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RESUMO

SILVA, Nathalia Duarte; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Abril de 2012; IDENTIFICAQAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS
DE FOSFATO E ANALISE DO SEU EFEITO SOBRE O DESENVOLVIMENTO
DE PLANTAS DE Arabidopsis thaliana; Orientador: Prof. Goncalo Apolinario de
Souza Filho; Co-orientadora: Profa. Beatriz dos Santos Ferreira; Conselheiros:
Profa. Rosana Rodrigues e Prof. Vanildo Silveira.

A disponibilidade de nutrientes para as plantas € um fator determinante para o
seu desenvolvimento, tendo grande influéncia na producéo agricola. O fésforo é
um dos nutrientes mais importantes para a cultura agricola, pois € limitante para o
crescimento vegetal por influenciar o fornecimento de energia necessaria para os
processos metabadlicos. Um dos principais problemas relativos a absorcdo deste
nutriente pelas plantas se deve ao fato de uma grande porcado de fosfato
inorganico (Pi) soluvel, aplicado ao solo como adubo quimico, ser rapidamente
imobilizado nas formas de fosfato insolavel. Uma das alternativas para amenizar
esse problema € a utilizacdo de microrganismos eficazes na liberacdo de Pi por
meio de sua solubilizacdo e mineralizacdo. Nesse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo a avaliagdo e a caracterizagdo de isolados bacterianos de
abacaxi (Ananas comosus L.) capazes de solubilizar fosfatos e a avaliacdo de seu
efeito na promoc¢éo do crescimento vegetal, apds sua inoculacdo em plantas de
Arabidopsis thaliana. Vinte e um isolados bacterianos de abacaxi foram avaliados

guanto a capacidade de solubilizar fosfato insolivel em meio Basal e LGIm. Entre

Xiv



os 21 isolados bacterianos avaliados, oito foram capazes de solubilizar fosfato,
sendo dois de origem rizosférica e seis de raiz, dos quais trés eram epifiticos e
trés, endofiticos. Os isolados foram caracterizados pelo sequenciamento da
regidao do gene 16S rDNA, ao nivel de género, sendo trés do género Bacillus sp.
(UENF 111925, UENF 112922 e UENF 122921), dois do géneero Burkholderia sp.
(UENF 111923 e UENF 113922), um do género Pseudomonas sp. (UENF
113821) e um do género Enterobacter sp. (UENF 123925). As condi¢cdes de
cultivo de A. thaliana foram padronizadas e ensaios de inoculagdo com as
bactérias Gluconacetobacter diazotrophicus, Bacillus sp. (UENF 112922), Bacillus
sp. (UENF 122921) e Burkholderia sp. (UENF 113922) permitiram analisar o efeito
dessas condi¢cbes na promocao do crescimento e desenvolvimento vegetal. Como
resultado, foi possivel observar que as bactérias G. diazotrophicus, Bacillus sp.
(UENF 112922) e Burkholderia sp. (UENF 113922) promoveram crescimento em

plantas de A. thaliana.

Palavras-Chave: bactérias solubilizadoras de fosfato, Arabidopsis thaliana,

Gluconacetobacter diazotrophicus, fosfato inorganico.
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ABSTRACT

SILVA, Nathalia Duarte; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Abril de 2012; IDENTIFICATION OF PHOSPHATE SOLUBILIZING
BACTERIA AND ANALYSIS OF ITS EFFECT ON THE DEVELOPMENT OF
PLANTS Arabidopsis thaliana; Orientador: Prof. Goncalo Apolinario de Souza
Filho; Co-orientadora: Profa. Beatriz dos Santos Ferreira; Conselheiros: Profa.
Rosana Rodrigues e Prof. Vanildo Silveira.

The availability of nutrients to plants is a determining factor for its development,
having great influence on agricultural production. Phosphate is one of the most
important nutrients for agriculture, it is a limiting factor to plant growth by
influencing the supply of energy needed for metabolic processes. One of the main
problems related to its absorption by plants, is the fact that a large portion of
inorganic phosphate (Pi) soluble, applied to the soil as fertilizer, is rapidly
immobilized to insoluble phosphate form. An approach to try resolves this problem
is the use of microorganisms able to releasing Pi by its solubilization and
mineralization. In this context, this work aimed the evaluation and characterization
of bacteria isolated from pineapple (Ananas comosus L.) able to solubilize
phosphates, and the evaluation of its effect in promoting growth of Arabidopsis
thaliana. Twenty-one pineapple bacterial isolates were evaluated for their ability to
solubilize phosphate insoluble in basal medium and LGIm. Among 21 bacterial
isolates evaluated, eight were able to solubilize phosphate, 2 rhizospheric origin, 3

root-epiphytic and 3 root-endophytic. The isolates were characterized by
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sequencing the region of the 16S rDNA in the genus level where 3 Bacillus sp.
(UENF 111925, UENF 112922 and UENF 122921), 2 Burkholderia sp. (UENF
UENF 111923 and 113922), a Pseudomonas sp. (UENF 113821) and an
Enterobacter sp. (UENF 123925). The culture conditions of A. thaliana were
standardized. The bacteria Gluconacetobacter diazotrophicus, Bacillus sp. (UENF
112922), Bacillus sp. (UENF 122921) and Burkholderia sp. (UENF 113922) ware
inoculated in plants for analyzing of its effect on plant growth promotion and
development. As a result it was observed that the bacteria G. diazotrophicus,
Bacillus sp. (UENF 112922) and Burkholderia sp. (UENF 113922) promoted the
growth of plants of A. thaliana.

Keywords: phosphate solubilizing bacteria, Arabidopsis thaliana,

Gluconacetobacter diazotrophicus, inorganic phosphate.
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1. INTRODUCAO

A disponibilidade de nutrientes para as plantas € fator determinante para
seu crescimento e aumento na producdo agricola. Neste sentido, a captura
eficiente de nutrientes do solo pelas raizes € uma questao critica para as plantas,
uma vez em que muitos ambientes possuem baixa disponibilidade de nutrientes
(HODGE, 2004).

Para suprir essa necessidade, a utilizacdo de fertilizantes quimicos é uma
maneira rapida de fornecer os nutrientes para a planta. Com o aumento
populacional no mundo, o uso acelerado da adubacdo quimica tem aumentado,
contribuindo para efeitos desfavoraveis como lixiviacdo, emissédo e eutrofizagédo
dos ecossistemas aquaticos, fatores que contribuem para o aumento da poluicdo
ambiental (ADESEMOYE & KLOEPPER, 2009a; ADESEMOYE, et al., 2009b;
YANG, et al., 2009). A adubacdo quimica também pode modificar o pH e a
estrutura do solo, além de influenciar as atividades enzimaticas dos
microrganismos ai presentes (BOHME & BOHME, 2006).

Embora a pobreza de nutrientes no solo muitas vezes seja suprida pela
aplicacao de fertilizantes quimicos, a disponibilidade desses nutrientes é regulada
por um conjunto de parametros fisico-quimicos, fatores ambientais e interacdes
bioldgicas (HODGE, 2004). Um nutriente bastante estudado é o fosfato por ser
um fator limitante para o crescimento vegetal, além de desempenhar um papel
importante no metabolismo das plantas ao fornecer energia para 0s processos

metabdlicos (MISHRA, 1968). Assim, o estudo e o0 desenvolvimento de



mecanismos de solubilizacdo e disponibilizagcdo de fosfato sdo de grande
importancia para a agricultura mundial.

Neste contexto, tem sido observado um aumento significativo nos estudos
acerca das rizobactérias promotoras de crescimento vegetal e da capacidade de
solubilizag&o e disponibilizacdo de nutrientes do solo. Tais rizobactérias possuem
grande potencial para melhorar o crescimento e o rendimento de varias culturas
economicamente importantes (FARAJZADEH et al., 2012).

O presente trabalho visou a selecdo e caracterizacdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato a partir de uma bacterioteca de isolados obtidos de
plantas de abacaxi. A proposta envolveu a selecdo de isolados capazes de
realizar tal solubilizacdo “in vitro”, a caracterizacdo e a identificagdo molecular
destes acessos bem como a avaliacdo do seu efeito sobre a promocéao do

crescimento de plantas de Arabidopsis thaliana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Interagéo planta-bactéria

As plantas representam uma importante fonte de nutrientes e agua para os
microrganismos. Para terem acesso a esses nutrientes, varias bactérias
patogénicas e mutualisticas como os rizobios sédo capazes de colonizar, invadir e
estabelecer infecgbes cronicas no interior da planta hospedeira (SOTO et al.,
20009).

Em a natureza, diferentes espécies bacterianas sao encontradas em
associacado, formando comunidades. Essas comunidades bacterianas ocupam
todos os nichos terrestres, colonizando ambientes tais como solo, agua, ar,
plantas e animais. As comunidades bacterianas s&o consideradas a porc¢ao
principal da biomassa na Terra, sendo responsaveis por alguns processos
essenciais para a vida, como a ciclagem do carbono, do nitrogénio e do enxofre
(ANDREOTE et al., 2009).

As interacfes planta-bactéria podem ser subdivididas em trés classes:
patogénica, simbidtica e associativa (PUHLER, et al., 2004). Independentemente
do tipo de interagdo planta-bactéria, a sobrevivéncia e a persisténcia do
microrganismo em diversas partes do hospedeiro vegetal necessitam de
respostas adaptativas por parte da bactéria (MILLER et al., 1989).

As interagbes planta-bacteria podem variar de acordo com o0 nicho da
planta ocupado, podendo ser patogénicas, endofiticas ou epifiticas (ANDREOTE,
et al., 2009). A distin¢éo entre essas bactérias é apenas de natureza didatica, ndo



existindo um claro limite entre os grupos e sim um gradiente entre eles, visto que
existem algumas populacdes que podem flutuar entre a colonizagédo endofitica e a
epifitica (HALLMANN et al., 1997b).

Os mecanismos de penetracdo dessas bactérias nos tecidos vegetais
podem ser distintos, envolvendo os estdmatos, ferimentos, areas de emergéncias,
raizes laterais e a producdo de enzimas hidroliticas capazes de degradar a
parede celular dos vegetais (DI FIORE & DEL GALLO, 1995; QUADT-HALLMANN
et al., 1997 a; SHISHIDO et al., 1999).

Quando a interacdo € fitopatogénica, o patdgeno ataca as células do
hospedeiro visando a utilizar substancias produzidas pela planta em seu beneficio
(PUHLER et al., 2004). Para responder a essa interacdo, as plantas dependem de
sua imunidade inata (Chisholm et al., 2006). Estudos conduzidos sobre interagéo
planta-patdégeno indicam que a primeira linha de resposta da planta € acionada
pelo reconhecimento de eliciadores gerais conhecidos como padrées moleculares
associados a microrganismos (MAMPs/PAMPs). A percepcdo ao MAMP
desencadeia varias respostas que ocorrem em minutos, com o fluxo de ions
através da membrana plasmatica, o aumento intracelular da concentracdo de
Ca?', o estresse oxidativo, a ativacdo da MAP quinase e as grandes mudancas
transcricionais (Nurnberger et al., 2004).

Na interacdo associativa, 0 evento chave parece ser a colonizacdo da
rizosfera, onde o parasita € aparentemente mais favorecido, mas ndo causa
danos a planta associada. A bactéria pode obter nutrientes do exsudado ou
mesmo se instalar no interior da planta. Em troca, favorece a planta, suprimindo
patdgenos ou estimulando o crescimento vegetal através da producdo de
substancias especificas (PULER et al., 2004). Entre os estagios deste processo,

estdo a percepcdo da planta pela bactéria, a quimiotaxia em direcdo a raiz e a

D~

aderéncia e colonizacdo da superficie da raiz. Um exemplo nesse sentido
observado em Pseudomonas fluorescens, que exibe quimiotaxia em resposta a
exsudados de plantas que atuam como dirigentes da interacdo planta-
microrganismo (DE WEERT et al., 2002).

Entre as interacdes benéficas que tém sido estudadas, estdo aquelas em
gue as bactérias estabelecem simbiose com a planta (STACEY et al., 1992;
SMITH & READ, 1996). Nessa interacdo, as bactérias fornecem nutrientes as

plantas ou contribuem com atividades bioquimicas relevantes ao metabolismo



vegetal. A planta, por sua vez, contribui com nutrientes gerados pelo processo
fotossintético (GLENN & DILWORTH, 1985). Essas interacdes causam diversos
efeitos para a planta, como acréscimos de altura e biomassa da parte aérea, do
caule, das raizes, formacao de pelos radiculares e foliares e lignificacdo de vasos
do xilema (STURTZ, 1995). A interacdo entre rizobio e leguminosas € um dos
exemplos mais bem estudados de simbiose, em que as bactérias, ao fornecerem
amoOnia a planta, aumentam sua capacidade de crescer em solos pobres neste
nutriente e, em troca, recebem carboidratos (GLENN & DILWORTH, 1985). Essas
espécies tém sido aplicadas comercialmente ha muitos anos como biofertilizantes
(KLOEPPER & BEAUCHAMP, 1992).

2.2. Nichos da planta ocupados pelas bactérias prom  otoras do crescimento

vegetal

As bactérias associados as plantas podem colonizar a superficie ou ocupar
espacos dentro dos tecidos (BRENCIC & WINANS, 2005). Os nichos de
colonizacéo na planta podem ser classificados em filosfera, endosfera e rizosfera.

O ambiente filosfera esta relacionado com as partes aéreas da planta. O
embiente endosfera € definido como o sistema interno de transporte. O termo
rizosfera é definido como a regido do solo que esta ligada pelas raizes das
plantas, frequentemente se estendendo a alguns milimetros desde a superficie da
raiz (Bringhurst et al., 2001). De acordo com Hiltner (1904), esta regido do solo é
bastante rica em bactérias quando comparada com as que circundam o solo.

A regido da rizosfera é rica em bactérias por causa dos exsudados das
plantas, tais como amino4cidos e aglcares, que fornecem um ambiente favoravel
rico em nutrientes, resultando em maior populacéo bacteriana nessa regido (Haas
& Defago, 2005). Essa interacdo € benéfica para melhor aporte de agua e
nutrientes para as plantas (Ryan et al., 2009), pois essas comunidades estado
diretamente associadas aos ciclos biogeoquimicos do C, P, N e S, incluindo
também a remocéo de toxinas, producgéo de fitorménios, antibidticos, entre outras
(Cardoso & Freitas, 1992).

2.3. Mecanismos da promoc¢ao do crescimento vegetal

Os mecanismos de promocao do crescimento vegetal desenvolvidos por

bactérias associadas as plantas podem ser consequéncia de acdes diretas e



indiretas. De acordo com Castro et al. (2009), os mecanismos gerais de promocéao
de crescimento diretos incluem a fixacdo biologica de nitrogénio, producdo de
fitorménios como auxinas, citocininas e giberelinas, solubilizacdo de minerais
como fosforo e ferro, a producdo de sideroforos e a inducdo de resisténcia
sistétmica. E 0os mecanismos gerais de promocao indireta de crescimento sao
basicamente relacionados com biocontrole, incluindo a produgéo de antibidticos, a
quelacdo de Fe disponivel na rizosfera, sintese de enzimas extracelulares para
hidrolisar a parede celular fungica e da competicdo com patdogenos por nichos
dentro da rizosfera (Zahir et al., 2004; Van Loon, 2007).

Através da fixacdo do nitrogénio, da biodisponibilizagdo do fosfato, da
aguisicao de ferro, da exposicao da atividade especifica enziméatica e da protecao
das plantas contra patégenos nocivos pela producdo de antibioticos, as bactérias
promotoras do crescimento vegetal podem melhorar a qualidade das culturas
agricolas (Spaepen et al.,, 2007). Com base em seus diversos mecanismos de
acado, as acdes das bactérias promotoras do crescimento vegetal podem ser
classificadas em trés formas gerais - biofertilizantes, fitoestimuladoras e
biopesticidas (Bhattacharyya & Jha, 2012).

A acdo de biofertilizante é caracterizada como efeito das substancias
produzidas por microrganismos vivos que, quando aplicados sobre a superficie da
planta, semente ou solo, colonizam a rizosfera e promovem o crescimento das
plantas pelo aumento de nutrientes primarios para as plantas. Entre esses
mecanismos de acdo, destacam-se a fixacdo bioldégica de nitrogénio e a
solubilizacdo de P (Vessey, 2003; Somers et al., 2004). Vessay (2003) enumera
alguns géneros de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal com alto
potencial de agir como biofertilizantes, entre eles, Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium.

Fitoestimulacdo € a acdo desenvolvida por microrganismos capazes de
produzir fitormonios tais como acido indol acético, acido giberélico, citocininas e
etileno (Lugtenberg et al., 2002; Somers et al., 2004).

Biopesticidas s&o agOes desempenhadas por microrganismos que
promovem o0 crescimento da planta, controlando agentes fitopatogénicos pela
producdo de antibioticos, sideroforos, enzimas hidroliticas e inducdo de
resisténcia sistémica (Vessey, 2003; Somers et al., 2004; Chandler et al., 2008).

Segundo Bevivino et al. (1998), a estirpe de Burkholderia cepacia tem sido



observada com caracteristica de biocontrole para Fusarium spp., estimulando o
crescimento de plantas de milho em solos pobres em ferro pela producéo de

sideroforos.

2.3.1. Bactérias solubilizadoras de fosfato

O fosforo (P) €, apds o nitrogénio, o segundo macronutriente limitante para
0 crescimento e a producdo de culturas agricolas (VANCE, 2001). Ele esta
envolvido em fungdes biologicas basicas como a formacdo de acidos nucleicos,
fosfolipidios, metabolismo energético, ativacdo de metabolismo intermediario e
regulacdo enzimatica através das cascatas de traducdo de sinais (ABEL et al.,
2002; RAUSCH & BUCHER, 2002; SCHUNMANN et al., 2004).

O P é aplicado ao solo na forma de fertilizantes fosfatados. Cerca de 5 a
30% dos fertilizantes fosfatados aplicados aos solos sdo aproveitados pelas
plantas e uma parte significativa é reduzida por reac¢6es fisico-quimicas no solo
(TROLOVE et al., 2003). No entanto, uma grande por¢cdo de fosfato inorganico
(Pi) soluvel, aplicado ao solo como adubo quimico, é rapidamente imobilizado sob
as formas de fosfato de calcio (CaHPQ,), fosfato tricalcio (Casz(PO,),), fosfato de
ferro (FePO,) e fosfato de aluminio (AIPO,4). Sob tais formas, o fosfato néo é
assimilado de forma eficiente pelas plantas, demandando aplicagcdo excessiva de
adubos fosfatados nas &reas de cultivo (OMAR, 1998).

Os recursos globais de fertilizantes fosfatados economicamente acessiveis
vao se esgotar num futuro proximo, resultando em aumento de custos dos
fertilizantes fosfatados, bem como na sua escassez (ISHERWOOD, 2000). Para
evitar uma possivel escassez de P, especialmente em economias menos
competitivas, estratégias de melhoria da produtividade de diversas culturas
devem ser desenvolvidas com abordagens sustentaveis de adaptacdo de
cultivares a ambientes de baixa fertiidade, melhorando, para tanto, sua
capacidade de aquisi¢cao de nutientes (LYNCH, 2007; BEDDINGTON, 2010).

O fornecimento de P para as plantas por meio de insumos biologicos é
uma alternativa sustentavel e viavel, ja que o P solavel € liberado a partir de
reacoes de solubilizacdo de fosfatos insoliveis envolvendo diversos
microrganismos (Marschner and Dell, 1994).

Bactérias solubilizadoras de fosfato (“phosphate sulubilizing bactéria”-PSB)

podem solubilizar P insoltvel pela producdo de varios acidos organicos de baixa



massa molecular (Taha et al., 1969), podendo também atuar como agentes
quelantes (Lin et al., 2006). Outro mecanismo de solubilizacédo de P € a extrusao
de protons (H") (lllmer and Schinner, 1992), a producdo de exopolissacarideos
(EPS) (Barberi et al., 2004) e a produc¢édo de sideréforos (Yu et al., 2011).

Essa habilidade de solubilizar P possibilita 0 aumento do fésforo disponivel
para as plantas, auxiliando no papel fundamental no ciclo biogeoquimico do P em
ecossistemas naturais e agricolas (Rodriguez and Fraga, 1999; Zeng et al., 2012).

Microrgamismos solubilizadores de fosfato tém atraido a atencdo dos
pesquisadores que objetivam melhorar o crescimento e o rendimento das plantas.
Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) tém sido identificadas entre os géneros
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Microccocus, Flavobacterium e Erwinia (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).

2.4. Arabidopsis thaliana como modelo de estudo

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, Tabela 1, é uma dicotiledénea da familia da
mostarda, cuja distribuicio natural ocorre na Europa, Asia e América do Norte. E
considerada uma planta daninha de pequena importancia agricola. Muitos
ecotipos diferentes tém sido coletados de populacdes naturais, entre eles, o
ecoétipo Columbia (COL-0), amplamente empregado para estudos genéticos e
moleculares (TAIR, 2010).

O primeiro mutante, AGAMOUS, foi descrito em 1873 por Alexander Braun
e, em 1943, Friedrich Laibach relatou o potencial desta espécie como planta
modelo. Atualmente, A. thaliana é a planta vascular mais bem estudada, tem o
genoma relativamente pequeno, com cerca de 146 milhdes de pares de bases
(BEVAN & WALSH, 2006), inteiramente sequenciado. Por possibilitar o uso de
muitas ferramentas moleculares, atualmente A. thaliana é considerada a planta
modelo para estudos genéticos.

Além disso, A. thaliana é uma planta de reproducéao rapida com ciclo de vida
curto, apresenta pequeno porte, o que possibilita o crescimento de varias plantas
em espacos reduzidos como casas de vegetacdo. Muitos estudos sobre o
crescimento, desenvolvimento e capacidade nutricional tém sido realizados para
esta espécie. Por exemplo, tem sido possivel a identificacdo de genes envolvidos

na resposta a limitagdo de fosforo (SANCHES-CALDERON et al., 2006 _
A. thaliana

foi a primeira planta e o terceiro organismo multicelular, depois de Caenorhabditis



elegans (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998) e Drosophila
melanogaster (ADAMS et al., 2000), a ter seu genoma sequenciado (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Tal trabalho propiciou aumento gradativo no
namero de publica¢cdes que utilizam A. thaliana como planta modelo (BEVAN &
WALSH, 2006).

Tabela 1: Classificacao atual de Arabidopsis thaliana

Classificacao

Reino Plantae

Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Brassicales

Familia Brassicaceae
Género Arabidopsis

Espécie Arabidopsis thaliana

Fonte: NCBI (2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizacdo de isolados bacterianos de abacaxi (Ananas comosus L.)
capazes de fazer a solubilizacdo de fosfatos e a avaliacdo de seu efeito na
inoculacdo de plantas de Arabidopsis thaliana a partir de fontes insoliveis deste

nutriente.

3.2. Objetivos especificos

1. Identificar os meios de cultura apropriados para a aplicacao da metodologia
baseada no halo de solubilizacao de P;

2. Comparar o efeito de diferentes fontes de fosfato inorganico na formacéao

do halo de solubilizacéo de P;

3. Selecionar, entre o0s acessos da bacterioteca de abacaxi, isolados

bacterianos capazes de solubilizar fosfato inorganico;

4. Fazer a caracterizagdo molecular dos isolados positivos para solubilizacao
de P inorganico através do sequenciamento da regido do gene 16S rDNA;
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5. Encontrar condi¢cdes apropriadas para o cultivo de A. thaliana que
permitam a andalise do efeito da solubilizacdo de fosfato, realizada por

bactérias, sobre o desenvolvimento vegetal; e

6. Avaliar o efeito da promogdo do crescimento conduzido por bactérias
solubilizadoras de fosfato inorganico em plantas de A. thaliana pela anélise

de peso fresco.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia (LBT),
situado no Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual

do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, Campos dos Goytacazes-RJ.

4.1. Isolados bacterianos

Foi utilizada a bacterioteca de abacaxi contendo 21 isolados de folhas,
raizes e rizosferas, Tabela 2, cedida pelo Prof. Dr. Fabio Lopes Olivares do
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual — LBCT/CBB/UENF. Tais bactérias
foram isoladas pelo Dr. Samuel Tavares dos Santos (SOUZA, 2008). Para fins de
identificacdo da bacterioteca, cada isolado recebeu uma designagao, seguida de
um numero informativo quanto a sua origem, Figura 1, em que foram descritas as
caracteristicas para a identificacdo dos isolados, que, por sua vez, foram
armazenados em duplicatas em agua ultrapura estéril.

Como controle positivo para a solubilizacdo de fosfato, foi utilizada a
bactéria selvagem Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 pela sua capacidade
de promotora do crescimento vegetal. Esta bactéria também foi cedida pelo Prof.

Dr. Fabio Lopes Olivares.

4.2. Cultivo bacteriano em meio liquido

Para o preparo do meio de cultura, os componentes foram dissolvidos em

agua destilada e, apos solubilizagdo, o meio foi esterilizado a 121°C, 1 atm, por
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20 minutos. O pH do meio DYGS foi ajustado para 6,0 com KOH antes da
esterilizagéo.

As bactérias foram cultivadas em meio liquido DYGS (RODRIGUES NETO,
1986), Tabela 3, a 30°C, por 12 horas, a uma agitacdo de 140 rpm, rotacdes por

minuto, em um agitador-incubador orbital.

4.3. Ensaio de solubilizacéo de fosfato inorganico em meio de cultivo sélido

Para selecionar bactérias capazes de solubilizar fosfato, foi utilizada a
metodologia baseada na formacao da zona de clareamento ao redor da colbnia.
Para conducdo dos ensaios, foram avaliados os meios de cultivo definidos: LGI
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988), modificado por Saravanan e
colaboradores, (2007c) — LGIm, Tabela 4, e o meio Basal, descrito por Verma et
al. (2001), com algumas modificacbes (Tabela 5). Aos meios, foram acrescidas
separadamente diferentes fontes de P inorgéanicos: fosfato de calcio terciario
(Cas(PO4)s0H) (g.L™: 2,7) e fosfato tricalcio (Cas(PO4).) (g.L™*: 0,8). Como
indicador de pH, foi utilizado azul de bromotimol 0,5 % em KOH 0,2 M (5ml.L™)
para ambos 0s meios, e o pH foi ajustado para 6,0 com acido acético.

Para os in6culos, uma aliquota de 10 pl de cada cultivo bacteriano foi
depositada sobre os meios sélidos , e incubada em estufa a 30 °C durante 10
dias para a observacéao do halo de solubilizacéo.

Apébs o primeiro ensaio, as bactérias selecionadas como solubilizadoras de
fosfato foram novamente inoculadas em trés repetices, com a densidade Optica
ajustada para 1,0 (D.Ogp0=1,0), aproximadamente 10° células/ml.

A avaliacdo da solubilizacdo de P foi feita por medi¢cdo, com o auxilio de
uma régua, do diametro do halo translicido que se formou em torno da colénia
bacteriana. O tamanho do halo foi dado pela férmula: didametro do halo (mm) =
diametro total - diametro da colbnia.
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Tabela 2: Isolados da bacterioteca de Ananas comosus (L.), cultivares Smooth
Cayenne e Pérola, utilizados para o ensaio de solubilizagdo de fosfato.

NUmero

de Isolados

Cadigo
colecédo UENF

Origem do isolado

© 00 N o o b~ W N B

N N PR R R R R R R R R
R O O 00 N OO 0o D W N — O

UENF 11292J
UENF 111923
UENF 111924
UENF 111925
UENF 112921
UENF 112922
UENF 112925
UENF 113821
UENF 113922
UENF 113923
UENF 116828
UENF 117826
UENF 117828
UENF 121921
UENF 121922
UENF 121923
UENF 121924
UENF 122921
UENF 123921
UENF 123925
UENF 127924

raiz / epifitico
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
raiz / epifitico
raiz / epifitico
raiz / epifitico
raiz / endofitico
raiz / endofitico
raiz / endofitico
folha / epifitico
folha / endofitico
folha / endofitico
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
raiz / epifitico
raiz / epifitico
raiz / endofitico

folha / endofitico
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ESPECIE CULTIVAR

TECIDO VEGETAL

MEIO DE

VEGETAL
w

"4 Cultivar -1
Abacaxi—1 Cultivar — 2

\

Y
Rizosfera — 1
Raiz

Epifitos — 2

Endofitos — 3
Caule

Epifitos — 4

Enddfitos — 5
Folha

Epifitos — 6

Endofitos — 7

CULTURA

X
NB-—-8
DYGS -9

a

DILUICAO

r4

ORDEM

Yy

UENF VWYXZN

Figura 1: Codigo para identificacdo dos isolados bacterianos de abacaxi, com a
palavra “UENF” seguida de um conjunto de numeros. As plantas de abacaxi foram
cultivadas em casa de vegetacdo no campus da UENF. Adaptado e modificado de

Santos (2008).

Tabela 3: Composi¢cdo do meio de cultivo DYGS - pH 6,0

Componente Concentracdo (g.L %)
Glicose 2,0
KoHPO,4 0,5
MgS0,4.7H,0 0,5
Extrato de levedura 2,0
Peptona bacterioldgica 15
Acido glutamico 1,5
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Tabela 4: Composicdo do meio de cultivo LGIm

Componente Concentracéo (g.L ™)
Glicose 10,0

KoHPO,4 0,2

KH,PO,4 0,6

MgS0,4.7H,0 0,2

CaCl,.2H,0 0,02

NaMo0O4.2H,0 0,002

FeCl;.6H,0 0,018

Agar 17,0

Tabela 5: Composicdo do meio de cultivo Basal

Componente Concentracéo (g.L 7)
Glicose 10,0

NH, ClI 5

NaCl 1,0

MgSO,.7H,0 1,0

Agar 15,0

4.4. Caracterizacao Molecular
4.4.1. Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi feita para os isolados que conferiram a
capacidade de solubilizar fosfato a partir de células cultivadas em meio DYGS
liguido (Rodrigues Neto, 1986), Tabela 3, utilizando o kit de extracdo Plant
DNAzol (INVITROGEN, Grand Island, NY, USA), de acordo com as instru¢des do
fabricante. O DNA extraido foi analisado em gel de agarose 1% e quantificado por
espectrofotometria (Nanodrop 3000, Thermo Scientific, USA).

4.4.2. Amplificacdo do gene 16S rDNA

O DNA gendmico de cada isolado bacteriano foi utilizado como molde para
amplificacdo da regido do gene 16S rDNA através de PCR. Foram utilizados
oligonucleotideos para 0 dominio Eubacteria fD1 “foward” (5'-
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 “reverse” (5AAGGAGGTGATCCAGCC-
3") (WEISBURG et al., 1991).

As reacOes foram realizadas em volume final de 50 pl contendo 20 pmols
de oligonucleotideos, 200 uM de cada dNTP, 1 X tampao da enzima, 2 U da
enzima Taq DNA polimerase (FERMENTAS), 1,5 mM de MgCl, e 20 ng de DNA
molde. A reacao de amplificagcéo foi realizada em termociclador modelo Veriti-96
well termal cycler (Applied Biosystems), dentro do programa 94°C/3 minutos, 30
ciclos de amplificacdo (94°C/1 minuto, 55°C/30 segundos, 72°C /30 segundos),
72°C/10 minutos. Ap6s a amplificacéo, foram retirados 5 pl do produto de reacéo
de PCR, para avaliacdo por eletroferese em gel de agarose 1,2%, contendo
brometo de etideo. O tamanho do fragmento esperado era de, aproximadamente,
1500 pares de base.

O restante dos produtos amplificados foi precipitado com a adigédo de 60pl
de isopropanol 100% (MERCK) e 20ul de agua ultrapura autoclavada, vortexado e
incubado por 2 horas a -20°C. O material foi centrifugado a 14000 rpm por 25
minutos e, em seguida, o sobrenadante foi descartado. Ao sedimento, foram
adicionados 200ul de etanol 70% (MERCK), centrifugados a 14000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento seco a 40°C por 10

minutos foi, posteriormente, ressuspenso em 25ul de agua ultrapura.

4.4.3. Sequenciamento do gene 16S rDNA

As reacdes de sequenciamento foram realizadas utlizando o kit
Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready ABI Prism versdo 3 -
Life Technologies, USA, seguindo as recomendacfes do fabricante. Cada reacao
de sequenciamento foi ajustada para um volume final de 10 pl, utilizando 20 ng
dos fragmentos de interesse, 3,2 pmoles de oligonucleotideos iniciadores rD1 ou
fD1, além dos conjuntos de oligonucleotideos internos descritos, Tabela 6, 2,0 pl
de tampéo 2,5 X e 0,5 pl dos terminadores Big Dye. As condi¢bes de reacdo
foram: 94°C/ 4min.; 25 ciclos (94°C/ 1 min., 55°C/ 30s,60°C/ 4 min.) em
sequenciador ABI, modelo 3130 (Applied Biosystems).

Foi utilizado o programa BLAST contra a base de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information). As sequéncias foram alinhadas utilizando o
programa Clustal W 1.8 (Thompson et al., 1994). Posteriormente, as

extremidades das sequéncias de DNA foram ajustadas com o auxilio do programa
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Bio Edit (Hall, 2001), de forma que todas tivessem o mesmo numero de bases e

estivessem completamente alinhadas.

Tabela 6: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores internos para
amplificacdo do gene 16S rDNA. Adaptado de Lane (1991).

Sequéncia (3- 5 Posicao de alinhamento na
equéncia (3'- 5' _ _
sequéncia de E. coli

CCT ACG GGA GGC AGC AG 341-357F
CTG CTG CCT CCC GTA GG 357-431R
GTA G(GC)G GTG AAA T(GC)C GTA GA 685-704F
TCT ACG (GC)AT TTC ACC (GC)CT AC 704-685R
GCA ACG AGC GCA ACC C 1099-1114F
GGG TTG CGC TCG TTG C 1114-1099R

4.5. Material Vegetal

As sementes de A. thaliana L.(Heyn), ecétipo Columbia (Col-0), utilizadas
nos ensaios, foram gentiimente cedidas pelo professor Frederick Ausubel

(Harvard University, Cambridge).

4.5.1. Desinfestagao e condi¢des de cultivo de  A. thaliana

As sementes de A. thaliana foram desinfestadas superficialmente, sendo
imersas em etanol 95% (MERCK) por dois minutos e, em seguida, imersas em
hipoclorito de sodio 2,5% por dez minutos. Em seguida, as sementes foram
lavadas seis vezes com agua ultrapura. Apos a desinfestacdo, as sementes de A.
thaliana foram incubadas por 48 horas em agua ultrapura, em geladeira, visando
a quebra de dorméncia e a estratificacao.

ApOs esse periodo, as sementes de A. thaliana foram semeadas em potes
de 50 ml contendo substrato inerte (vermiculita:areia, 4:1) e irrigados com 20 ml
de solucdo de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950) (Tabela 7). Em seguida,
foram mantidas em sala de cultivo sob as seguintes condi¢des: intensidade
luminosa de 110 pmol m?.s*; temperatura de 22°C e umidade relativa de 65%; e

regadas com solugdo de Hoagland/agua destilada com intervalo de dois dias.
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Tabela 7: Solugao nutritiva de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950)

Composicgao

KNO3 6,0mM
Ca(NO3),.4H,0 4,0mM
NH4H2PO,4 2,0mM
MgSO,4.7H,0O 1,0mM
KCI 0,05mM
H3;BO3 0,025mM
MnS0O,4.H,0 2,0uM
ZnS0,4.7H,0 2,0uM
CuS04.5H,0 0,5uM
H,MoO4 0,5uM
NaFeDTPA 0,053Mm

4.5.2. Padronizacéo das condi¢cdes ideais de substra  to inerte para cultivo de

A. thaliana

Para a escolha de um substrato inerte que possibilitasse o controle
nutricional e que propiciasse o melhor cultivo das plantas de A. thaliana, foram
escolhidas vermiculita e areia. A escolha pela vermiculita foi feita em funcao da
sua caracteristica hidrofilica, que permite que seu volume aumente até vinte
vezes. A opcao pela areia foi feita com intuito de equilibrar o efeito da vermiculita.
Ambos os substratos foram lavados e esterilizados a seco a 180°C/5h.

ApOGs a esterilizagdo, os substratos foram misturados em suas devidas
proporcdes, Tabela 8, e acondicionados em potes de 50 ml irrigados com 20 ml
de solucédo de Hoagland. Posteriormente, foram semeados e vedados totalmente
com filme de PVC.

No sétimo dia, o flme de PVC foi parcialmente removido, e com dez dias
cada pote recebeu novamente 10 ml de solucdo de Hoagland. No décimo quarto
dia, o filme de PVC foi totalmente removido e as irrigacdes passaram a ser feitas
com solucdo de Hoagland/agua destilada com intervalo de dois dias.

As plantas foram mantidas em sala de cultivo com 10 repeti¢cdes para cada

tratamento até completarem 31 dias. ApGs esse periodo, a andlise foi feita pela
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avaliacdo da porcentagem de germinacao e pelo aspecto fisico das plantas de A.

thaliana.

Tabela 8: Proporcdes de substrato inerte para cultivo de A. thaliana

Substrato Concentraces (v:v)
Areia 5 4 3 2 1 1 1 1 1
Vermiculita 1 1 1 1 1 2 3 4 5

4.5.3. Definicdo da concentracdo limitante de fésfo  ro soltvel na solucéo de

Hoagland para o cultivo de A. thaliana

ApoOs a escolha da proporcédo ideal de substrato inerte para o cultivo das
plantas de A. thaliana, foi realizado um ensaio em que a fonte de P soluvel
(NH4H,PO,) da solucdo de Hoagland foi gradativamente substituida por uma fonte
insolivel de fosfato de calcio terciario (Cas(PO4)30OH), o mesmo utilizado no
ensaio de solubilizacdo de fosfato. Sendo assim, obtivemos seis tipos de
tratamentos variando na concentragdo de P solluvel e insoluvel (Tabela 9).

As plantas de A. thaliana foram cultivadas em potes de 50 ml contendo
vermiculita e areia (4:1) e irrigadas com 20 ml de solu¢do de Hoagland em seus
respectivos tratamentos com dez repeticdes cada, em um periodo de 31 dias,
conforme o item 5.5.2. Em seguida, as plantas foram analisadas quanto ao peso
fresco da parte aérea.
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Tabela 9: Curva de fosfato insoluvel (Cas(PO4)30H) e soluvel (NH4H2PO,4) na
solugcéao de Hoagland.

Tratamentos P insoluvel P solavel
Cas(PO4)sOH NH,H,PO,

T1 100% 0%
T2 80% 20%
T3 60% 40%
T4 40% 60%
TS 20% 80%

Te 0% 100%

4.5.4. Ensaios de solubilizacdo de P por bactéria d urante interacdo com

plantas de A.thaliana

Apbs a escolha da definicdo da concentragcédo limitante de fosforo soluvel
na solucdo de Hoagland para o cultivo de A. thaliana, deu-se inicio aos testes de
inoculacdes com as bactérias que conferiram a capacidade de solubilizar fosfato.

As plantas foram cultivas conforme descrito no item 4.5.2 e as inoculagoes
iniciadas no décimo sétimo dia de germinacdo. Assim, os cultivos bacterianos
previamente realizados em meio DYGS, conforme descrito no item 4.2, foram
centrifugados a 5000 RPM por 4 minutos, em seguida, o precipitado foi
ressuspenso no volume inicial de agua ultrapura. Posteriormente, as bactérias
tiveram sua densidade 6tica ajustada para 1,0 (D.Ogoo=1,0) (10° células/ml).

As bactérias foram inoculadas em solucéo de Hoagland e agua diretamente
no substrato inerte com a concentracdo final de 10%células/ml para cada
tratamento com o volume de 10 ml.

As plantas germinadas em substrato inerte receberam os tratamentos
contendo os diferentes isolados bacterianas a partir do décimo sétimo dia de
idade (Figura 2). Tais adicdes foram repetidas a cada sete dias. As plantas
inoculadas com a solucdo de Hoagland receberam &agua dois dias apds a

inoculacao, e as que foram inoculadas com &gua receberam solu¢édo de Hoagland
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dois dias apés a inoculacdo. As irrigacdes continuaram em intervalos de dois dias
até as plantas completarem trinta e um dias.

Os experimentos foram mantidos em sala de cultivo, sendo montados em
DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado), com quatro tratamentos, Tabela
10, com dez repeticdes. Apos 35 dias de cultivo, as plantas foram analisadas

guanto ao peso fresco da parte aérea.

Figura 2. Esquema dos ensaios de solubilizacdo de P por bactéria durante
interacéo com plantas de A. thaliana

1* dia 7° dia 10° dia
@)
[=]
oSe s -
¥ “".5&, ,Q | Abandeja teve o As plantulas foram
\ Q\‘_p"' - - filme de PVC - irrigadas com 10 ml
2 g S - parcialmente de solucdo nutritiva
removido
Pote (50 ml) irrigado com 20 ml S aslaty
de solugdo nutritiva sem 142 dia

fosfato, semeados e a bandeja
coberta com filme de PVC

Abandeja teve o filme de PVC
totalmente removido e os
tratamentos foram iniciados

35° dia 17° dia com 15 ml de solugdo nutritiva

Coleta
das plantas

Iniciou a inoculacdo dos
isolados bacterianos em
agua e em solucdo com
10%células/ml, em
intervalos de sete dias

Tabela 10: Tratamentos utilizados nos ensaios de solubilizacédo de P por bactéria
durante interacdo com plantas de A. thaliana

Tratamentos Inoculacao
- 100% de Agua
P insoltvel - Cas(PO4)sOH Solucdo de Hoagland
6 100% de Agua

P soltvel - NH4H2PO4 Solugdo de Hoagland
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do meio de cultura e de diferentes font  es de fosfato inorganico na

eficiéncia de solubilizacdo por isolados bacteriano s de abacaxi

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos diferentes isolados bacterianos
de promover a solubilizacdo de fosfato, foi utilizada metodologia baseada na
formacdo da zona de clareamento ao redor da coloénia em dois meios de cultura
definidos, o meio Basal e o0 meio LGIm. Aos meios de cultura, foram adicionadas
duas fontes de fosfato inorganico separadamente, o fosfato de célcio terciario
(Cas(PO4)30H) e o fosfato tricalcio (Casz(PO,),), para a deteccédo da formacao da
zona de clareamento ao redor das colbnias pelas bactérias isoladas de abacaxi.

Vinte e um isolados bacterianos de Ananas comosus (L.), cultivares
Smooth Cayenne e Pérola, foram analisados quanto a capacidade de solubilizar
fosfato inorganico in vitro. Para este experimento, a bactéria Gluconacetobacter
diazotrophicus foi utilizada como controle positivo por ser capaz de crescer e
solubilizar fosfato em ambos os meios de cultivo com as duas fontes de fosfato
insolavel empregadas. A Tabela 11 retne a identificacdo dos 21 isolados de
abacaxi testados e sua classificagdo quanto a capacidade de solubilizacdo de
fosfato. Entre os isolados testados nas diferentes condi¢cdes analisadas, oito
apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato, o equivalente a 38% dos
isolados. Entre estes isolados dois foram isolados da rizosfera e seis de raizes,
trés com comportamento epifitico e trés endofitico. Nenhum organismo isolado de

folha foi capaz de solubilizar fésforo nas condi¢cdes testadas. Todos o0s
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organismos selecionados estao presentes na zona de raiz, estando presentes no
solo ou na planta (Tabela 12).

Quanto a metodologia utilizada para deteccdo do halo de solubilizacéo,
foram analisados trés aspectos da cultura: visualizacdo do halo, aspecto visual
dos meios de cultura e crescimento das colonias. O resultado na Figura 1 mostra
que ambos 0s meios utilizados no ensaio de solubilizagdo de fosfato, acrescidos
com a fonte de fosfato tricalcio (Caz(PO,)2, possibilitaram a formacao de halos de
maior diametro, em comparagdo com 0s meios que receberam fosfato de calcio
terciario (Cas(PO4)30H).

Com intuito de quantificar a solubilizacdo de fosfato para os diferentes
isolados, foi medido o diametro do halo de solubilizacdo ao redor das col6nias
para cada bactéria positiva e de G. diazotrophicus (controle positivo). Os
resultados apresentados nas Figuras 4 e 5 mostram que os isolados bacterianos
diferiram quanto a capacidade de solubilizar fosfato no meio Basal, Figura 5, e
em LGIm, Figura 4, com as diferentes fontes de fosfato insoltvel.

Gluconacetobacter diazotrophicus foi a bactéria que resultou em maior
diametro do halo de solubilizacdo, quando comparada com o0s oitos
microrganismos selecionados, em ambos os meios e fontes de fosfato. Os
isolados bacterianos que produziram maior halo de solubilizacdo, em meio Basal
acrescido com a fonte de fosfato tricalcio (Caz(PO,),, foram as estirpes UENF
111925 e UENF 112922, Figura 4, com valores superiores a 2,0 cm. J& com
fosfato de calcio terciario (Cas(PO,4)30H), foi possivel identificar seis isolados
bacterianos significativamente com maior capacidade de solubilizacao,
fornecendo halo de diametros superiores a 0,5 cm. S&o eles: UENF 113821,
UENF 111925, UENF 112922, UENF 122921, UENF 112925 e UENF 113922
(Figura 4).

Os testes com o meio LGIm, acrescido de fosfato tricalcio (Caz(POy)-,
possibilitaram identificar o isolado UENF 113922, com diametro do halo superior a
3,0 cm, Figura 5, corroborando o que foi apresentado em meio Basal com o
mesmo sal. O isolado forneceu halo de solubilizacdo de fosfato com diametro
superior 1,5 cm no meio LGIm acrescido com a fonte de fosfato de calcio terciario
(Cas(PO4)30H).

Os ensaios com 0s meios acrescidos com fosfato de calcio terciario

(Cas(P0O4)30H) mostraram baixa eficiéncia na formacao do halo de solubilizacao
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pelos isolados bacterianos quando comparados com meios contendo fosfato
tricélcio (Caz(PO,4).. No entanto, o0s resultados obtidos com fosfato de célcio
terciario (Cas(PO4)3sOH mostraram que essa condicdo foi mais apropriada para a
visualizacdo definida dos halos de solubilizacdo quanto comparada ao uso de

fosfato tricalcio (Caz(POy),).

Tabela 11: Bactérias isoladas de Ananas comosus (L.), cultivares Smooth
Cayenne e Pérola, classificadas quanto a solubilizacdo de fosfato.

Numero Cadigo Solubilizagéo
Origem do isolado
de isolados colecdo UENF ? de fosfato
1 UENF 11292J raiz / epifitico -
2 UENF 111923 Rizosfera +
3 UENF 111924 Rizosfera -
4 UENF 111925 Rizosfera +
5 UENF 112921 raiz / epifitico -
6 UENF 112922 raiz / epifitico +
7 UENF 112925 raiz / epifitico +
8 UENF 113821 raiz / endofitico +
9 UENF 113922 raiz / endofitico +
10 UENF 113923 raiz / endofitico -
11 UENF 116828 folha / epifitico -
12 UENF 117826 folha / endofitico -
13 UENF 117828 folha / endofitico -
14 UENF 121921 Rizosfera -
15 UENF 121922 Rizosfera -
16 UENF 121923 Rizosfera -
17 UENF 121924 Rizosfera -
18 UENF 122921 raiz / epifitico +
19 UENF 123921 raiz / epifitico -
20 UENF 123925 raiz / endofitico +
21 UENF 127924 folha / endofitico -

4Cddigo do isolado na colecdo UENF: designacdo UENF, seguido de seis digitos, que
informam: a cultura (1: abacaxi); o cultivar (1: Smooth Cayenne), (2: Pérola); origem do
isolado (1: rizosfera, 2: raiz/epifitico, 3: raiz/endofitico, 6: folha/epifitico 7:
folha/endofitico); e o meio decultura (8: NB, 9: DYGS); a diluicdo; o numero de ordem do
isolado na colecao.
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Meio Basal Meio LGIm
Ca3(PO,), Cas(PO,);0H Ca3(PO,), Cas(PO,);0H

113821

111925

113922 112925 111923 123925 122921 112922

GD PALS

Figura 3: Caracterizagdo das bactérias isoladas de Ananas comosus (L.), cultivares
Smooth Cayenne e Pérola, quanto a solubilizacdo de fosfato. Vertical: (1 a 8) Isolados
selecionados como solubilizadores de fosfato, identificados na Tabela 11, (9) Bactéria G.
diazotrophicus PAL5 utilizada como controle positivo. Horizontal: Indicagdo dos meios de
cultura e das fontes de fosfato insolavel utilizados durante os ensaios. A barra
corresponde a 1 cm.
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Meio Basal

W Ca3(PO4)2 W Ca5(PO4)3CH

Didmetro do halo (cm)

Figura 4: Diametro do halo de solubilizacdo no meio Basal acrescido com a fonte de
fosfato tricalcio (Cas(PO,), e fosfato terciario (Cas(PO,4)sOH) das bactérias isoladas de
Ananas comosus (L.), cultivares Smooth Cayenne e Pérola. A bactéria G. diazotrophicus
PAL5 (Gd) foi utilizada como controle positivo. O experimento foi realizado em triplicata.
As barras verticais indicam o desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

Meio LGIm
® Ca3(PO4)2 ™ CaS(PO4)30H
6.00 A
— 5.00
£
o
'
(=] 4.00
s B
=
.g 3.00 ~ C C C C
=] D - D
= d
g 2.00 ILJ
© C c T
a 1.00 = £ d - C
. b L T . I
ol I -
0.00 + T T T T T T T T
~ © q, » o o © o >
& S R & Y & & Y o
N N N v 3 A N ¢
& & &> &~ & &~ & &
N N < & oS o oS o
N N N N 3 N N 3

Figura 5: Diametro do halo de solubilizacdo no meio LGIm acrescido com a fonte de
fosfato tricalcio (Caz(PQ,), e fosfato terciario (Cas(PO,4)sOH) das bactérias isoladas de
Ananas comosus (L.), cultivares Smooth Cayenne e Pérola. A bactéria G. diazotrophicus
PAL5 (Gd) foi utilizada como controle positivo. O experimento foi realizado em triplicata.
As barras verticais indicam o desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.
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Apesar de as bactérias apresentarem menor eficiéncia na formacdo de
halos de solubilizagdo em meio Basal, nesta condi¢ao, o crescimento das colbnias
foi mais eficiente (Figura 6). Adicionalmente, tal meio permite observar diversos
aspectos morfolégicos das colénias. Na Figura 6, podemos observar que os
nameros 1, 2, 3, 4 e 7 apresentam morfologia similar a da colénia. Por outro lado,
0S numeros 5, 6, 8 e 9 apresentam morfologias de coldnias diferenciadas.

5.2. Identificacdo molecular dos isolados bacterian  os
5.2.1. Extracdo de DNA gendmico e amplificacdo dog ene 16S rDNA

O DNA gendmico dos oito isolados bacterianos que apresentaram
capacidade de solubilizar fosfato foi isolado. Na Figura 7, pode ser observado o
padrdo de eletroforese do DNA gendmico extraido, com uma banda integra no
inicio do gel (seta preta), indicando que o processo de extracdo do DNA foi bem
sucedido e ele ndo se encontrava degradado. Ao final do gel, existe um padréo
arrastado (seta azul) correspondente a moléculas de RNA degradadas co-
extraidas durante o procedimento. A partir do DNA extraido, foi possivel amplificar
a regido do gene 16S rDNA com os oligonucleotideos para o dominio Eubacteria
fD1 “foward” e rD1 “reverse”. Tal amplificagdo, que resultou em um fragmento de,
aproximadamente, 1500 pares de base, pode ser observada na Figura 8. Como
controle negativo, foi utilizada uma amostra sem DNA e, como esperado, nao
houve amplificacdo. A partir desse passo, os amplicons 16S rDNA foram

submetidos ao sequenciamento de nucleotideos.

5.2.2. Analise das sequéncias do gene 16S rDNA e id entificacdo molecular

dos isolados

ApoOs a amplificacdo, as amostras de PCR foram purificadas seguindo
reacdo de sequenciamento e analise de dados. Em média, foram obtidas
sequéncias de 400 pb. As sequéncias de nucleotideos do gene 16S rDNA de
cada um dos diferentes isolados foram analisadas visando a sua identificacdo
molecular. Tais sequéncias foram submetidas a analise comparativa na
ferramenta BLASTn, no banco de dados internacional de sequéncias GenBank. O
resultado dos alinhamentos permitiu a identificacdo dos oito isolados bacterianos
selecionados a nivel de género. Os dados resultantes das andlises de

alinhamento estdo reunidos na Tabela 12. Os resultados permitiram distribuir os
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Figura 6: Morfologia da colénia das bactérias isoladas de Ananas comosus (L.),

cultivares Smooth Cayenne e Pérola, quanto a solubilizacdo de fosfato. Vertical: (1 a 8)
Isolados selecionados como solubilizadores de fosfato, identificados no Quadro 1, (9)
Bactéria selvagem G. diazotrophicus PAL5 utilizada como controle positivo. Horizontal:
Indicacdo dos meios de cultura e das fontes de fosfato insollvel utilizados durante os
ensaios. A barra corresponde a 1,0 cm.
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w

Figura 7: Visualizacdo do padrdo eletroforético da extracdo do DNA gendmico das
bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas de Ananas comosus (L.). As amostras de
acidos nucleicos extraidas dos isolados bacterianos foram separadas por eletroforese em
gel de agarose 1,2%. A seta preta indica uma banda de alto peso molecular
correspondente ao DNA gendmico. A seta azul indica moléculas de RNA degradadas co-
extraidas durante o procedimento.
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Figura 8: Visualizacdo do padréo eletroforético da amplificagdo da regido do gene 16S
rDNA das bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas de Ananas comosus (L.). Produtos
amplificados com os oligonucleotideos iniciadores rD1 e fD1 separados em gel de
agarose 1,2% contendo brometo de etideo.. A seta preta indica uma banda de
aproximadamente 1500pb correspondente a amplificacdo da regido do gene 16S rDNA.
Como controle negativo, foi utilizada para amplificagdo uma amostra sem DNA. M,
marcador de peso molecular 1 Kb Ladder (Fermentas).
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isolados em quatro géneros bacterianos - Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter e
Burkholderia. Entre os géneros encontrados, quatro foram identificados como
Bacillus, dois, como Burkholderia, um, como Pseudomonas, e um, como

Enterobacter.

Tabela 12: Identificacdo das bactérias isoladas de Ananas comosus (L.),
cultivares Smooth Cayenne e Pérola, com base nos resultados do alinhamento de
sequéncias.

Cddigo _ Organismo _ b
Tecido Vegetal _ Identidade

colecdo UENF Relacionado 2

UENF 113821 raiz — endofitico Pseudomonas sp. 100%
UENF 111925 rizosfera Bacillus sp. 100%
UENF 112922 raiz — epifitico Bacillus sp. 99%
UENF 122921 raiz - epifitico Bacillus sp. 99%
UENF 123925 raiz - endofitico Enterobacter sp. 99%
UENF 111923 rizosfera Burkholderia sp. 94%
UENF 112925 raiz — epifitico Bacillus sp. 96%
UENF 113922 raiz - endofitico Burkholderia sp. 97%

%0Organismo que possui a sequéncia com a qual a sequéncia parcial do gene 16S rDNA
do isolado de abacaxi apresentou maior similaridade.

®Porcentagem de identidade entre a sequéncia do isolado de abacaxi e a sequéncia do
organismo relacionado.

5.3. Definicdo da condicdo ideal de substrato inert e para cultivo de

Arabidopsis thaliana

Vermiculita e areia sao dois substratos inertes comumente utilizados para o
cultivo de plantas em casa de vegetacdo. Na procura de um substrato inerte que
possibilitasse o controle nutricional e propiciasse o melhor cultivo das plantas de
A. thaliana, diferentes proporcdes desses substratos foram testadas para
geminacédo e crescimento das plantas. Nesse contexto, foram testadas diferentes
propor¢cdes de vermiculita e areia (v:v) (Tabela 8). A escolha do melhor substrato
foi feita através da avaliacdo da taxa de germinacédo das sementes de A. thaliana
nas diferentes propor¢cdes dos substratos e avaliacdo do peso fresco da parte

aérea das plantas aos 35 dias de cultivo.
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Na Figura 9, estao representadas as taxas de germinagao de sementes de
A. thaliana para cada proporcdo de vermiculita/areia testada. Analisando a
porcentagem de germinacdo, pode-se observar que a propor¢cao 4:1 de
vermiculita/areia proporcionou os melhores resultados. Nesta proporcdo, as
sementes apresentaram germinagao em torno de 89%, evidenciando que essa
mistura apresentou as condi¢bes hidricas adequadas para que as sementes
manifestassem seu potencial germinativo. Quando as sementes foram semeadas
em proporc¢des maiores de areia, a taxa de germinacao decresceu (Figura 9).

Na Figura 10, podem ser observados os resultados do crescimento e
desenvolvimento das plantas de A. thaliana nas diferentes propor¢cbes de
vermiculita/areia pela avaliacdo do peso fresco da parte aérea. Nota-se que as
plantas cultivadas no substrato com maior proporcao de areia (1.5, 1:4, 1:3, 1:2/
vermiculita:areia) mostraram os menores valores de peso fresco de parte aérea,
aproximadamente 0,4g/planta. Na proporcdo de 1:1 de vermiculita:areia, as
plantas apresentaram o seu pior indice de desenvolvimento, mostrando valores
menores que 0,1g de peso fresco por planta analisada. Em contrapartida, pode-se
observar que a medida que as concentracdes de vermiculita foram aumentando
(2:1, 3:1, 41, 5:1/vermiculita:areia), as plantas mostraram melhor
desenvolvimento, apresentando valores de peso fresco da parte aérea superiores
a 0,4g9. A melhor proporcao do substrato para desenvolvimento das plantas foi de
4 partes de vermiculita para 1 parte de areia (4:1), tendo sido os valores de peso
fresco superiores a 0,6g (Figura 10).

5.4. Definicdo da concentragdo limitante de fosforo soluvel na solucéo
nutritiva para o desenvolvimento de plantas A. thaliana

Apbs a escolha da propor¢éo ideal de substrato inerte para o cultivo das
plantas de A. thaliana, foi realizado um ensaio em que as fontes sollveis de
foésforo da solucdo nutritiva de Hoagland foram gradativamente substituidas por
uma fonte insoluvel. Para tanto, foi utlizado fosfato de calcio terciario,
(Cas(P0O,4)30H), a mesma fonte utilizada durante os ensaios de solubilizagdo em
placa para os isolados de abacaxi (Figura 3). Assim, as plantas foram cultivadas

em solucéo.
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Figura 9: Analise da taxa de germinacdo de sementes de A. thaliana em diferentes
proporc¢des de vermiculita e areia. No gréfico, as barras verticais indicam a porcentagem
de sementes de A. thaliana que germinaram quando semeadas em 9 propor¢des do
substrato vermiculita/areia na presenca de agua.
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Figura 10: Avaliacdo da matéria fresca da parte aérea de A. thaliana cultivada em
diferentes proporg6es de vermiculita/areia. No gréfico, as barras em cinza representam o
peso fresco, em gramas, da parte aérea de plantas de A. thaliana cultivadas em 9
diferentes propor¢des do substrato vermiculita/areia. As barras verticais indicam o desvio
padrdo da média, sendo que as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O experimento foi realizado com quatro
repeticoes.
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de Hoagland adicionada de concentracfes crescentes de fosfato de calcio
terciario, em substituicdo as concentragcdes equivalentes de fosfato soluvel.
Conforme apresentado na Tabela 9, os tratamentos T1, T2, T3, T4, T5 e T6
correspondem, respectivamente, a 100%, 80%, 60%, 40%, 20% e 0% de P
insolavel.

Podemos observar na Figura 12 que o tratamento 1 (T1) contendo apenas
fosfato insolavel limitou fortemente o crescimento vegetal. Entretanto, os
resultados foram homogénios entre as repeticbes, ndo ocasionando morte das
plantas. Em T2 (80% de P insoluvel), pudemos observar um incremento no
desenvolvimento das plantas, em que o peso fresco da parte aérea foi cerca de 7
vezes maior que o encontrado para T1. Os tratamentos que receberam dosagens
superiores a 40% de fosfato solavel (T3, T4, T5) ndo mostraram diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao tratamento com 100% de fosfato
solavel (T6) (Figura 12).

A Figura 11 ilustra os resultados fornecidos pelas diferentes dosagens de
fésforo soluvel sobre o desenvolvimento das plantas de A. thaliana. Podemos
notar na Figura 11A que as plantas, quando colocadas na auséncia de fosforo
solavel (T1 — 100% de P insoluvel), apresentam reducdo no tamanho das folhas e
aspecto clorético nas suas extremidades. Adicionalmente, é possivel observar
que as plantas nessas condicdes apresentaram uma coloracdo arroxeada na
parte aérea, podendo ser resultado do acumulo de antocianina em resposta a
privacao de fosfato (Figura 11A). A reducdo no tamanho das folhas e o aspecto
clorético nas extremidades das plantas de A. thaliana sdo menos aparentes,
porém nao desaparecem quando ocorre a adicdo de 20% de fosforo soluvel
(Figura 11B). Contudo, tais sintomas desaparecem completamente a medida que
o fosfato soluvel fica disponivel (T3, T4, T5 e T6) e as concentracbes de P
insolavel diminuem (Figuras 11C-12F).

A partir dos resultados obtidos, os tratamentos T1 e T6 foram escolhidos
para serem utilizados nos ensaios posteriores de solubilizacdo de fosfato durante

a interacao entre isolados bacterianos de abacaxi e plantas de A. thaliana.
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Figura 11: Plantas de A. thaliana cultivadas em solu¢do de Hoagland contendo fosfato
insoldvel (Ca (PO,),OH) e soluvel (NH,H,PO,). Plantas de A. thaliana foram cultivadas

em substrato vermiculita:areia (4:1) e molhadas periodicamente com solucdo de
Hoagland acrescida de (A) 100% de fosforo insolavel; (B) 80% de fésforo insoluvel e 20
% de fosforo solavel; (C) 60% de fosforo insoltuvel e 40 % de fésforo soluvel; (D) 40% de
fésforo insolavel e 60 % de fésforo solavel; (E) 20% de fosforo insoltvel e 80 % de fésforo
soluvel; e (F) 100% de fosforo solavel.
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Figura 12: Avaliacdo da matéria fresca da parte aérea de plantas de A. thaliana
cultivadas em solugdo nutritiva de Hoagland adicionada de fosfato insolavel
(Ca,(PO,),0H). No grafico, as barras em cinza resumem os valores de peso fresco da

parte aérea de plantas de A. thaliana cultivadas em uma curva decrescente de fosfato
insolavel, em que T1 representa 100% e T6 representa 0% de fosfato insolavel
adicionado a solucéo de Hoagland. As barras verticais indicam o desvio padrdao da média,
sendo que as meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. O experimento foi realizado com cinco repeticoes.

5.5. Ensaios de solubilizacdo de fosfato por bactér  ias durante interacdo com
plantas de A.thaliana

Apos a definicdo das concentracdes de fosfato a serem utilizadas nos
ensaios de solubilizacdo (T1: 100% de fosfato insolivel e T6: 100% de fosfato

solavel), trés isolados bacterianos foram selecionados para tais testes com base
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nos resultados fornecidos pelos testes em meio sélido. S&o eles: Isolado 3 (UENF
112922), isolado 4 (UENF 122921) e isolado 8 (UENF 113922) (Tabela 12). A
bactéria G. diazotrophicus foi utilizada como referéncia para 0s ensaios, pois sua
habilidade de solubilizacdo de fosfato (in vitro) ja foi amplamente caracterizada.

A andlise da influéncia dos isolados bacterianos na solubilizagédo de fosfato
e na promocao do crescimento de A. thaliana durante a interacao planta/bactéria
foi avaliada. Foram avaliadas duas condicbes de inoculacdo, tendo sido
comparadas suspensfes bacterianas em bactérias em agua destilada e em
solugdo de Hoagland. Para tanto, plantas foram cultivadas na presenca das
diferentes fontes de fosfato, solavel e insolavel, acrescidas semanalmente das
suspensdes das bactérias testadas. Como controle, foram utilizadas plantas que
nao receberam inoculacdo de bactéria. Apdés 35 dias, as plantas foram coletadas
e tiveram o peso seco de suas partes aéreas analisado. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica, e a comparacao entre médias foi feita pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Em um primeiro ensaio, plantas de A. thaliana cultivadas na presenca de
fosfato insoltvel foram inoculadas. Em tal ensaio, as bactérias utilizadas para
inoculacdo foram previamente suspensas em agua. Os resultados obtidos séo
apresentados na Figura 13. Foi possivel observar que a bactéria G.
diazotrophicus forneceu promocdo do crescimento as plantas, que atingiram
valores de peso seco de parte aérea 9 vezes superior ao controle.
Interessantemente, a inoculagcdo bacteriana em solugdo de Hoagland nao
forneceu promocao do crescimento das plantas, revelando a influéncia do veiculo
de inoculacéo no processo (Figura 14).

No intuito de avaliar a habilidade das bactérias em promover o crescimento
das plantas em condicdes néo restritivas de fosfato sollvel, plantas foram
cultivadas com solu¢do convencional de Hoagland (100% de fosfato soltvel) e
inoculadas semanalmente com suspensdes bacterianas. No ensaio apresentado
na Figura 15, as plantas foram inoculadas com bactérias ressuspensas em agua.
Os resultados revelaram que as bactérias G. diazotrophicus, UENF 112922
(Bacillus sp.) e UENF 113922 (Burkholderia sp.) promeveram o crescimento das
plantas em comparacdo com o tratamento controle. Quando as bactérias foram

suspensas em solucdo de Hoagland, Figura 16, também foi observada
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promocdo do crescimento das plantas em resposta a inoculacdo por G.
diazotrophicus e UENF 112922 (Bacillus sp.).

A Figura 17 ilustra a promocao do crescimento observada para plantas
cultivadas na presenca de fosfato soltvel ou insoltuvel, quando inoculadas com as
diferentes bactérias ressuspensas em dois veiculos distintos, agua e solucéo de
Hoagland. As imagens confirmam o conjunto de dados descritos nos graficos das
Figuras 13, 14, 15 e 16.
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Figura 13: Avaliacdo da matéria fresca da parte aérea sobre o efeito da inoculagéo
bacteriana em agua durante o tratamento fosfato insolivel em plantas de A. thaliana. O
experimento foi realizado com cinco repeticdes. As barras verticais indicam o desvio
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukeya 5%
de probabilidade.
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Figura 14: Avaliacdo da matéria fresca da parte aérea sobre o efeito da inoculacdo
bacteriana em solucéo de Hoagland durante o tratamento fosfato insolavel em plantas de
A. thaliana. O experimento foi realizado com cinco repeticdes. As barras verticais indicam
0 desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 15: Avaliacdo da matéria fresca da parte aérea sobre o efeito da inoculacdo
bacteriana em agua durante o tratamento com fosfato sollivel em plantas de A. thaliana.
O experimento foi realizado com cinco repeti¢cdes. As barras verticais indicam o desvio
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade
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Figura 16: Avaliacdo da matéria fresca da parte aérea sobre o efeito da inoculacéo
bacteriana em solugédo de Hoagland durante o tratamento com fosfato soltivel em plantas
de A. thaliana. O experimento foi realizado com cinco repeticdes. As barras verticais
indicam o desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 17: Avaliacdo da solubilizacdo de fosfato por bactérias durante a interacdo com
planta de A. thaliana. A parte horizontal da Figura 16 refere-se aos tratamentos utilizados
e a forma de inoculacé@o e a parte vertical, aos controles sem bactérias e aos isolados
bacterianos inoculados.
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6. DISCUSSAO

6.1. Avaliacdo da solubilizagdo de fosfato por isol ados bacterianos de

abacaxi e caracterizacdo molecular

O uso de compostos fosfatados como fertilizantes quimicos contendo
grandes quantidades de fosforo soluvel tem sido aplicado a pratica agricola a fim
de atender as necessidades das plantas e maximizar a producéo (RAVIKUMAR et
al., 2010 a, b). No entanto, este fosforo soluvel € rapidamente imobilizado apds a
sua aplicacdo, assumindo formas insoltveis pela reacédo com Al** e Fe®*" em solo
acido e com Ca®" em solos calcarios (CHANG E YANG 2009; SAPSIRISOPA et
al., 2009).

Uma estratégia vidvel para a agricultura sustentavel é a utilizacdo de
bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP), j& que a extracdo de P ndo se da a
partir de fontes renovaveis. Assim, o uso de bioinoculantes é uma alternativa
interessante para recuperacdo do P acumulado nos solos. Pesquisadores tém
tentado estabelecer métodos de triagem para o isolamento destas bactérias do
solo e critérios especificos de avaliagdo para a aplicacdo sob diversas condi¢des
ambientais (MORRISSEY et al., 2004).

Neste trabalho, foi feita a selecdo de oito bactérias de abacaxi capazes de
solubilizar fosfato insoltivel dos compostos Caz(PO,), e Cas(PO4)30OH, em vista de
serem 0s sais destes compostos mais facilmente degradados por
microrganismos (Rodriguez e Fraga, 1999). Em geral, esta habilidade € mediada

pela producdo de acidos organicos, que reduzem o pH do ambiente externo,
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solubilizando os cristais do composto insolivel presente no meio de cultivo,
gerando um halo em torno da colénia (DAS, 1989), conforme ilustrado na Figura
3. Os acidos organicos produzidos pela bactéria quelam os cations,
principalmente Ca?*, ligados ao fosfato, por meio dos seus grupos carboxilicos,
convertendo-os em formas solluveis (KPOMBLEKOU E TABATABAI, 1994). Como
exemplo destes &cidos, podemos citar o &cido butirico, &cido citrico, &cido
gluconico, entre outros (KIM et al., 1998; VASSILEVA et al.,
2001; PRADHAN E SUKLA, 2005).

Entre os isolados bacterianos testados no presente trabalho, os que
apresentaram resultado positivo para solubilizagéo de fosfato foram provenientes
das raizes - endofiticos e epifiticos - e da rizosfera. Isto condiz com a literatura
atual, pois a solubilizacdo de P na rizosfera é indicada como a acdo mais
comumente encontrada em rizobactérias promotoras do crescimento vegetal, que
aumentam a disponibilidade de nutrientes para as plantas hospedeiras
(RICHARDSON, 2001).

Os isolados bacterianos apresentaram um maior crescimento de colénia
em meio Basal independentemente do composto de P utilizado. Provavelmente,
este fato esteja associado a fonte de nitrogénio utilizada no meio, ja que LGIm é
um meio isento deste composto. Foi possivel observar que, além do crescimento
bacteriano, o meio Basal possibilitou detectar diferencas quanto a coloracdo e
morfologia das colonias. Tseng e Leng (2012) mostraram que 0s componentes do
meio podem desempenhar um papel no processo de lipidacdo, pois a fonte de
nitrogénio inorganico influencia a expressao de lipoproteinas. Os resultados
também mostram que o aumento dos niveis de lipoproteinas imaturas é resultante
do aumento de fosfato no meio. Essas lipoproteinas sdo necessarias para manter
a integridade da célula. Tais alteragbes podem justificar as variacdes observadas
para a morfologia das colonias de bactérias cultivadas no meio basal.

Um aspecto observado nos ensaios de solubilizacdo foi que o composto
Cas(P0O4)30H permite uma melhor visualizacdo do halo de solubilizacdo, dando ao
meio um aspecto opaco. Porém a eficiéncia de solubilizacdo de P pelas bactérias
é menos eficiente para este composto quando comparado com o Caz(PO,),. E
descrito pela literatura que, de forma geral, as bioceramicas de fosfato de calcio
sdo degradadas com a seguinte ordem de velocidade: Ca3z(POg), >
Cai10(PO4)s(OH),, (KAWACHI et al., 2000; ALBUQUERQUE, 2004)
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Entre os isolados bacterianos, foram identificados o0s géneros
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter e Burkholderia,Tabela 12, tendo o género
Bacillus correspondido a 50% dos isolados caracterizados. Esses resultados
estdo de acordo com Hallmann (1997), que cita este género como o principal para
bactérias endofiticas de determinadas plantas. Os géneros encontrados ja foram
descritos na literatura quanto a caracteristica de solubilizacdo de P, entretanto,
em abacaxi, tal habilidade ainda ndo havia sido caracterizada para estes
microrganismaos.

Naz e Bano (2010) demonstraram que um isolado de Pseudomonas pode
ser utilizado como bioinoculante na protecdo contra o estresse salino em milho,
atuando como promotor do crescimento pela absorcéo de P para a planta.

Véarias caracteristicas para a promocdo do crescimento vegetal séo
atribuidas a Enterobacter cancerogenus através dos estudos realizados por Jha e
colaboradores (2012). Entre elas, a solubilizacdo de fosfato e a capacidade de
produzir AIA e siderdforo. Estas caracteristicas permitiram analisar o efeito da
inoculacdo desta bactéria na planta, que revelou aumento do comprimento das
raizes e da massa seca radicular de Jatropha curvas.

Embora cepas de Burkholderia sejam relatadas na literatura quanto a
capacidade de solubilizar P, essa capacidade foi demonstrada pela primeira vez
em diversas condicbes como alta concentracdo de sal, pH extremo e baixa
temperatura para Burkholderia vietnamiensis. Em tal trabalho, realizado por Park
e colaboradores (2010), tal bactéria foi sugerida como um 6timo bioinoculante,
ndo somente pala caracteristica de solubilizar P, mas sobretudo pela sua

capacidade de se adaptar bem sob diversas condi¢des de estresse.

6.2. Avaliacdo da condicdo ideal de substrato inert e para cultivo de
Arabidopsis thaliana

Durante os ensaios de padronizacao das condi¢des ideais para o cultivo de
A. thaliana, um dos parametros pesquisados foi o tipo e a concentracdo ideais de
substrato. Apés testar substratos como vermiculita e areia e testar diferentes
proporcdes da mistura desses substratos, chegamos a proporcao ideal de 4:1
vermiculita/areia. Em contrapartida, a adicdo de areia a vermiculita tende a

atenuar o efeito de encharcamento.
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A proporc¢ao 4:1 vermiculita/areia forneceu melhor eficiéncia quanto a taxa
de germinacéo, Figura 9, e aumento no peso fresco da parte aérea das plantas A.
thaliana (Figura 10). Um dos fatores que podem ter contribuido para a eficiéncia
dessa mistura de substratos pode ter sido a aeracéo, visto ser uma caracteristica
fisica de grande importancia para o crescimento de plantas em recipientes
(BEARDSELL et al., 1979). Sabendo que ndo apenas a agua € necessaria para o
desenvolvimento das plantas, mas também o ar desempenha um papel
importante para o crescimento radicular (VERDONCK, et al.,, 1981), podemos
conjecturar que uma parte de areia e quatro de vermiculita proporcionaram uma
mistura de proporcdes adequadas para o desenvolvimento das plantas de A.

thaliana, justificando a utilizagdo desse substrato para 0s ensaios posteriores.

6.3. Avaliacdo da concentragdo limitante de fosforo solavel na solugéo
nutritiva para o desenvolvimento de plantas A. thaliana

Sendo o P um dos principais macronutrientes essenciais necessarios para
o desenvolvimento das plantas (ILLMER e SCHINNER, 1992), foram testadas
varias concentracdes de fosfato soluvel e insolivel em solucédo de Hoagland, para
verificar o seu efeito sobre o desenvolvimento de plantas de A. thaliana. Foi
observado que, em resposta a deficiéncia de fésforo solivel, as plantas de A.
thaliana apresentaram reducdo no tamanho das folhas, aspecto clorético e
coloracdo arroxeada (Figural2A). Esses dados estdo de acordo com trabalhos
realizados por Nilsson e colaboradores (2012), que demonstraram que plantas de
A. thaliana tém sua atividade fotossintética comprometida durante a falta de P,
confirmando nossos dados, que mostram clorose nas extremidades das folhas
destas plantas. Adicionalmente, esses autores verificaram que o fator de
transcricdo PHR1 € um elemento central na adaptacédo das plantas a deficiéncia
por P. O fator de transcricdio PHR1 contribui para o equilibrio metabdlico, a
manutencdo dos niveis de Pi e para a producdo de antocianinas nas folhas.
Sugere-se que a producdo de antocianinas vise a proteger as folhas da
fotoinibicdo por absorcdo da Iluz e potencialmente também pelo efeito
antioxidante. Aumento na producdo de antocianinas produz uma coloracdo
arroxeada em folhas de plantas sob estresse. Trabalhos realizados por Zhang e
colaboradores (2012) mostraram que 0 acumulo de antocianina pode

desempenhar funcédo antioxidante, contribuindo para extinguir o efeito de ROS
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produzido no fotossistema | e Il sob estresses ambientais. Neste contexto, n0ssos
dados mostram uma coloracéo arroxeada nas plantas de A. thaliana sob estresse
por privacado de P, estando de acordo com os resultados descritos por Zhang e
colaboradores (2012) e Nilsson e colaboradores (2012), permitindo inferir que a
coloragdo observada pode ser atribuida ao acumulo de antocianina em resposta
ao estresse.

ApoOs avaliar a influéncia das diferentes concentracdes de fosforo insoluvel
para o desenvolvimento das plantas de A. thaliana, foi possivel escolher os
tratamentos com 100% de fésforo insoluvel e com 100% fosforo soltuvel (T1 e T6),

para os ensaios de inoculagdo em plantas.

6.4. Avaliacdo da solubilizacdo de fosfato por isol ados bacterianos de

abacaxi durante interacdo com plantas de  A. thaliana

A associacao entre bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) e as raizes
das plantas desempenha um papel chave na converséo e utilizacdo de P em
muitos agroecossistemas, particularmente, em solos com deficiéncia em P
(JORQUERA et al., 2008). Nossos ensaios avaliaram o efeito de trés isolados
bacterianos de abacaxi, mais a bactéria G. diazotrophicus, quanto a capacidade
de promover crescimento vegetal na presenca de fontes solUveis e insollveis de
fosfato inorganico (Pi), durante sua interacdo com plantas de A. thaliana.

Nossos resultados revelaram promocao do crescimento apenas para a
bactéria G. diazotrophicus, quando a inoculacdo das bactérias utilizou 4gua como
veiculo, durante o tratamento com fésforo insolavel (Figura 13). Porém, a bactéria
G. diazotrophicus também mostrou promocéo do crescimento no tratamento com
fosforo sollivel em inoculacdes em agua e em solucdo de Hoagland. Sendo
assim, ndo podemos afirmar ao certo qual o fator responsavel pela promocéao do
crescimento vegetal. G. diazotrophicus apresenta uma série de caracteristicas de
promocdo do crescimento vegetal, como a capacidade de produzir hormonios
vegetais (auxina e giberelina), a fixacdo biolégica de nitrogénio, a producdo de
sideroforos, além da capacidade da solubilizar fosfatos minerais e outros
nutrientes (DE FREITAS et al., 1997; KENNEDY et al., 1997).

A bactéria UENF 112922 (Bacillus sp), quando inoculada em agua, durante
o tratamento com fosforo solavel, promoveu aumento do peso fresco da parte

aérea de A. thaliana em aproximadamente 60%. O mesmo resultado foi obtido
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quando a tal bactéria foi inoculada com solu¢do de Hoagland, porém com menor
eficiéncia.

O aumento do peso fresco da parte aérea de A. thaliana também foi
demonstrado pela bactéria UENF 113922 (Burkholderia), quando inoculada em
agua e solucdo de Hoagland, durante o tratamento com fosforo soltvel.

Com a observacdo desses dados contrastantes, podemos inferir que a
forma de inoculacdo dos diferentes isolados bacterianos pode influenciar sua
eficiéncia na promocao do crescimento vegetal.

Essas bactérias sdo relatadas em varios estudos com efeito de melhorar o
crescimento vegetal e incluidas em um grupo diversificado de rizobactérias, entre
as quais podemos encontrar Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus e Serratia (OKON
& LABANDERA-GONZALEZ, 1994; Glick, 1995;). Essas rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal habitam as raizes das plantas influenciando em diversos
mecanismos, tais como solubilizacdo, aumentando a absor¢cdo de nutrientes,
producdo de reguladores de crescimento, producédo de sideréforos, antibidticos e
outros compostos (ZAHIR et al.,2003).

Apesar de os dados relativos a solubilizacéo de fosfato e/ou a promocéao do
crescimento vegetal, resultantes da inoculacdo com os isolados bacterianos,
serem bastante promissores, tais resultados sao preliminares. Portanto, merecem

ser avaliados em novos ensaios de validacao.



5-

46

7. CONCLUSOES

Entre os 21 isolados bacterianos de plantas de abacaxi avaliados, oito
bactérias apresentaram capacidade de solubilizar fosfato, sendo duas de
origem da rizosfera e seis da raiz, das quais trés eram epifiticas e trés,

endofiticas.

O composto Cas(PO4)3sOH permitiu melhor visualizacdo do halo de
solubilizac&o, tornando o meio Basal e LGIm opaco, porém obteve menor

diametro do halo de solubilizagdo em ambos 0s meios.

O composto Caz(PO4)30H permitiu maior diametro do halo de solubilizacao
no meio Basal e LGIm, mas pior visualizacdo do halo de solubilizacao,

tornando o meio Basal e LGIm translUicido.

Por meio da andlise molecular da regidao do gene 16S rDNA, foi possivel
classificar os isolados em nivel de género, sendo trés do género Bacillus
sp. (UENF 111925, UENF 112922 e UENF 122921), dois do género
Burkholderia sp. (UENF 111923 e UENF 113922), um do género
Pseudomonas sp.( UENF 113821) e um do género Enterobacter sp.
(UENF 123925).

Gluconacetobacter diazotrophicus promoveu crescimento quando
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inoculada em agua durante o tratamento com fosfato insolivel em plantas

de A. thaliana.

Gluconacetobacter diazotrophicus, Bacillus sp. (UENF 112922) e
Burkholderia sp. (UENF 113922) promoveram crescimento quando
inoculadas em &gua, durante o tratamento com fosfato solivel em plantas

de A. thaliana.
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