferentes
isolados acs 15, 2@, 45, &8, 73 =2 9@ dias apés
a semeadura, uwtilizFando-—-=s2 amostras de solag da
hérie Ribeir3o Claro nraturais (RO MHAT: {média
de 2 repeticles).

DI&AS MSFA MSSH MST

1 £ |
F 1.2842 15,2000 Q,03242
15
C.V.{%) 12,81 18,44 14,99
= 72,0370 1 G N B, 133
=8
C.N. % Z2&H,21 2797
= D,88912 A.BLES n.,8118
) =
ot
PRV 17 .24 21,83 18.4
F @,043234 @,40%7 D,1561
HB
C.N. (4 15,373 24,882 15,96
¥
F 1.,8214 2.F31L8 1.,0337
7%
T 0HE) 18,9 TR.7TE 17.87
X ¥
F Z,8581 D.7848 2,451

n'_._.-.' @

C.v. (% 145,77 1,598 1&,37
1= X¥-significéncia & 10% de probabilidade
XX — significdncia a 3% de orobabllidade
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Fara a wvaridvel mat2ria seca da parte aérea

(Figura 3) observou~se gque o isglado 1324RHN mostrcu—ée
superior ao controle aos 78 dias, com incremento de 21,18%,
wa significativa a 1084 de probabilidade.
superior,

=endo 3
isolado 41RN apresentou-ss
de

Far sua
significativamente, ac controle, aos 73 dias (incremento
do zistema

ZE2Ca

matéria

significativaments com a

12,42%).
& crodugcdo  de

&) diminuiu
Zom variagdo de

(Figura
colheita

izsolado 41RN aos 13 dias,

radicular
Mas demals &po

introducdo  do
(=3&6,10%). cas de
seca

diminuigles na producdo de
estatisticamente,

matéria

H

u

F,I374 e ags 79 dia
oCcorreram
do

sem entretanto diferir,
izsolado 13Z&6RM, ocorreram incrementos aos 15
tivos (22,32%

e ¥

também

desta wvariavel,

Fara o
significa

rreram decrescimos na produgso

controle.

F AT7A

as (5

S

bi

i

by d
i

i
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2 a0

~ar

diferenga

0
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o

d
demals epocas de

|._l
it
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=

)

ol
sendo 2sta

i

radicular,
B A

81}

{2
i o

matéria seca do sistema
20 pas a semeadura

il
i
[

1i:
Qcorreram

1.

de
A0S

{Figura 7) n3o

ontrole,

icativa apenas
menhum

-t

gnu

gr
2m

1
lul .

produgsiic de matéria seca total

1

[

Ma
ativas =m relag3o ao

X

diferengas signifi
nas diferentes épocas

1

dos tratamentos,
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40 M8PA(g)

B oonTROLE NN 1eeAN 3 41RN

-] 80

DIAS APOS SEMEADURA

Medias seguidas por letras distintas diferem entre =i nRo

nivel de 19%, pelo teste de Fisher.

Figura 3 — Efeito da inoculaco dos isolados 41RN = 1346RN na
produgio de matéria seca da parte agrs=a {MSFA)

de plantas de milho em diferentes &pocas de

zolheita, em amostras de solo da Série Ribeir3o

CElaro naturais (RC NAT) {(nédia de 5 repetigies).
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83R
a8 M38R(g)

B8 conTROLE IW1seRN EEE 49RN

s 30 48 60 © .78 90
DIAS APOS SEMEADURA

il
fose

Médias seguidas por letras distintas diferem entre ne

Figura & - Efeito da inoculagio dos isolados 418N & 136RN na

produgido de matéria seca do sistema  radicular

de colhsita, em amostrass de =0lo da Série
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8 OONTROLE  NS4seRn ESemn | - - - - - .

Médias seguidas por letras distintas diferem sntre =i no

nivel de 18%, peloc teste de Fisher.

Figura 7 -~ Efesito da inoculag¥o dos isolados 41RN & 1734FRM na

b

produgdo de matérizs zeca total (MET) de plantas

de milho am difersntes &pocas de colheita, em

amastras de solo da Sériz RibeirX¥o Claro naturais

(RC MATY {(média de I repetizles).
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i}

0 objetivo da bacterizaciio de sementess  com
isolados de Pseudomonas zp.. possivelis promotores de

crescimento de plantas, resume-se na  busca de melhores

produgbes das plantas cultivadas. Assim, sugere-se gque este
tipo de experimentaclo seja realirado em condigies de campo,
utilizando~-se como par#@metro de avaliag3o a produglo da

cultura, ambara a s Ié;ﬁo pfévia dos isolados de RFCFPs seja

i1}

~h
{1
D

2ita em condigio Cas

]

de vegetag3o.

A avalliagdo da promog3o de crescimento por
RFCF &, geralments, realizada no inicio do desenvolvimento
da planta (aproximadamente 13 dias) am experimentos
conduzidos em casa de vege%a;ao, ou nokfinal do ciclo da
cultura (estimag3o da produgo), guando em condig3o de
campo. Neste experimento, observou-se efeitoc significative

da introdugdo dos isolados, apenas aos 75 2 90 dias apos. a

semeadura.
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3. CONCLUSGES

A realizagdo deste trabalhg = forneceu

resultados gque permitem tirar as seguintes conclusles:

(1) A utilizagHo do metodo de marcago genéetica dos isolados,
atraves da obtengio de mutantes ssponti#necs resistentes
& rifampicina e &cido nalidixico, foi eficiente para

monitorar a colonizagdo das ralzes pelo isolado

i3

& introdugdo da estreptomicina como marcador n3o se
Justificou, Lima ves: que nAo foram observadas
alteragles na capacidade de colonizagXo do mutante,

bem como, na promogdo do crescimento.

(%)Y N¥o fTol observada relagio de especificidade entre os

isolado=z empregados. Isolados obtidos de rizosfera de

ocutras plantas de promogido do

D]
| ¥
i
o
3
m
i
m
3
r
1]
i
i1
3
[
i
1l
fiy
1
]..4
[m R
2
0
i}

crescimentn de plantas de milho, noréem, esta  fol
influenciada pelas condigles de =olo nmatural ou

esterilizado.



{4) Os ilsoclados 41EM = 1735RM apresentaram capacidade de
antecipar a emergéncia de plantas de milho, em  tres

dias, guands se utilizouw amostras de =o0lo natural. Nas
amostras esterilizadas n¥o houve =feito desses is=olados

sobre a emerg#Bncia.

{3) A rcapacidade de promog3o do crescimento foi  afetada
pela introdug¥o dos isolados 41RN 2 1Z4FRMN aos 73 = 908

dias apds & semeadura.
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