JOAO ANTONIO CORTES VIEIRA

DISSERTACAO DE MESTRADO

BACTERIAS ENDOFITICAS DE MILHO E SEU POTENCIAL COMO
PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL E AGENTES DE CONTROLE
BIOLOGICO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
2015



Joao Antonio Cortes Vieira

BACTERIAS ENDOFITICAS DE MILHO E SEU POTENCIAL COMO
PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL E AGENTES DE CONTROLE
BIOLOGICO

Dissertacao apresentada no
Programa de Pés-graduacdo em
Microbiologia do Instituto  de
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para obtencdo do

grau de Mestre em Microbiologia.

Orientadora: Prof2 Dra. Vera Lucia dos Santos

Co-orientadora: Dra. Christiane Abreu de Oliveira Paiva

Belo Horizonte

2015



AGRADECIMENTOS

Antes de tudo, a Deus, por sempre estar ao meu lado, sempre me guiando e
amparando, sempre colocando pessoas maravilhosas em meu caminho, por jamais
desistir de mim;

Com todo amor e carinho, aos meus pais, minha maior alegria neste mundo, meu
maior tesouro de Deus, que sempre acreditaram em mim, sempre fizeram o possivel
e o0 impossivel para me ajudar a conquistar meus sonhos e a me tornar um homem
honrado;

Aos meus irmdos, Valentina e Vinicius, e a todos os meus familiares, em especial, a
minha avo Eli, que sempre fez questao de me acompanhar tdo de perto;

A minha orientadora, Prof® Verinha, que desde o principio me acolheu e tratou téo
bem, me dando todo o suporte possivel para que eu realizasse meus trabalhos.
Obrigado por esse periodo de grande aprendizado, e por toda a paciéncia que
sempre teve comigo;

A todos os meus amigos do LMA e de BH, que sempre me apoiaram e fizeram eu
me sentir melhor mesmo nos momentos mais dificeis, sem falar nas tantas vezes
gue puseram a mao no batente para me dar uma forca em meus trabalhos! Em
especial a Natélia, minha ex-IC que parecia minha mée, ao Rafa, meu grande
conselheiro desde os tempos de Vicosa, ao Chicao e Fernando, fiéis companheiros
de republica e baladas, e ao Vitor, que me acompanhou no Mineirdo na conquista do
bicampeonato Brasileiro do Cruzeiro!

A Dra. Christiane Abreu Oliveira Paiva, pela co-orientacéo e apoio neste trabalho;
Aos membros da banca examinadora, por aceirarem 0 convite para a avaliacdo
deste trabalho e todas as contribuicées que certamente serdo de grande valia;

A Universidade Federal de Minas Gerais e ao Programa de Pds-Graduacdo em
Microbiologia, pela oportunidade de realizar o melhor mestrado em Microbiologia do
pais;

A todos os professores e funcionarios, pela gentileza e aprendizado;

Ao doutorando Frederic Mendes Hughes, pela ajuda de valor imensuravel com as
analises e discussdes dos dados estatisticos deste trabalho;

A Capes e a Fapemig, pela bolsa de estudos e financiamento deste projeto,

respectivamente.



SUMARIO
RESUMO ...ttt et b e st b e et e st e s bt et e s beea b et saeenee s bt eateneas Xl
ABSTRACT .ttt ettt sttt e bt e s bt e she e s atesabe e be e be e bt e saeesaeesateeatean X1
L. JUSTIFICATIVA ettt ettt ettt st et e et e e sbe e saeesaeesabe e 1
72| N 1= 10] 010107\ T 3
2.1. Micro-organismos associados as Plantas..........ccccceevereeiereneerieseceene e 3
2.2. Ecologia e fisiologia das rela¢c@es plantas - micro-organismos endofiticos ................ 5

2.3. Potencial dos endofiticos de promover o crescimento e desenvolvimento vegetal. 10

2.4, A CURUIA dO MIINO ...ttt 19
3. OBJIETIVO GERAL ..ottt sttt sttt et st st sttt sba e saaesane e 22
3.1, ODbjJetiVOS ESPECITICOS ....cuiiriiiriiieisie e 22
4. METODOLOGIA ...ttt s sttt e sbe e b e saeesane e 23
4.1. Material vegetal e delineamento experimental ............ccccevveveiieeeniceecese e 23
4.2. Extracao e isolamento das bactérias endofitiCas ..........ccocevereerireninierienenereeeeen 24
4.3. Preservagdo dos micro-organismos iSOlados ...........cccceevereieinenenenieneseeeeeeeee 25
4.4, Caracterizac8o das bacterias iSoladas ...........coccveireireirinineeeeeee e 26
4.4.1. Extracdo de DNA das bactérias endofitiCas.........c.ccceevrrererirneeinnecrinneeennes 26
4.4.2. Reacdes de PCR de regides do gene rDNA 16S.........cccooeveinenienenenenieneeeenenns 26
4.4.3. Sequenciamento de regides do IDNA 16S.........coiiieveieeiene e 27
4.5 Andlise do potencial de producédo de fatores de crescimento vegetal....................... 28
4.5.1 Padronizagao dOS iINOCUIOS .........ccccerieiieieeieieeeeee ettt 28
452  Producéo de Acido 3-iNdol aCEICO (AIA) ..o 28
45.3 Capacidade de solubilizar fosfato inOrganicCo............ccceeeveeveeveneececeeeece e, 29
4.5.4  Potencial de produc@o de enzimas fitaSesS........ccccvvvererierereeinenese e 30
45,5 Potencial de producao de SIderoforos..........ccceevererererenieieeeeesese e 30
45.6  Antagonismo contra micro-organismos fitopatogéniCos..........ceeeeveveeeeriereennn 31
4.5.7 Andlises estatisticas da densidade de isolados endofiticos e de producéo de
fatores de CresCimento VEQETAL .........c.ocveiiiieececeeeceee ettt st rne e 32
5. RESULTADOS E DISCUSSAOD .....ccoovtumeireiieeieiseesssssssssesssssssssssssssssssssssssssss s 34
5.1. Isolamento das bactérias endOfitiCas ..........ceeerrrieirinncirc e 34
5.2. Identificacdo molecular das bactérias endofiticas.........c.ccocevvevieeeeeineceseceeeee 37
5.3.  Producéo de fatores de crescimento vegetal...........ccoccovereeveneneneneeeeeeeeeee 44
5.3.1. Producdo de Acido 3-iNdol aCEICO (AIA) ........cveeveeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeessses e 44

5.3.2. Capacidade de solubilizar fosfato iNOrganICO..........cccevveeeeeeririreseseree e 50



5.3.3.  Mineralizac8o de fllal0........ccceviiiecececeeeceeee e 57
5.3.4.  Producao de SIdErOfOroS ........cccceecieiieeeeciicteeterteseete ettt st a e 59
5.3.5.  Atividade antagOniSta..........cccevieiuieiieieeieieceete ettt 64
5.3.6. Analise do potencial dos isolados como promotores de crescimento vegetal e
agentes de CoNtrole DIOIOGICO..........coieieieieeeceee e 69
B.  CONCLUSOES......ostiiriireierieeisessiesstessissessse st ssse st sssesssesssnes 75
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oovieeeeeveeeeeeeeeeeesee s essss s aeses e 77
APENDICE Aottt sttt s st ans s s anas s sensassnans 102
APENDICE Bttt sttt as s s s sess st s anasssessansnans 103
APENDICE C.ourvtrirvernrirnessessssee e sessesssessssesssses s sssssessse st st ssssesssssssssessssesssnessssessenns 105
APENDICE D..ouvvrreireisesseessseesese st sssessssessssss s sssssessses st st ssssessssssssssssssssssessssesssnns 111
APENDICE E..ouvvtmrvimeiseeiseesseesese e essessssesssss s sssssesss st st ssssesssssssssesssssssssessssessenns 118

APENDICE F ..ottt et a s sas s s s s s sansaees 125



LISTA DE ABREVIATURAS

AIA — Acido 3-indol acético (auxina);

BDA — Batata dextrose agar;

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético:;

Eq. EDTA — Unidades de atividade quelante equivante a de EDTA (em mM);
ha — hectare;

ISF — indice de solubilizag&o de fosfato;

MLG — Modelo linear generalizado;

mM — Milimolar;

MPCP — Micro-organismos promotores de crescimento de plantas;
MSP — Micro-organismos solubilizadores de fosfato;
Na-IHP — Acido dodecassddico inositol-hexafosforico:
NBRIP — National Botanical Research Institute;

P; — Fésforo inorgénico;

PMAP — Padrdo molecular associado a patégenos;

pmol — Picomol;

PR - Proteinas relacionadas a patogénese;

RSI — Resisténcia sistémica induzida;

SDS —Dodecil sulfato de sédio;

TE — Tris-EDTA;

TSA — Agar triptona de soja (do inglés “triptic soy agar”);
TSB — Caldo triptona de soja (do inglés “triptic soy broth”);

UFC — Unidades formadoras de colbnias.



Vil

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Propriedades quimicas do solo (0 — 20 cm) das areas de cultivo (Embrapa
Milho e Sorgo — Sete Lagoas, MG) do milho antes de receberem os tratamentos de

F=T0 (] o= Tor=ToJ0 {01 = L= Lo F- VAR OS 23

Tabela 2: Densidades médias de bactérias endofiticas de milho observadas em

cada uma das regifes morfolégicas da planta e dos tratamentos avaliados. ............. 34

Tabela 3: Resultados da aplicacdo de Modelos Lineares Generalizados (MLG) com
erros gama e funcg@es de ligacdo identidade para avaliar possiveis associacdes entre
adubacdo fosfatada e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) na variacdo de

densidade das suas comunidades de bactérias endofiticas associadas. .................... 35

Tabela 4: Grupos taxon6micos encontrados entre os isolados identificados pelo

sequenciamento de regides do gene rDNALBS. ........ccccviievieieceeie s 42

Tabela 5: Resultados da aplicacdo de Modelos Lineares Generalizados com erros
gama e funcdes de ligacdo identidade para avaliar possiveis associacfes entre
adubacdo fosfatada e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) na variacdo das

taxas de producdo de AlA pelos isolados endofitiCoS. ........cccvevvieeecieiiereceseeee e, 45

Tabela 6: Resultados da aplicacdo de Modelos Lineares Generalizados (GL) com
erros gama e funcdes de ligacao identidade para avaliar possiveis associacdes entre
adubacado fosfatada e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) sobre as
variacdes das taxas de solubilizacdo de fosfato de célcio pelos isolados endofiticos.

Tabela 7: Resultados da aplicagdo de Modelos Lineares Generalizados (MLG) com
erros gama e funcg@es de ligacdo identidade para avaliar possiveis associacdes entre
adubacao fosfatada e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) na variacdo das

taxas de producéo de sideréforos pelos isolados endofitiCos. .......cccevvevevererenereenene. 62

Tabela 8: Isolados endofiticos que apresentaram atividade antagonista contra os
micro-organismos confrontados neste ensaio. Os valores de atividade anti-
bacteriana estdo expressos como a razdo entre o halo de inibicdo e o didmetro da

colonia do isolado endofitico. Os valores de atividade anti-fungica estdo expressos



Vil

como a distancia, em milimetros, entre as bordas das colonias da bactéria endofitica

€ dO fUNGO CONTIONTAAO. .....cceiieiiececeee e et 68

Tabela 9: Efeito das partes da planta sobre a frequéncia de isolados promotores de

CreSCIMENTO VEGETAL ....ooueiiiiiiieeeee et s 70



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representacbes esqueméticas desenhadas a partir dos dados de
agrupamento pelo método de k-means. NUumeros superiores, em cor destacada,
indicam a amplitude da densidade bacteriana (UFC por g ou mL de amostra) em
cada agrupamento. Demais numeros indicam a frequéncia de densidades
encontradas para cada tratamento e parte da planta, por cluster. Densidade no
Cluster 1 < ClUSEEr 3 < CIUSTET 2. ..ottt 35

Figura 2: Comportamento da variavel densidade normalizada via transformacgéo
Box-Cox. A) Tratamentos de adubacéo fosfatada (T — adubacéo fosfatada; P — sem
adubacdo fosfatada) e B) Partes da planta (F — folhas; R — raizes; S — seiva). A
mediana (linha grossa), o erro padrdo (caixa cinza) e o desvio padrdo (linhas

tracejadas) SA0 rePreSENIAUOS. .........cocveiiririrereeeeee ettt 36

Figura 3: a) Identificacbes proposta para os isolados FP1C-13 e FP1A-37. b)
Resultados do BLASTn (banco de dados nr), das sequéncias de 580 pares de base
do gene rDNA 16S do isolado FP1C-13 e do RP1A-37. ¢) Dendogramas de distancia
nucleotidica utilizando as sequéncias dos isolados FP1C-13 e FP1A-37 e as
sequéncias depositadas no GenBank de linhagens de referéncia filogeneticamente

o1 (] 1 1= LTRSS 40

Figura 4: Representacdes Box-plots das taxas de producédo de acido indol acético
(AIA - ug /mL) e suas repostas aos tratamentos de adubacéo fosfatada e partes da
planta. Tratamentos: T — adubacao fosfatada; P — sem adubacédo fosfatada. Partes
da planta: F — folhas; R — raizes; S — seiva. Dados originais transformados por Box-
Cox. As linhas grossas representam as medianas, as caixas 0s erros-padrdes e as

linhas tracejadas 0S deSVIOS-PAAIGES. .......ccceeveeeerreeiiiieteete ettt sre e ee s 45

Figura 5: Valores de producdo de AIA pelos isolados endofiticos. Colunas azuis
indicam os isolados do cluster 1, em vermelho os isolados do cluster 2, em verde os
isolados do cluster 3, barras os desvios-padrdes e 0s pontos azuis indicam 0s

valores de pH. Médias de trés repetiCOES. ......ccuvveiriierierienesese et 46

Figura 6: Representacdes esquematicas desenhadas a partir dos dados de

agrupamento pelo método de k-means. NUmeros superiores, em cor destacada,



indicam as faixas de produgdo de AIA (ug /mL). Demais numeros indicam a
frequéncia de isolados encontrados para cada tratamento e parte da planta, por

cluster. Taxas de producédo de AlA do cluster 1 < cluster 3 < cluster 2...........cccc........ 47

Figura 7: Valores de solubilizacdo de fosfato e pH no meio NBRIP conferidos pelos
isolados endofiticos. Colunas azuis indicam os isolados do cluster 1, em vermelho os
isolados do cluster 3, em verde os isolados do cluster 2, barras os desvios-padrbes e

0s pontos azuis indicam os valores de pH. Médias de trés repeticfes. ........c.cccueuenee. 51

Figura 8: Representacfes esquematicas desenhadas a partir dos dados de
agrupamento pelo método de k-means. NUmeros superiores, em cor destacada,
indicam as faixas de solubilizagdo de fosfato de calcio (ug mL™). Demais niimeros
indicam a frequéncia de isolados encontrados para cada tratamento e parte da

planta, por cluster. Taxas de producdo de AlA do cluster 1 < cluster 3 < cluster 2....52

Figura 9: Comportamento da variavel solubilizagdo de fosfato inorganico
normalizada via transformacdo Box-Cox por A) Tratamentos de adubacédo fosfatada
(T — adubacéo fosfatada; P — sem adubacao fosfatada) e B) Partes da planta (F —
folhas; R —raizes; S — seiva). A mediana (linha grossa), o erro padréo (caixa cinza) e

o desvio padréo (linhas tracejadas) estao representados. ........cccoccvveeerverereeneeseeeeenne 53

Figura 10: Comportamento das variaveis taxas de fosfato solubilizado (ug Pi /mL) e

pH (vermelho) via correlagédo de Spearman. Valores discrepantes séo destacados. 55

Figura 11: Relagao entre os indices de solubilizagdo de fosfato (ug Pi /mL) e pH das
culturas dos isolados endofiticos. As cores dos pontos indicam clusters k-means dos
isolados agrupados de acordo com as duas variaveis (Apéndice E.6). Cluster 1
(vermelho) — 10 a 49,3 pg P; /mL; cluster 2 (verde claro) — 85,7 a 224,4 ug P; /mL;
cluster 3 (verde escuro) — 225,2 a 349,4 ug P; /mL; cluster 4 (azul) — 358,8 a 550,7
(VLo TN L 1 PP SRPRR 56

Figura 12: Isolados mineralizadores de fitato evidenciados pela formacdo de um

halo translicido em torNO daS COIONIAS. .....oooie e e e e e 57

Figura 13: Frequéncia de géneros encontrados dos isolados endofiticos

mineralizadores de fitato de sddio. Espécies encontradas também séo indicadas....59



Xl

Figura 14: Valores de producdo de sideréfors em meio KB pelos isolados
endofiticos. Colunas azuis indicam os isolados do cluster 1, em vermelho os isolados
do cluster 2, em verde os isolados do cluster 3, barras os desvios-padroes e o0s

pontos azuis indicam os valores de pH. Médias de trés repeticOes.........c.ccevervverurennnne 61

Figura 15: Representacdes esqueméaticas desenhadas a partir dos dados de
clustering pelo método de k-means. NUmeros superiores, em cor destacada, indicam
as faixas de producdo de sideroforos (Eq. EDTA). Demais numeros indicam a
frequéncia de isolados encontrados para cada tratamento e parte da planta, por

cluster. Taxas de producéo do cluster 1 < cluster 3 < cluster 2........cccocevevcevvecieneenne. 61

Figura 16: Representacdes Box-plots das taxas de producdo de sideréforos (u.
EDTA) e suas repostas aos tratamentos de adubacao fosfatada e partes da planta.
A) Tratamentos: T — adubacéao fosfatada; P — sem adubacéo fosfatada. B) Partes da
planta: F — folhas; R — raizes; S — seiva. Dados originais transformados por Box-Cox.
As linhas grossas representam as medianas, as caixas os erros-padrdes e as linhas

tracejadas 0S deSVIOS-PAUIDOES. .......c.ceieieriiriinereeeeeee ettt 62

Figura 17: A) Halo de inibicdo do isolado FP1A-13 contra a bactéria teste Bacillus
subtillis. B) Halo de inibicdo do isolado Staphylococcus warneri FT3C-14 contra o

fungo fitopatogénico Colletotrichum graminiCola. ...........ccecvevveiieniieneeieneeeee e 65

Figura 18: Diagrama de Venn mostrando as diferentes combinacfes de atividades

antagonistas dos isolados contra 0s micro-organismos testes confrontados. ............ 66


file:///C:/Users/Joao/Dropbox/Microbiologia/Dissertação/Versão3.docx%23_Toc414468864
file:///C:/Users/Joao/Dropbox/Microbiologia/Dissertação/Versão3.docx%23_Toc414468864
file:///C:/Users/Joao/Dropbox/Microbiologia/Dissertação/Versão3.docx%23_Toc414468864
file:///C:/Users/Joao/Dropbox/Microbiologia/Dissertação/Versão3.docx%23_Toc414468864
file:///C:/Users/Joao/Dropbox/Microbiologia/Dissertação/Versão3.docx%23_Toc414468864
file:///C:/Users/Joao/Dropbox/Microbiologia/Dissertação/Versão3.docx%23_Toc414468864

Xl

RESUMO
Muitos micro-organismos endofiticos tém sido descritos por apresentarem

promissores potenciais de aplicacdo biotecnoldgica, incluindo a capacidade de
promoverem o crescimento de plantas, como o milho. Este trabalho teve como
objetivos isolar bactérias endofiticas associadas as folhas, seiva e raizes do cultivar
hibrido de milho Pionner 30F35 Herculex, cultivado com e sem adubacéo fosfatada,
e analisar sua capacidade de produzir fatores promotores de crescimento vegetal.
Um total de 178 bactérias foram isoladas e identificadas pelo sequenciamento
parcial do gene rDNA 16S. Cerca de 70% dos isolados foram classificados como
gram-positivos, sendo que a proporgédo deste grupo foi maior entre os isolados de
seiva (82%), seguido por folhas (76%) e raizes (57%). Houve uma distribuicao
equivalente de isolados pertencentes aos clados Actinobacteria, Firmicutes e
Proteobacteria, e apenas um isolado (Flavobacterium acidificum RT3B-41) do filo
Bacteroidetes foi encontrado. Os principais géneros encontrados foram
Microbacterium, Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Lactococcus, Enterobacter
e Curtobacterium. In vitro, 81% dos isolados apresentaram pelo menos um atributo
potencialmente promotor de crescimento vegetal, sendo que 57% dos isolados
apresentaram a capacidade de produzir moléculas do tipo auxina, 31% foram
capazes de solubilizar fosfato inorganico, 42% de mineralizar fitato, 15% de
antagonizar bactérias e fungos fitopatogénicos, e 43% dos isolados de seiva e folhas
foram capazes de produzir sideroforos. As densidades bacterianas também foram
computadas e variaram com a parte da planta analisada (folha, seiva e raiz), o que
ndo aconteceu em relacdo aos tratamentos de adubacao fosfatada. Porém, tanto as
partes das plantas quanto os tratamentos de adubacdo apresentaram efeito
significativo sobre a frequéncia de isolados produtores de fatores de crescimento
vegetal, assim como sobre suas taxas de producdo ou atividade. Estes resultados
permitirdo em trabalhos futuros considerar o uso destes isolados como
bioinoculantes promotores de crescimento no momento de plantio do milho e como

agentes de controle bioldgico, visando o aumento de produtividade desta cultura.

Palavras-chave: bactérias; endofiticos; milho; auxina; solubilizacdo e mineralizacédo

de fosforo; sideroforos; antagonismo; bioprospeccao.
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ABSTRACT
Many endophytic microorganisms have been reported to exhibit potential

biotechnological applications, including the promotion of maize growth. This work
aimed to isolate endophytic bacteria associated to leaves, sap and roots of Pioneer
30F35 Herculex hybrid corn crops, cultivated with and without phosphorus
fertilization, and to analyze their ability of producing plant growth promoting factors. A
total of 178 bacteria were isolated and identified by partial sequencing of the 16S
rDNA gene. About 70% of the isolates were classified as Gram-positive, and the
proportion of this group was higher among sap isolates (82%), followed by leaves
(76%) and roots (57%) isolates. There was an equal distribution of the isolates from
Actinobacteria, Firmicutes and Proteobacteria clades, and only one isolate
(Flavobacterium acidificum RT3B-41) of Bacteroidetes phylum was found. The main
genera found were Microbacterium, Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas,
Lactococcus, Enterobacter and Curtobacterium. It was found that 81% of the isolates
showed at least one potential plant growth promoter attribute in vitro. 57% of the
isolates had the ability to produce auxin-like molecules, 31% were able to solubilize
inorganic phosphate, 42% to mineralize phytate, 15% to antagonize pathogenic fungi
and bacteria, and 43% of the sap and leaves isolates were able to produce
siderophores. Bacterial densities were also computed and varied for each part of the
plant (sap, leaves and roots), what have not happened regarding phosphorus
fertilization treatments. However, both parts of the plant and fertilizer treatments had
significant effect on the frequency of individuals able to produce plant growth factors
as well as on the production or activity rates. These results open doors for
investigations on using these isolates as growth promoters bioinoculants at the time
of planting corn and as biological control agents, in order to increase the productivity

of this crop species.

Keywords: bacteria; endophytes; corn; auxin; phosphorus solubilization and

mineralization, siderophores; antagonism; bioprospecting.



1. JUSTIFICATIVA
Micro-organismos endofiticos englobam as bactérias e fungos capazes de

colonizar os tecidos internos das plantas, mas que, ao contrario dos organismos
patogénicos, ndo causam prejuizos aos seus hospedeiros (NETO et al., 2003). Pelo
contrario, diversos trabalhos tém relacionado as associacdes de micro-organismos
endofiticos a atividades benéficas as plantas, incluindo seu potencial de promover o
crescimento vegetal e de atuar contra a atividade de organismos fitopatégenos
(CARVALHO et al., 2012; MONTANES et al., 2012; FAVARO et al., 2012; YOUNG et
al., 2013; RADZKI et al., 2013).

A presenca de micro-organismos endofiticos associados a diversos cultivares
de interesse agrondmico, incluindo soja (LEITE et al., 2013), café (SANTAMARIA &
BAHYMAN, 2005), cana-de-acticar (FAVARO et al., 2013), arroz (SESSITSCH et al.,
2012) e milho (MONTANES et al., 2012) ja foi descrita. Tradicionalmente, a
producdo dessas e outras culturas agronbmicas sado atreladas a utilizacdo de
fertilizantes e pesticidas quimicos, que invariavelmente tendem a causar danos ao
meio ambiente e risco a saude humana (WHITE & BROWN, 2010). Na busca por
métodos alternativos de se alcancar maiores indices de produtividade agricola, uma
das possibilidades que tém ganhado destaque € a manipulacdo da microbiota
associada as plantas, contexto no qual os micro-organismos endofiticos apresentam
perspectivas promissoras. Este interesse estd relacionado com os resultados de
diversos trabalhos observando o potencial de micro-organismos que crescem
associados as plantas de promoverem o crescimento do vegetal, por exemplo, pela
producdo de fatores de crescimento, mobilizacdo de nutrientes para as plantas e
antagonismo contra fitopatbgenos (FAVARO et al., 2012; YOUNG et al., 2013;
RADZKI et al., 2013; FARIA et al., 2013).

No presente trabalho, pretendeu-se isolar, caracterizar e analisar o potencial
de producdo de fatores de crescimento vegetal e antagonismo das bactérias
endofiticas associadas a cultura do milho, cereal do qual atualmente o Brasil € o
terceiro maior produtor mundial, atras apenas dos Estados Unidos e China
(FAOSTAT, 2012). As bactérias foram isoladas das folhas, seiva e raizes do cultivar
hibrido Pionner 30F35 Herculex, e as densidades obtidas analisadas em relacdo ao

efeito de cada parte da planta e de dois tratamentos, presen¢ca e auséncia de



adubacao fosfatada. Dentre os potenciais de promover o crescimento de plantas,
analisou-se a capacidade dos isolados de produzirem o fitohormonio de crescimento
acido-3 indol acético (AlA), as capacidades de solubilizar e mineralizar fosfato, de
produzir sideréforos e de apresentar atividade antagonista contra fungos e bactérias
fitopatogénicas. Estes resultados permitirdo considerar a possibilidade futura de
utilizar estes micro-organismos como bioinoculantes em culturas como o proprio
milho, visando aumentar sua produtividade e/ou utiliza-los como agentes de controle

bioldgico contra fitopatogenos.



2. INTRODUCAO

2.1. Micro-organismos associados as plantas

As plantas podem ser consideradas como complexos seres subdivididos em
diversos micro-habitats, colonizados por uma enorme variedade de micro-
organismos. Diversas associacdes ecologicas podem ser observadas entre estes
dois componentes, incluindo relacdes benéficas as plantas. Estudos ja
demonstraram como as plantas sao capazes de elicitar sua colonizagdo por micro-
organismos especificos, promovendo essas associacfes benéficas (BAIS et al.,
2006).

A principal fonte de bactérias capazes de crescer associadas as plantas é o
solo (HARDOIM et al., 2011). As plantas exsudam uma variedade enorme de
compostos quimicos em sua rizosfera, a regido do solo em intimo contato com as
raizes, sendo que muitos destes compostos atuam na comunicacao inicial entre as
plantas e micro-organismos do solo, durante o estabelecimento da colonizagéo
microbiana. Estes compostos sdo usualmente divididos em duas classes: 0s
compostos de baixo peso molecular, como aminoacidos, &cidos organicos,
compostos sacaridicos e metabdlitos secundarios, que correspondem a maior
diversidade desses exsudados, e compostos de alto peso molecular, como
mucilagens, que embora menos diversos, frequentemente representam uma grande

fracdo do volume total destes exsudados (BAIS et al., 2006).

A exsudacdo desses compostos tem, dentre outras funcdes putativas,
eliminar excretas metabdlicas e promover o crescimento vegetal, por exemplo,
lubrificando a superficie das raizes ou auxiliando na aquisi¢cdo de nutrientes (BAIS et
al., 2004). Além disso, diversos outros importantes papéis fisiolégicos também ja
foram observados, como o de atividade antimicrobiana do acido rosmarinico,
envolvido na resposta imune de plantas como o manjericdo (Ocimum basilicum)

contra fitopatdogenos do solo (BAIS et al., 2002).

Pouco ainda se sabe sobre como se dédo essas complexas interagdes entre
as plantas e o0s micro-organismos rizosféricos, através dos sinais quimicos
exsudados pelas raizes. O mesmo sinal quimico pode elicitar respostas distintas de
inquilinos particulares dessa rizosfera, por exemplo, atraindo determinado organismo

ao passo em que repele outro, ou dois organismos distintos podem ser atraidos por



determinado sinal, porém desencadeando respostas com consequéncias totalmente
opostas (BAIS et al., 2006). Um exemplo dessas interagfes tdo diversas mediadas
por sinais quimicos, e que demonstra o quao importante elas séo, € a secrecao de
isoflavonoides por raizes de soja (Glycine max), que tanto servem para atrair a
rizobactéria mutualista Bradyrhizobium japonicum quanto podem atrair o0
fitopatdgeno Phytopthora sojae (MORRIS et al., 1998).

O “efeito rizosfera”, primeiramente descrito por Hiltner (1904, apud. BAIS et
al., 2006), assume que o numero e atividade dos micro-organismos do solo
aumentam sistematicamente em proximidade com as raizes das plantas, atraidos
pelos exsudados liberados e acumulados nessa regido. Dentre essa microbiota,
existe uma parcela de organismos que se limita a colonizar o rizoplano (a superficie
das raizes), e outra parcela que é capaz de colonizar os tecidos internos das raizes
(endorriza) e outros oOrgdos da planta (endosfera), incluindo micro-organismos
simbiontes, patogénicos e endofiticos (HARDOIM et al., 2008; REINHOLD-HUREL &
HUREK, 2011).

Os micro-organismos colonizadores do rizoplano das raizes, juntamente com
0S micro-organismos capazes de colonizar a superficie das partes aéreas das
plantas (filoplano), sdo denominados epifiticos. Os micro-organismos simbiontes,
colonizadores dos tecidos internos das plantas, tais como as rizobactérias de
leguminosas (Fabaceae) e os fungos micorrizicos arbusculares, tem em comum o
fato do desenvolvimento ser intracelular, envolvido por uma membrana celular do
hospedeiro, em um ambiente protegido e onde é possivel haver trocas de nutrientes
entre os simbiontes (REINHOLD-HUREL & HUREK, 2011). Em outro extremo, estao
as interacdes patogénicas, em que o fitopatdgeno, para explorar os recursos da
planta em beneficio apenas de seu proprio crescimento, pode inclusive utilizar de
mecanismos analogos aos explorados por micro-organismos nao patogénicos para
burlar as defesas das plantas, como a modulacdo da producdo de fitohormdnios
envolvidos com as defesas imune das plantas, de modo a evitar seu reconhecimento
(DENANCE et al., 2013). E também existem os micro-organismos endofiticos, termo
historicamente utilizado para descrever os micro-organismos capazes de colonizar o
interior da planta de forma assintomatica e que, ao contrario dos endosimbiontes,
nao residem dentro das células vegetais envolvidos por uma membrana
(REINHOLD-HUREL & HUREK, 2011; HARDOIM, 2011). Além disso, 0s micro-



organismos endofiticos ndo apresentam crescimento se estendendo para fora da
planta, como as micorrizas, e nem promovem a formacdo de estruturas andmalas

nas plantas, como os nodulos das rizobactérias nas raizes de leguminosas.

Além do solo, os micro-organismos endofiticos também podem ser
transmitidos pela atmosfera, por vetores, como insetos, e de forma vertical, através
de propagulos, como sementes, rizomas, estacas, etc. (HARDOIM, 2011). Estas
fontes tém papel mais relevante principalmente sobre a microbiota associada aos
caules e folhas das plantas, tanto a epifitica quanto a endofitica. Porém, também j&
foi observado que algumas bactérias do solo e colonizadores da endorriza
conseguem acessar o sistema vascular das plantas e se dispersar para seus 6rgaos

aéreos por meio dos vasos do xilema (COMPANT et al., 2008).

2.2. Ecologia e fisiologia das relagcdes plantas - micro-organismos
endofiticos
Em termos préticos, geralmente todo micro-organismo que pode ser isolado

de um tecido vegetal desinfectado superficialmente é considerado um endofitico, o
gue nédo exclui a possibilidade de micro-organismos conhecidamente residentes da
rizosfera ou epifiticos serem isolados desta forma, visto que muitas vezes a fonte de
contaminacdo pelos endofiticos é justamente esse ambiente (HARDOIM et al.,
2008). Ha inclusive autores que classificam os endofiticos entre obrigatdrios, cujo
crescimento e desenvolvimento dependem intrinsecamente da planta hospedeira,
com a transmissdo se dando verticalmente ou por vetores, e os endofiticos
facultativos, que apresentam um ciclo de vida difasico, alternando entre a condicdo
endofitica e de vida livre (HARDOIM et al., 2008).

Estudos como o de Hardoim (2011), mostrando por analises multivariadas
gue metagenomas de comunidades ambientais, tais como solo e ambientes
dulcicolas, sé&o distintas da microbiota endofitica do arroz (Oryza sativa), bem como
o trabalho de Santamaria e Bayman (2005), destacando que a microbiota foliar
epifitica do café (Coffea arabica) se mostrou distinta de sua microbiota endofitica,
sugerem que embora o solo seja uma grande fonte de micro-organismos endofiticos,
e que as comunidades epifiticas e endofiticas estejam separadas por apenas alguns

micrometros em uma folha, as plantas apresentam mecanismos fisiolégicos que



favorecem a colonizagdo e determinam os nichos de diferentes membros desta

comunidade.

Muitas vezes 0s micro-organismos isolados do interior de tecidos vegetais
saudaveis sdo de espécies conhecidamente saprofiticas ou fitopatogénicas
(ARAUJO et al., 2002; SANTAMARIA & BAYMANN, 2005; LEITE et al., 2013). Na
verdade, a distincdo entre 0s micro-organismos endofiticos, patogénicos e
oportunistas € meramente didatica, visto que suas relacbes com as plantas
hospedeiras dependem de uma série de fatores, tais como o0 estidgio de
desenvolvimento da planta e sua condi¢cédo fisiologica (SESSITSCH, et al., 2002;
SOBRAL, 2003; VAN OVERBEEK et al., 2008), e condi¢cbes ambientais, como pH e
umidade (SANTAMARIA & BAYMAN, 2005; ADEJUMO & ODOLE, 2010). Desse
modo, a distancia entre uma condicdo endofitica e outra patogénica pode acabar se
tornando muito curta (PEIXOTO-NETO et al., 2002). Além disso, tem sido sugerido
gue micro-organismos fitopatogénicos tenham adquirido o carater endofitico ao
perderem genes de viruléncia, evitando o reconhecimento e ativacdo do sistema
imune das plantas (INIGUEZ et al., 2005; JONES & DANGL, 2006). Estudos
metagenémicos também tém corroborado que os endofiticos se diferem de
fitopatdgenos microbianos quanto ao seu arsenal de interagcdo com as plantas.
Sessitsch e colaboradores (2012), por exemplo, observaram no metagenoma de
bactérias endofiticas do arroz que todos os sistemas de secrecdo para translocacéo
de moléculas para o citoplasma de outras células estavam presentes, a excecao do
sistema do tipo Il (T3SS), comumente utilizado por bactérias patogénicas para

insercdo de proteinas moduladoras da resposta imune do hospedeiro.

Embora uma variedade de bactérias endofiticas tenha sido identificada,
incluindo Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e, principalmente, Proteobacteria
(ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006), nenhuma Archaea endofitica foi
identificada até o momento, pelo menos de forma convincente (embora tenham sido
registradas em alguns estudos independentes de cultivo, associadas a superficie de
raizes velhas) (CHELLIUS & TRIPLETT, 2001).

Apesar da crescente conscientizagcdo sobre a importancia da microbiota
associada as plantas, muitas das minucias dessas interacdes ainda s&o pouco

elucidadas, como sua fitomodulacdo. Este processo é de grande importancia, haja



vista que permite a planta se adequar as flutuagbes ambientais e fisiologicas a que
esta exposta. Mesmo interagdes sabidamente benéficas, como a simbiose entre
leguminosas e as rizobactérias fixadoras de nitrogénio, podem vir a se tornar
prejudiciais a planta e até mesmo se tornar uma relacdo de parasitismo em
condi¢Bes onde os beneficios fornecidos pelo simbionte ndo sdo necessérios, como
sob uma alta disponibilidade de compostos nitrogenados no ambiente (BAUER,
1981; GAGE, 2004). A capacidade do micro-organismo endofitico de modular certos
aspectos da fisiologia da planta durante o processo de colonizacdo também é
essencial visto que, a principio, a planta sempre entende esse processo como uma
invasdo potencialmente prejudicial e esta programada para desencadear suas
defesas imunes contra tal (COMPANT et al., 2005; INIGUEZ et al., 2005). Assim, 0s
pontos chave do sucesso no estabelecimento de uma relacdo endossimbidtica séo a
modulacdo dos sinais quimicos produzidos pelas plantas e a modulacdo de suas

defesas imunes.

Para a vasta maioria dos micro-organismos, o interior e mesmo a superficie
das plantas sdo ambientes inospitos, devido a producdo de compostos
antimicrobianos pelas plantas, como terpenoides, benzoxazinonas e, principalmente,
flavonoides e isoflavonoides (BAIS et al.,, 2006). Como 0S micro-organismos
endofiticos conseguem evadir essas barreiras e se instalarem em tdo grande
ndmero nos tecidos das plantas ainda ndo é totalmente compreendido (REINHOLD-
HUREK & HUREK, 2011). A epiderme das plantas, frequentemente revestida por
uma camada de cuticula, suberina e outros componentes, também representa uma
barreira a penetracdo de micro-organismos (MULLER & RIEDERER, 2005).
Usualmente, esse processo se da passivamente por orificios na superficie da planta,
como estdbmatos e regides de emersao de raizes laterais, mas também pode ocorrer
por meio de vetores, como fungos micorrizicos (PAULA et al.,, 1991), e ainda
ativamente, via enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular e outras
barreiras primarias dos vegetais, incluindo celulases, xilanases, pectinases, lipases e
proteases (REDDY et al., 1996; SAKIYAMA et al.,, 2001; SUTO et al.,, 2002;
TORRES et al., 2003; COMPANT et al., 2005; PENG & CHEN, 2007). Estas enzimas
podem inclusive ter potencial de aplicacdes biotecnolégicas.

Estudos tém demonstrado que, em bactérias, certas estruturas de superficie

podem ser de grande importancia no inicio dessas interacdes planta-micro-



organismo, no momento da colonizagdo. Por exemplo, foi demonstrado que os pili
do tipo IV, envolvido com a locomocgao, cuja presenca € um importante fator de
viruléncia de muitas bactérias gram-negativas, sdo essenciais para a formacéo de
biofilmes na superficie de raizes de arroz e posterior coloniza¢do endofitica (DORR
et al., 1998; REINHOLD-HUREK et al., 2006; BOHM et al., 2007). Outros trabalhos
relatam a importancia dos flagelos na colonizacao interna de plantas por bactérias
endofiticas (INIGUEZ et al., 2005). Czaban e colaboradores (2007) relataram que a
proporcdo de bactérias endofiticas flageladas recuperadas de raizes de trigo era
cinco vezes maior que a de bactérias flageladas da rizosfera correspondente. Ao
mesmo tempo, porém, os flagelos bacterianos constituem um potente padrédo
molecular associado a patdgenos (PMAP) reconhecido pelas defesas imune das
plantas (COOLEY et al., 2003; JONES & DANGL, 2006).

Embora as plantas ndo apresentem um sistema de defesa de células moveis
ou um sistema imune adaptativo somatico, tal como os mamiferos, elas contam com
as defesas imunitarias de cada uma de suas células e com um sistema de sinais que
séo emitidos de sitios infectados (JONES & DANGL, 2006). Os fitohormdnios etileno,
acido salicilico e acido jasmonico apresentam um papel central na resposta de
resisténcia das plantas a patégenos (SHAH, 2009). O etileno é visto como um
mensageiro secundario, capaz de ativar uma resposta independente de &cido
salicilico referida como resisténcia sistémica induzida (RSI) (TON et al.,, 2001).
Estimulada pelo reconhecimento de uma invasdo microbiana, a RSI elicita
capacidades defensivas sistematicamente por toda a planta, incluindo a producéo de
fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PR), de forma que na endosfera
da planta, a modulacéo fisiol6gica dos niveis de etileno é provavelmente o ponto
chave para garantir uma efetiva colonizacdo endofitica (HARDOIM et al., 2011).
Diversos trabalhos tém demonstrado que de alguma forma, os enddfitos tém a
habilidade de colonizar as plantas de uma maneira a causar baixa indugdo das
defesas mediadas por etileno e acido jasmonico (INIGUEZ et al., 2005; MICHE et al.,
2006; BORDIEC et al., 2011). Os mecanismos dessa competéncia, no entanto,

permanecem obscuros.

Além da habilidade de modular certos aspectos da fisiologia das plantas, o
sucesso do estabelecimento da coloniza¢do endofitica depende ainda do potencial

do endofitico de competir com diversos outros micro-organismos. Essa



competitividade pode ser conferida, dentre varios meios, pela: (1) producdo de
metabdlitos secundarios antimicrobianos, tais como o 2,4-diacetilfloroglucinol
(DAPG), cianeto de hidrogénio e antibiéticos (DEFAGO, 1993; RAAIJMAKERS et al.,
2002; NIELSEN et al., 2002), (2) pela producdo de biossurfactantes, afetando a
colonizacgdo inicial da superficie das plantas por outros micro-organismos (SOUZA et
al., 2003), (3) pela producéo de enzimas liticas, capazes de hidrolisar componentes
de parede de outros micro-organismos (COMPANT et al., 2010), e (4) pela producéo
de sideroforos, inibindo o crescimento de micro-organismos competidores da

rizosfera indiretamente pela competi¢éo por nutrientes (COMPANT et al., 2005).

Embora muitos dos endofiticos sejam meramente oportunistas nessas
relacbes, aproveitando-se de sua capacidade de evadir as defesas da planta e
permanecer nessa condicdo de maneira equilibrada, beneficiando-se de um
ambiente protegido e com disponibilidade de recursos nutritivos, é notéria a
necessidade das plantas de apresentarem uma microbiota associada para o seu
crescimento e desenvolvimento (HARDOIM et al.,, 2008). Basta observar a
dificuldade que existe em se cultivar transplantes vegetais em condi¢gbes
gnotobiodticas (LEIFERT et al., 1989).

Nos ultimos anos, tem havido uma crescente conscientizacdo da importancia
da microbiota associada ao homem e outros animais, que naturalmente tem sido
acompanhada de um grande esfor¢co em se caracterizar e compreender seu papel e
abrangéncia (TURNBAUGH et al., 2007; JAMI & MISRAHI, 2012). A mesma
importancia existe em relacdo a microbiota associada as plantas. Existem diversos
relatos do potencial de micro-organismos endofiticos em promover o crescimento,
desenvolvimento e salde das plantas, incluindo a mobilizacdo de nutrientes do solo,
promocdo de tolerdncia a estresses ambientais, resisténcia a fitopatdégenos e
producado de fitohormonios de crescimento (REDMAN et al., 2002; ARNOLD et al.,
2003; OBLEDO et al., 2003; NASSAR et al., 2005; MONTANES et al., 2009; BERG,
2009; BIVI et al, 2010). O fato de micro-organismos poderem obter beneficios da
planta ao receberem um ambiente protegido e com disponibilidade de nutrientes, ao
mesmo tempo em que promovem crescimento e reducdo de estresses em suas
hospedeiras, sugere que a emergéncia de uma interacdo mutualistica tenha sido
resultado de uma selecdo positiva (THRALL et al., 2007). Exemplos deste padréo

podem ser ilustrados nas relagbes entre o fungo Curvularia protuberata e a planta
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geotermofilica Dichanthelium lanuginosum, e entre Fusarium culmorum e a planta
costeira halotolerante Leymus mollis. Em associacao endofitica, ambos os pares sdo
capazes que colonizar habitats com temperaturas maiores que 65°C e com niveis de
salinidade da agua do mar (300-500 mM de NaCl), respectivamente, 0 que nao é
possivel para nenhum dos organismos quando crescidos isoladamente, ou se da de
forma muito comprometida em alguns casos (MARQUEZ et al., 2007; RODRIGUEZ
et al., 2008).

A importancia para as plantas das associagbes com micro-organismos
endofiticos também pode ser claramente notada ao se observar que,
frequentemente, a populacéo endofitica de uma planta é tdo ou maior e mais diversa
que sua populacao rizosférica e epifitica (SANTAMARIA & BAYMAN, 2005).

2.3. Potencial dos endofiticos de promover o crescimento e desenvolvimento
vegetal
Na literatura cientifica podem ser encontrados diversos relatos de como a

microbiota associada as plantas pode afetar o balanco hormonal destas de forma
benéfica. Por exemplo, o etileno é um importante horménio vegetal, o Unico gasoso,
produzido a partir do precursor imediato ACC (acido l1-aminociclopropano-1-
carboxilico). Em baixas concentracbes, pode contribuir para a promoc¢do do
crescimento vegetal, embora em maiores concentracdes seja conhecidamente um
inibidor do crescimento vegetal e indutor da senescéncia (PIERIK et al., 2006).
Porém, alguns dos micro-organismos que se associam a plantas, inclusive alguns
endofiticos, sdo capazes de produzir ACC desaminases que degradam o precursor
ACC, modulando as concentracfes desse hormonio nas plantas (PANDEY et al.,
2005; ZHANG et al., 2011) e promovendo seu crescimento (GRICK, 2005). Como
este fitohorménio ainda esta associado as respostas de estresse da planta, o
decréscimo de seus niveis favorece a colonizagdo pelos micro-organismos
endofiticos e ainda tem o grande potencial de proteger a planta contra estresses
biéticos e abidticos (revisado em SALEEN et al., 2007).

As auxinas (do grego “auxein”, que significa “crescer”), particularmente o
acido 3-indol acético (AlA), foram os primeiros horménios vegetais a serem

descobertos. Estdo envolvidas em virtualmente todos os aspectos do crescimento e
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desenvolvimento das plantas, sendo consideradas, juntamente com as citocininas,
horménios essenciais a sua viabilidade (BARTEL, 1997; MOCKAITIS & ESTELLE,
2008). Sao responsaveis pela extensao, divisdo e diferenciacdo de células e tecidos
vegetais, tropismos, dominancia apical, formacdo de raizes adventicias,
diferenciacdo do sistema vascular, abscisdo foliar, germinacdo de sementes e
crescimento de frutos, podendo afetar também a fotossintese, biossintese de varios
metabdlitos e producdo de fatores de resisténcia a estresses ambientais. Estes
efeitos podem variar dependendo de fatores como local de atuacdo, concentragao,
estadio de desenvolvimento do tecido ou érgdo alvo, envolvimento de outros
horménios, dentre outros (ZHAO, 2010).

Diversos micro-organismos que crescem associados as plantas apresentam a
capacidade de produzir AIA, incluindo bactérias, fungos filamentosos e leveduras
(SERGEEVA et al, 2002; KHAN & DOTY, 2009; NASSAR et al., 2005;
SIRRENBERG et al., 2007). A bactéria Agrobacterium tumefaciens, causadora da
doenca galha da coroa, € capaz de induzir deformacdes neoplasicas na planta
hospedeira por meio da produgédo de auxinas e citocininas. As cepas virulentas da
bactéria sdo portadoras de um plasmideo Ti, e durante a infec¢cdo € inserido no
genoma das células hospedeiras uma pequena regido desse plasmideo, o T-DNA,
contendo 0s genes necessarios a producao dos fitohormonios, além da producéo de
opinas, compostos de baixo peso molecular que sdo aproveitados pela bactéria
como uma importante fonte energética e de nitrogénio (GENVIL, 1990). Neste caso,
a producado de fitohorménios por bactérias ndo € benéfica a planta. No entanto, a
producdo de AIA por micro-organismos que estabelecem relacfes benéficas com
diversas plantas tém sido descrita, inclusive associada a varias plantas de interesse
comercial, tais como soja, milho, arroz, cana-de-acUcar e batata (FUENTES-
RAMIREZ et al., 1993; JOHNSTON-MONJE et al., 2011; KUKLINSKY-SOBRAL et
al., 2004; JHA & KUMAR, 2009; SESSITSCH et al., 2012).

Montafieze e colaboradores (2012) e Jonhston-Monje e Raizada (2011)
também demonstraram a capacidade de diversas bactérias endofiticas de milho
produtoras de AIA de promoverem o crescimento de plantas de milho (Z. mays L.) e
batata (Solanum tuberosum cv. Kennebec). No entanto, assim como em diversos

outros trabalhos, esses autores também relataram a habilidade dos isolados em
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promover o crescimento vegetal por outros meios, como solubilizagcdo de fosfato,

fixacdo de nitrogénio e producéo de sideroforos.

Estudos com mutantes de Azospirillum brasilense, capazes de produzir
apenas 10% dos niveis de AIA produzidos pela linhagem selvagem, mostraram que
0 aumento promovido no crescimento de plantas de trigo (Triticum aestivum)
inoculadas com a bactéria endofitica do tipo selvagem era perdido quando se
utilizava as linhagens mutantes (DOBBELAERE et al.,, 1999). Do mesmo modo,
mutantes da bactéria capazes de produzir AIA constitutivamente, e ndo apenas na
fase estacionaria, como as linhagens selvagens, conferiam um aumento no peso
seco nas plantas de trigo acima de 14% em relacdo aos controles, contra apenas

4% de aumento conferido pela linhagem selvagem (SPAEPEN et al., 2008).

Estudos também tém demonstrado que a aplicacdo exdgena de L-triptofano,
precursor da biossintese de auxina nas plantas e micro-organismos (ARSHAD &
FRANKENBERGER, 1998), estimula consideravelmente a producdo microbiana de
auxinas in vitro (FRANKENBERGER & POTH, 1987; KHALID et al., 2004).

Além das auxinas, micro-organismos associados a plantas, incluindo
endofiticos, também podem produzir outros fitohormoénios, como giberilinas,
citocininas, &cido abscisico, jasmonico, dentre outros (FORCHETTI et al., 2007;
KHAN et al., 2009; BHORE et al., 2010).

Outra potencialidade dos micro-organismos promotores de crescimento de
plantas (MPCP), e que também tem sido alvo de grande interesse da comunidade
cientifica e do agronegécio, € a mobilizacdo de nutrientes, com destaque para o

nitrogénio e o fésforo.

Embora o nitrogénio seja o elemento mais abundante da atmosfera, apenas
certos procariotos dos dominios Bacteria e Archaea sdo capazes de realizar a
fixacdo bioldégica do nitrogénio, ou seja, converter sua forma atmosférica (N,) a
amonio (NH4") (CANDIELD et al., 2010). Certas leguminosas (Fabaceae), por meio
de uma cascata de sinalizagcbes, conseguem estabelecer relacbes espécie-
especificas com bactérias fixadoras de nitrogénio da classe Alphaproteobacteria. As
plantas recebem compostos nitrogenados em troca de carbono fotoassimilado. Esse

mesmo principio de cooperacdo é observado entre outros tipos de bactérias
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diazotroficas e plantas como, por exemplo, as associa¢fes endofiticas entre
Azospirillum spp., Azoarcus spp. e Herbaspirilum com uma diversidade de plantas,
incluindo cereais de interesse econémico (BALDANI & BALDANI, 2005; SANTI et al.,
2013).

Os primeiros relatos dessas associacfes foram feitos pela pesquisadora
brasileira Johanna Dd&bereiner, que em 1958 descobriu uma nova espécie de
bactéria diazotrofica, a Beijerinckia fluminensis, que crescia associada a rizosfera e
rizoplano de cana-de-aglcar e outras gramineas (DOBEREINER & RUSCHEL,
1958). Na época, estimou-se a contribuicdo dessas bactérias a culturas de cana no
Brasil em 50 kg ha™ de nitrogénio fixado por ano (DOBEREINER et al., 1973).

Diversos trabalhos também tém relatado associacdes de bactérias
dizotréficas com plantas de milho, incluindo bactérias dos géneros Rhizobium,
Bacillus, Burkholderia, Pantoea, Herbaspirillum, Klebsiella e Azospirillum
(CHRISTIANSEN-WENIGER & VANDERLEYDEN, 1994; CHELIUS & TRIPLETT,
2000; GUTIERREZ-ZAMORA & ROMERO, 2001; PERIN et al., 2006; MONTANEZ et
al., 2009). Embora muitos trabalhos analisando o efeito de in6culos destas bactérias
em plantas tenham apresentado resultados positivos, em geral, outros fatores
promotores de crescimento, como a producdo de fitohormdnios, também estédo
envolvidos, e a contribuicdo da capacidade de fixacdo de nitrogénio por bactérias
associadas a plantas ndo leguminosas parece ter um efeito mais marginal em seu
crescimento, significativo apenas em condi¢cdes de caréncia deste elemento no
ambiente (OKON & LABANDERA-GONZALEZ, 1995). Porém, outra possibilidade &
a de se buscar resultados mais significativos por melhoramento e engenharia
genética (SANTI et al., 2013).

O outro elemento quimico frequentemente limitante ao crescimento das
plantas é o fosforo, devido principalmente a sua baixa taxa de difusdo na maioria
dos solos, seus ions serem facilmente imobilizados por precipitagdo com diversos
elementos do solo, tais como os cations Ca®, Mg*, Fe* e AP*, além de
frequentemente estar presente em forma organica, principalmente como inositois
hexa e pentafosfato (fitatos), que correspondem em média a 50% do teor de fosforo
presente no solo. Estas formas de fésforo complexadas sdo apenas marginalmente
assimiladas pelas plantas (RAGHOTHAMA, 1999; OLIVEIRA et al, 2009). Devido a
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essas caracteristicas, usualmente grandes propor¢bes da adubacdo fosfatada
aplicada as culturas agricolas sdo prontamente perdidas por imobilizacdo em formas
insolUveis, ou por lixiviagdo, vindo a poder causar uma série de impactos ambientais,
principalmente em ambientes aquaticos, onde quando acumulados podem promover
a eutrofizagdo, levando a hipoxia e degradacdo de corpos d’agua e aquiferos
(RAGHOTHAMA, 1999; VANCE et al., 2003).

Para a mobilizacdo destas fontes em ortofosfatos HPO,? e H,PO4*, que
podem ser assimilados pelas plantas, € de fundamental importancia o papel de
micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSP), que podem ser de vida livre ou
crescerem associados as plantas, incluindo uma variedade de bactérias, fungos e
leveduras (KUCEY et al., 1989; WHITELAW, 1999; COLLAVINO et al., 2010).

Os MSP podem usar varios mecanismos para promover a solubilizacédo e/ou
disponibilizagdo do fosforo livre. Entre os mecanismos de solubilizacdo de fosfato
inorganico estdo a reducdo do pH do ambiente por producéo de acidos organicos ou
liberacdo de protons, atrelada, por exemplo, a trocas idnicas com o meio ambiente
durante a aquisicdo de nutrientes (BHATTACHARYA & JHA, 2012). Gyaneshwar e
colaboradores (1998) detectaram por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
a presenca dos acidos oxalico, succinico, citrico, latico e acético acumulados em
meio de cultivo liquido ap6s o crescimento de MSP, e observou que a capacidade de
solubilizacdo de fosfato in vitro de seus isolados era neutralizada pela adicdo de
substancias tamponantes no meios de cultivo. Estes acidos podem nao so6 solubilizar
o fosforo no solo por trocas aniénicas do PO42 pelo &cido aniénico como,
principalmente por atividade quelante de cations associados ao fosfato, como o Al**
e o Fe™, e competicdo pelos sitios de adsorcdo do fosforo & elementos do solo,
como compostos humicos (OMAR, 1998; KHAN et al., 2007; RICHARDSON et al.,

2009).

J& a solubilizacdo do fésforo complexado a compostos organicos no solo
pode ser alcancada enzimaticamente, usualmente por dois grupos de enzimas, as
fosfatases acidas de baixa especificidade, capazes de catalisar desfosforilagbes de
grupos fosfoésteres ou fosfoanidridos, e as fitases, fosfatases que catalisam a
desfosforilacdo especifica de &cidos fiticos (JONER et al. 2000). Essas fosfatases

podem ser detectadas tanto extracelularmente, no solo, como associadas as
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superficies das ceélulas microbianas (JONER et al., 2000). As fosfatases alcalinas
sao usualmente intracelulares e apresentam alta especificidade, estando envolvidas
com vias metabdlicas dos organismos e ndo contribuindo consideravelmente para a
solubilizacdo de fosfato no solo (JONER et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2006). A
classificacdo de acidas ou alcalinas deriva das condi¢bes oOtimas de pH para a
atividade das enzimas (JONER et al., 2000).

Diversos trabalhos tém associado a atividade de MSP a promocdo do
crescimento e desenvolvimento de plantas. Unno e colaboradores (2005) mostraram
que diversos isolados de Burkholderia spp. de Lupinus albus eram capazes de
solubilizar fitato e promover crescimento de mudas de L. albus. Montafies e
colaboradores (2012) indentificaram diversas bactérias endofiticas de milho
solubilizadoras de fésforo que se mostraram capazes de promover o crescimento de
plantas de milho em condi¢cdes laboratoriais, incluindo Burkholderia spp.,
Pseudomona fluorescens, Enterobacter spp., Herbaspirillum hiltnert e Pantoea
agglomerans, sendo que isolados do género Rhanella apresentaram os maiores
indices de solubilizacdo de fosfato. Neste trabalho, diversos isolados também
apresentaram outros atributos promotores de crescimento vegetal, como fixacao
biolégica de nitrogénio e producdo de AIA, e os resultados se mostraram
dependentes dos cultivares de milho testados. P. flourescens EMA38 e Enterobacter
EMA149 e EMALS5, por exemplo, foram capazes de promover o crescimento das
partes aéreas do cultivare NK900, mas néo do cultivar DK682, enquanto o oposto foi
observado para P. flourescens EMA68, Pantoea spp. EMA35 e Rizobium spp.
EMAL176. Desse modo, ndo foi possivel fazer uma atribuicdo conclusiva a quais

parametros foram realmente efetivos em promover o crescimento vegetal observado.

Young e colaboradores (2013) isolaram do solo uma nova linhagem de
Burkholdeira cepacia, que se mostrou capaz de estabelecer uma relacdo endofitica
permanente com plantas de milho (Z. mays L.). Quando inoculada em sementes de
milho, ap6s um més, as plantas cultivadas in vitro apresentaram aumento de 45% na
estatura, 48% na producdo de biomassa, e 86% no comprimento das raizes em
relacdo aos controles ndo-inoculados. A taxa de assimilacdo de fosforo pelas plantas
inoculadas apresentou um aumento de 2,4 vezes, assim como foi observado um
aumento da atividade fosfatase nas raizes das plantas inoculadas. O conteudo total

de fésforo e nitrogénio das plantas também apresentou um aumento de 150% e
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90%, respectivamente, em relacdo as plantas nao inoculadas. Porém, outros fatores
promotores de crescimento, como a capacidade de produzir fitohormonios e
sideroforos, ndo foram analisadas, o que dificulta associar a promoc¢ao no

crescimento das plantas apenas a habilidade de solubilizar fosfato.

Sideréforos sdo compostos de baixo peso molecular produzidos por plantas e
micro-organismos que apresentam alta afinidade por ferro (lll), e em menor escala
por outros metais, como ions de aluminio, cobre e niquel (DIMKPA et al., 2008;
HIDER & KONG, 2009). Frequentemente, o ferro esta presente em condi¢cfes
limitantes no ambiente, sendo alvo de grande disputa entre os organismos. No solo,
por exemplo, embora muitas vezes se encontre em excesso, usualmente esse
elemento se encontra na forma insolavel de o&xidos e hidréxidos, pouco
biodisponiveis. Embora as plantas sejam capazes de aumentar a biodisponibilidade
do ferro no solo pela producdo de sideroforos e reducdo do pH da rizosfera,
frequentemente essa capacidade € insuficiente para atender as suas demandas,
principalmente em solos alcalinos, que favorecem ainda mais sua precipitacao (ZUO

& ZHANG, 2011; RADZKI et al., 2013).

Assim como as plantas, em condi¢cdes de baixa disponibilidade de ferro,
muitos micro-organismos séo capazes de produzir sideroforos que quelam o ferro do
ambiente. Em seguida, este elemento pode ser reduzido pela ligacdo do siderdforo a
receptores especificos na superficie da célula (NEILANDS, 1984). Recentemente,
Radzki e colaboradores (2013) demonstraram que plantas de tomate (Lycopersicum
esculentum var. Marglobe) em condicdo de privacdo de ferro, em estufa,
apresentaram ganho de peso seco em relacdo a plantas supridas com ferro, quando
tratadas com sidero6foros produzidos por duas cepas bacterianas, uma
Chryseobacterium spp. e uma P. fluorescens, isoladas da rizosfera de arroz (Oryza
sativa) e Nicotina glauca, respectivamente. O conteludo de clorofila das plantas
tratadas com siderdforos ndo apresentou diferencga estatistica em relacdo as plantas

supridas com ferro.

Dimpka e colaboradores (2008), trabalhando com Streptomyces spp.,
observaram que a presenca dos metais téxicos AI**, Cd?*, Cu?** e Ni** inibiam a
producdo de AIA por seus isolados, porem aumentava a producéo de sideroforos, ja

que competiam pela atividade quelante com os fons Fe*'. Posteriormente, os
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autores também observaram que a inibicdo da producdo de AIA promovida pelos
metais pesados também era suprimida pela producéo de sideréforos, provavelmente
pela capacidade destes de sequestrar os metais inibidores da sintese do
fitohormdnio. Os autores ainda concluiram que, de fato, a producao de sideréforos
indiretamente induzia o crescimento vegetal, devido a sintese de auxinas que era

normalizada pelo sequestro dos metais inibidores de sua sintese.

A producao de sideroforos por micro-organismos associados a outras plantas
também tem sido relatada, inclusive por populacdes endofiticas de plantas como o
milho. Em trabalhos de prospeccdo como o de Montafiez e colaboradores (2012) e
Johnston-Monje e Raizada (2011), por exemplo, foi observada a producédo de
sideroforos por P. fluorescens, Burkholderia spp., Enterobacter spp. e Pantoea spp.,
assim como a capacidade de produzir fitohormonios de crescimento, de solubilizar
fosfato, antagonizar patdgenos, dentre outras habilidades. Alguns dos isolados
estudados nestes trabalhos também promoveram o crescimento de plantas em
condi¢cdes laboratoriais, porém a associacdo direta do potencial de produzir
sideréforos com o crescimento de plantas ndo foi analisado.

Os micro-organismos produzem diversos tipos de sideroforos, como os
ferricromos produzidos por fungos Ustilago spp., as enterobactinas produzidas por
Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Erwinia spp., € as pioverdinas produzidas por
Pseudomonas spp e Burkholderia spp. (NEILANDS, 1984). A habilidade de produzir
um ou mais sideroforos e de captar ndo apenas 0S seus proprios, como 0s
produzidos por outras espécies, conferem aos micro-organismos uma grande
capacidade competitiva, podendo garantir, por exemplo, a habilidade de um
determinado micro-organismo de colonizar eficientemente uma planta e até mesmo
competir por tal com micro-organismos fitopatogenos (MIRLEAU et al., 2000;
RADZKI et al., 2013). Em geral, os sideréforos produzidos por bactérias apresentam
maior afinidade por ferro que os produzidos por fungos patogénicos (COMPANT et
al., 2005). Cao e colaboradores (2004) isolaram 131 actinomicetos endofiticos de
raizes de banana (Musa sp.). Um dos isolados, o Streptomyces S96, apresentou a
capacidade de produzir sideroforos e atividade antagonista contra o fitopatégeno
Fusarium oxysporum, causador de uma ferrugem em bananeiras. Observou-se que
a atividade antagonista era perdida quando se adicionava FeCl; a zona de inibicao,

em meio sélido. Além disso, em ensaios in vivo, 0s autores relataram que o indice
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de severidade da doenca foi significativamente reduzido nas plantas inoculadas com
a linhagem S96, indicando o potencial de se explorar a capacidade de micro-

organismos endofiticos produtores de sideréforos em se combater fitopatologias.

Também existem diversos trabalhos relatando a capacidade de micro-
organismos que crescem associados a plantas de eliciar sua RSI (KLOEPPER et al.,
2004) contra bactérias, fungos, virus, insetos, nematoides, dentre outros
fitopatbgenos (SIKORA, 1988; LIU et al., 1995, ZEHNDER et al., 1997;
MAURHOFER et al., 1998). Tomateiros (S. lycopersicum) tratados pelos MPCP
Pseudomonas fluorescens 63-28 ou Bacillus pumilus SE 34, por exemplo,
apresentaram espessamento de pareces celulares, na deposicdo de calose e no
acumulo de compostos fenodlicos em sitios de invasdo de hifas de Fusarium
oxysporum e outros fungos fitopatogénicos (M'PIGA et al., 1997; BENHAMOU et al.,
1998). M’Piga e colaboradores (1997) demonstraram ainda que a P. fluorescens 63-
28 também induzia as plantas de tomate a acumularem proteinas PR, como
quitinases, nos sitios de penetracdo do F. oxysporum f. sp. pisi, promovendo a

degradacéo das paredes celulares do fungo parasita e inibicdo de seu crescimento.

Outra forma de promover protecdo contra fitopatdgenos € através do
antagonismo direto dos MPCP (CARVALHO et al., 2012; FAVARO et al., 2012,
JOHNSTON-MONJE & RAIZADA, 2011; GAO et al., 2010). Os mecanismos que
capacitam tal habilidade incluem a producdo de antibidticos, biossurfactantes,
competicdo por nutrientes e colonizacdo de sitios e producdo de enzimas
extracelulares degradadoras de parede, como quitinase e 1,3-glucanases
(CHERNIN & CHET, 2002; DE SOUZA et al., 2003).

Aradjo e colaboradores (2000) observaram que de 53 actinomicetos
endofiticos isolados de folhas e raizes de milho (Z. mays), 23 apresentaram
atividade antibiética contra uma ou mais linhagens de Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, B. subtilis e Candida albicans, com que foram confrontados.
Johnston-Monje e Raizada (2011) relataram que atividade antagonista contra E. coli
DH5a, Bacillus subtillus e a levedura da linhagem AH109 foi observada em
endofiticos isolados de oito variedades dentre as 14 de milho e teosinto (Z. mays
spp.) utilizadas neste trabalho, com destaque para espécies de Luteibacter,

Microbacterium, Arthrobacter, Cellulomonas e Burkholderia.
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Krechel e colaboradores (2002) analisaram e compararam as comunidades
de bactérias endo e epifiticas associadas a cultivos de batata (S. tuberosum), e
avaliaram o potencial antagonista in vitro de 440 isolados frente aos fungos de solo
patogénicos Verticillium dahliae e Rhizoctonia solani. A proporcdo de antagonistas
foi mais alta na rizosfera (10%), seguidos da endorriza (9%), filosfera (6%) e
endosfera (5%), tendo sido considerados promissores agentes de controle bioldgico.
Sessitsch e colaboradores (2004) testaram os mesmos isolados de bactérias contra
os fungos Sclerotinia sclerotiorum e Phytophthora cactorum e as bactérias Erwinia
carotovora, Streptomyces scabies e Xanthomonas campestris. Ao todo, sete
endofiticos apresentaram antagonismo contra estes patdgenos, sendo considerados

como potenciais agentes de controle biolégico.

Catillo e colaboradores (2002) isolaram e caracterizaram um novo antibiético
de largo espectro, a munumbicina, produzida pelo endofitico Streptomyces NRRL
30562, isolado da planta medicinal Kennedia nigriscans, nativa do Norte da
Australia. Ensaios com o extrato do endofitico mostraram sua eficiéncia contra os
fitopatdgenos Pythium ultimum, Phytophthora infestans, Sclerotinia scherotiorum,
Erwinia carotovora, Cochliobolus carbonum e Penicillium sp., além dos patégenos
humanos Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis multi-resistente, S. aureus

resistente a meticilina e o protozoario parasita da malaria Plasmodium falciparum.

2.4. A culturado milho
O milho (Zea mays ssp. mays) € um dos principais cereais cultivados pelo

homem. Acredita-se que sua domesticacdo tenha se dado ha cerca de 9000 anos,
no sudeste do México, a partir do teosinto (Z. mays spp.), uma graminea selvagem
(MATSUOKA et al., 2002).

Além de ser um cultivar de grande importancia na alimentacdo humana,
particularmente em alguns paises, como o México, sua principal destinacdo € a
alimentacdo animal, principalmente como ragéo, que corresponde por cerca de 70%
de seu consumo mundial. Outras destinagdes incluem diversas industrias de
beneficiamento, como a de biocombustiveis (DUARTE, 2000). Nos Estados Unidos,

por exemplo, responsavel por mais de um terco da producdo mundial de milho,
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cerca de 40% do milho produzido e importado € destinada a industria de bioetanol
(PIMENTEL, 2012).

Atualmente, o milho é o cereal mais produzido no mundo (FAOSTAT, 2013).
O Brasil aparece como o terceiro maior produtor mundial do cereal, atras apenas do
Estados Unidos e da China (FAOSTAT, 2013). Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), a safra brasileira de milho do periodo 2013/14 havia
atingido a marca de 70,9 milhGes de toneladas, sendo que a producdo mundial no
mesmo periodo foi estimada em 989,6 milhfes de toneladas (United States

Department of Agriculture — USDA).

Apesar desses numeros, o0 Brasil ndo se destaca em relacdo a produtividade
de milho. Em 2013/14, a produtividade média dessa cultura no Brasil foi em torno de
5,1 toneladas por hectare, valor inferior & média mundial de 5,5 t ha™, e bem abaixo
das 9,9 t ha™ apresentadas pelos Estados Unidos ou aos 10,1 t ha™ do Chile, ou aos
25,6 t ha de Israel (USDA). Porém, a produtividade média nacional vem subindo
sistematicamente, e ja € comum em diversas partes do pais se observar indices de
produtividade superiores a 12 t ha™, ndo raro maiores que 14 t ha (MELHORANCA
et al., 2012).

Um dos maiores desafios do século XXI sera desenvolver modelos de
producdo de grdos de maneira ndo sé cada vez mais eficazes e produtivos, como
também de maneira ambientalmente responsavel e sustentavel. Os atuais sistemas
de producdo agricolas sdo baseados no uso de pesticidas e fertilizantes quimicos
que, invariavelmente, acabam causando impactos ao meio ambiente e a saude
humana, incluindo poluicdo do solo e agua, exposicao a residuos téxicos na propria
cadeia alimenticia, impacto sobre organismos néo alvos, tais como as abelhas, além
de tornarem o custo da producédo extremamente oneroso (GUNNELL et al., 2007;
LEACH & MUMFORD, 2008). Além disso, muitos dos fertilizantes comumente
utilizados atualmente sdo, em geral, derivados de combustiveis fosseis, 0s quais
provém de reservas finitas e logo sdo de exploracdo insustentavel a longo prazo. As
constantes emergéncias e re-emergéncias de fitopatdgenos também continuam
constituindo um desafio formidavel a nossas habilidades de salvaguardar nossos
cultivos agricolas (MILLER et al., 2009).



21

Tradicionalmente, o0 homem sempre apostou na biotecnologia vegetal para
atender as demandas agricolas da humanidade, tendo esta, de fato, sido
fundamental até agora, tal como iconizado desde a década de 60 pela chamada
“revolucdo verde” (EVENSON & GOLLIN, 2003). Porém, ainda hoje, os beneficios
das interacdes planta-micro-organismos tém sido ignoradas e pouco aplicadas a
agricultura, principalmente em culturas de grdos como o milho. Neste cenario, e por
tudo que aqui foi dito, os micro-organismos endofiticos surgem como uma opc¢éao
promissora na busca por alternativas mais rentaveis e sustentaveis de aumentar a
produtividade de culturas de gréos. Por isso, este projeto teve como objetivos isolar
e caracterizar as bactérias endofiticas de um cultivar hibrido de milho cultivado no
Brasil, e prospectar seu potencial para produzir fatores de crescimento vegetal, 0
que podera permitir sua futura utilizacdo na forma de um bioinoculante nesta e em

outras culturas de gréos.
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3. OBJETIVO GERAL
Realizar o isolamento e identificagdo de bactérias endofiticas associadas a

seiva, folhas e raizes de milho, e analisar seu potencial de producdo de fatores de

crescimento de plantas e de apresentar atividade antagonista contra fitopatégenos.

3.1. Objetivos especificos
o Isolar e identificar pelo sequenciamento parcial do gene rDNA 16S as

bactérias endofiticas das folhas, raizes e seiva da variedade hibrida de milho

(Zea mays) Pionner 30F35 Herculex;

o Analisar o efeito das partes da planta (seiva, folhas e raizes) e
tratamento de adubacgéo fosfatada (presenca ou auséncia) sobre as densidades de
bactérias endofiticas de milho;

o Analisar o potencial dos isolados quanto a producdo do fitohormdnio
acido 3-indol acético (AlA), solubilizacdo de fosfato, mineralizacdo de fitato e
producao de sideroforos;

o Analisar o potencial dos isolados de antagonizar bactérias e fungos

fitopatogénicos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Material vegetal e delineamento experimental

Para o isolamento dos micro-organismos endofiticos, utilizou-se um
experimento com plantas de milho (Zea mays) da variedade hibrida Pionner 30F35
Herculex (PIONNER). O plantio foi realizado no dia 21 de marco de 2013, na area
experimental da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas — MG; 19°26'53,95” ao sul,
44°09’59,87” a oeste, altitude em torno de 720 metros), em solo classificado como
Latossolo Vermelho Distrofico e com histérico de mais de 20 anos de cultivo de
milno. O delineamento experimental do cultivo foi organizado em blocos
casualizados, com dois tratamentos, com e sem adubacdo fosfatada, e trés
repeticbes amostrais. As parcelas experimentais foram constituidas de quatro linhas
de cinco metros e espacamento de 0,70 m, com cinco plantas por metro linear, com
um total de 100 plantas/parcela, mas considerando-se duas linhas externas como
bordadura, o stand util foi de 40 plantas por parcela. O tratamento com fésforo foi a
base de 250 kg ha™ de adubo Super Triplo (100 kg P,Os ha) aplicados a 5 cm de
profundidade, através da abertura de sulcos com enxada e ao lado da linha de
plantio. Todos os tratamentos receberam adubacéo de cobertura nas doses de 54 kg
ha* de ureia e 80 kg ha™ de KCI no momento do plantio, e nova adubac&o aos 30 e
45 dias ap6s o plantio, em duas doses de 125 kg ha™ de ureia cada uma. Ao final do
ciclo, amostras foram coletadas para analises quimicas do solo (acidez, capacidade
de troca ibnica e dosagem de macro e micronutrientes) por técnicos da Embrapa

Milho e Sorgo.

Tabela 1: Propriedades quimicas do solo (0 — 20 cm) das areas de cultivo (Embrapa Milho e
Sorgo — Sete Lagoas, MG) do milho antes de receberem os tratamentos de adubacao
fosfatada.

H+AI Fosforo Mehlich Carbono Al Ca
pH (H,O) (cmolc/cms) (1 mg/dmy) MO (dag/kg) (%) (cmolc/dm3) (cmolc/dms)
6,8 3,42 22,322 3,29 1,91 0 4,635
Mg CTC
(cmolc/dmz) K (mg/dms)  SB (cmolc/dms)  (cmolc/dms) V (%) Sat. Al(%)
0,601 136,9 5,586 9,006 62,026 0

H+Al: acidez potencial; MO: matéria organica; SB: soma de bases trocaveis; CTC: capacidade de troca de
cations; V: saturagdo por bases; Sat. Al: saturagdo de aluminio na CTC.
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4.2. Extracao e isolamento das bactérias endofiticas
Trés plantas de cada repeticdo por tratamento, totalizando nove plantas por

tratamento, foram coletadas aos 87 dias apds o plantio, quando as plantas estavam
no periodo de florescimento. Para a extracdo das bactérias endofiticas totais dos
tecidos de milho, primeiramente, os caules com as folhas das plantas foram cortados
a cerca de 5 cm do nivel do solo no campo, e as raizes foram cuidadosamente
arrancadas junto aos blocos de solo em seu entorno. Na Embrapa Milho e Sorgo, as
folhas foram destacadas dos caules e reservadas em camara fria, juntamente com
as raizes, sendo mantidas nessa condicdo até o momento de seu processamento.
Os caules foram cortados na regido dos entren6s com uma lamina estéril e
desinfectados externamente da microbiota epifitica por lavagem em &gua corrente,
seguida de imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo (v/v) por 30
segundos, imersdo em alcool 70% por 1 minuto e quatro lavagens em agua
destilada estéril. A seiva foi recolhida em tubos falcon estéreis, com a extragdo por
pressdo positiva via um sistema de bombeamento de ar estéril. No mesmo dia, a
seiva extraida, as folhas e as raizes foram enviadas para o Laboratério de
Microbiologia Aplicada da UFMG, onde o0 processamento das amostras teve
continuidade.

Da seiva, foram realizadas diluicbes seriadas até 10° em soluc&o salina (NaCl
0,85%), e 100 uL de cada diluicdo, além da amostra bruta, foram plaqueados por
espalhamento em superficie em placas de Petri contendo meio TSA (Himedia/india)
suplementado de benomil (50 pg /mL) (Sigma/EUA), visando o isolamento das
bactérias endofiticas e inibicdo do crescimento de fungos endofiticos.

As folhas foram primeiramente lavadas em &agua corrente, cortadas em
fragmentos com cerca de 5 cm de aresta e desinfectadas superficialmente por
imersao em hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo (v/v) por 3 minutos, imerséo
em alcool 70% por 1 minuto e quatro lavagens em agua destilada estéril. A seguir,
2,5 g de folhas de cada planta foram triturados com pistilo em grais contendo 5 mL
de solucéo salina (NaCl 0,85%) e cerca de 1 g de areia estéril. ApOs a trituracdo, as
amostras foram transferidas para tubos plasticos de 15 mL estéreis e mantidas sob
agitacdo em agitador rotatorio (Marconi) a 180 rpm e temperatura ambiente, para
permitir a liberacdo mais eficiente dos endofiticos das particulas trituradas. Foram

realizadas diluicbes seriadas até 10 em solucéo salina (NaCl 0,85%), e 100 pL de
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cada diluicdo e das amostras brutas trituradas foram plaqueados por espalhamento
em placas de Petri contendo TSA mais benomil (50 pug /mL).

Para o isolamento dos endofiticos das raizes, foi utilizada basicamente a
mesma estratégia. A desinfeccao externa foi realizada inicialmente com lavagem em
agua corrente, para retirar 0 excesso de solo associado ao sistema radicular de cada
amostra, e as raizes foram cortadas em fragmentos com 5 a 10 cm de comprimento,
descartando-se regides escarificadas ou com aparéncia patolégica. Em seguida, 0s
fragmentos foram mantidos sob agitacdo a 200 rpm por 30 minutos, em frascos
contendo agua destilada para remoc¢do de materiais ainda aderidos, para finalmente
passarem pela esterilizagdo quimica, onde foram imergidos por 5 minutos em
hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo (v/v), 2 minutos em alcool 70% e quatro
lavagens em &gua estéril. Como controle desse processo, assim como da
esterilizacdo superficial dos colmos e folhas, aliquotas de 100 pL da agua da ultima
lavagem das amostras foram plagueadas em placas contendo meio TSA, as quais
foram incubadas por dez dias em incubadora do tipo BOD (FANEM), a 28°C, nao
tendo sido observado crescimento de bactérias ndo-endofiticas.

Ap6s o periodo de incubacédo, os diferentes morfotipos obtidos foram
enumerados para a estimativa da densidade microbiana (UFC por g ou mL de
amostra), bem como da distribuicdo da microbiota endofitica nas folhas, seiva e
raizes do milho. Representantes dos diferentes morfotipos bacterianos foram

purificados por semeadura em estrias em meio TSA.

4.3. Preservacao dos micro-organismos isolados
Representantes dos diferentes isolados bacterianos foram preservados em

tubos de ensaio contendo meio lignieri (caldo nutriente 13 g L™; 4gar 7 g L™; gelatina
5 g L), mantidos a 4°C, e criotubos com caldo TSB (Himédia/india) e glicerol a 20%
(v/v) a -80°C, apds o crescimento a 28°C. Os isolados foram depositados na
Colecdo de Micro-organismos do Laboratério de Microbiologia Aplicada do

Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.
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4.4. Caracterizacao das bactérias isoladas
Todas o0s isolados obtidos e estocados foram caracterizados

macromorfologicamente e pela reacao tintorial a coloragdo de Gram, seguido da
identificacdo a partir do sequenciamento parcial do gene rDNA 16S, a partir da

analise com sequéncias homoélogas depositadas no GenBank.

4.4.1. Extracdo de DNA das bactérias endofiticas
Para a extracdo de DNA dos isolados bacterianos (PITCHER et al., 1989, com

modificac6es), estes foram cultivados em placas contendo meio TSA (Himedia/india)
por 48 h a 28°C. ApGs o crescimento, colbnias isoladas foram coletadas e
suspendidas em 250 uL de tampéo TE (Tris-EDTA — Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 7,5). Apds adicdo de uma porcao de esferas de vidro aos microtubos, estes
foram levados ao vortex por 2 min. Em seguida, 400 yL da solucdo de tiocianato de
guanidina 5,0 M, EDTA 100 mM (pH 8,0) e sarcosil 0,5% foram adicionados e 0s
tubos, apds agitacdo por inversdo, foram incubados por 10 min a temperatura
ambiente. 200 uL de acetato de ambnio 7,5 M foram, entdo, adicionados aos tubos,
que foram novamente agitados por inversao e incubados por 10 min em gelo. Ap6s
esse periodo, 600 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v) foram acrescidos e
0s tubos agitados por inversdo. Apés centrifugacdo a 12.000 x g por 10 min, a fase
aguosa foi transferida para novos microtubos, onde mesmo volume de isopropanol
foi acrescido. Em seguida, os microtubos foram mantidos a temperatura ambiente
por 15 min e centrifugados a 4.000 x g por 20 min. O sobrenadante entdo foi
descartado e o precipitado lavado com etanol 70% (v/v). Essa etapa foi repedida trés
vezes. ApOs o descarte do sobrenadante, o precipitado foi suspendido em 50 pL de
agua deionizada estéril e estocado a -20°C. O produto foi quantificado em nanoDrop
ND 1000 (NanoDrop Thecnologies).

4.4.2. Reacdes de PCR de regifes do gene rDNA 16S
Para amplificar as sequéncias parciais de rDNA 16S dos isolados bacterianos,

foram utilizados os iniciadores 8F (5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 907R (5'-
CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3') (STACKEBRANDT & GOODFELLOW, 1991). A
reacao da PCR foi realizada em um volume final de 50 pL, contendo 1,25 U de Taq

DNA polimerase (Phoneutria), MgCl, a 1,5 mM, 200 uyM de cada um dos
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desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,3 uM de cada iniciador, 50 a
300 ng de DNA, e volume completado com agua deionizada estéril. A reacdo foi
realizada utilizando termociclador Veriti (Applied Biosystems) sob as seguintes
condicbes (DON et al., 1991):
Estagio 1: desnaturacgéo inicial a 94°C por 5 min;
Estagio 2: trés ciclos com desnaturacao a 94°C por um min, anelamento a
57°C por um min e extensdo a 72°C por trés min;
Estagios 3 a 10: dois ciclos com desnaturacdo a 94° por um min, extensao
a 72°C por trés min, e anelamento por um min a 56°C no primeiro estagio,
decrescendo 1°C a cada estagio até 49°C, no ultimo estagio.

Estagio 11: anelamento final a 72°C por 10 min.

4.4.3. Sequenciamento de regides do rDNA 16S
Apo6s dosagem dos produtos das PCRs em nanoDrop ND 1000 (NanoDrop

Thecnologies), estes foram purificados adicionando-se 11,25 uL de EDTA (125 mM)
e 135 pL de etanol absoluto (Merck), e incubando-se a mistura por 15 min a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4100 x g por
60 min, o sobrenadante descartado e as amostras suspendidas em 120 pL de etanol
70% (v/v). Os tubos de microcentrifuga foram entdo homogeneizados por inverséao,
centrifugados a 4100 x g por 25 min e o sobrenadante novamente descartado. Apés
evaporacao do etanol residual, as amostras de DNA foram ressuspendidas em 12 uL
de &gua deionizada estéril, e as solucdes obtidas dosadas em nanodDrop ND 1000.
As reacbes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems®) para 0 sequenciamento com o sequenciador
automatico ABI. As sequencias foram analisadas utilizando-se os softwares PHPH
(TOGAWA & BRIGIDO, 2003), MEGA (versdo 6.06 — TAMURA et al., 2013) e
BLASTnN (banco de dados nr) (Basic Local Alignment Search Tool - versdo 2.215 do
BLAST 2.0) disponivel no portal do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). A

identificacdo no nivel de espécie foi proposta para os isolados que apresentaram
indices acima de 97% de similaridade com sequéncias de referéncia depositadas no
GenBank. A identificacdo dos isolados que apresentaram estes indices com mais de
uma espécie foi resolvida a partir da construgcdo de dendogramas de distancia

nucleotidica pelo programa MEGA (versdo 6.06), utilizando-se o método de
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Neighbour-joining (modelo Tamura-Ney) (TAMURA et al., 2013) aliado a Bootstrap
de 1000 reamostragens das sequéncias.

4.5Analise do potencial de producao de fatores de crescimento vegetal
4.5.1 Padronizacado dos in6culos

Para a producdo de inGculos, as bactérias das culturas estoque foram
ativadas por esgotamento em placas contendo TSA e incubadas a 28°C por 48 h.
Decorrido esse tempo, as colbnias foram suspendidas com o auxilio de uma alca de
repicagem em tubos de ensaio contendo 2 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%)
estéril, e a concentracdo de células foi padronizada da seguinte forma para cada
experimento.

. Escala McFarland n° 1, equivalente a 3 x 10° UFC mL™, para os
ensaios qualitativos de solubilizacdo e mineralizacdo de fosfato, e para os
testes de antagonismo;

o Densidade Optica de 1,0, medida a 550 nm em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV1800), equivalente a 3 x 10® UFC mL™, para
0S ensaios quantitativos de solubilizacdo de fosfato inorganico e producéo de
AlA;

o Densidade Optica de 0,5, medida a 550 nm em
espectrofotdmetro, equivalente a 1,5 x 10® UFC mL™, para os ensaios

guantitativos de mineralizacéo de fosfato organico e producao de sideréforos.

4.5.2 Producao de Acido 3-indol acético (AlA)
O potencial de producédo de AIA pelos isolados endofiticos foi testado em

meio liquido suplementado com 5 mM de DL-triptofano, mantido sob agitacao, no
escuro, a 28°C por 48 horas. Aliquotas de 40 uL foram semeadas das suspensdes
celulares padronizadas. Apos o periodo de incubacdo, o meio foi centrifugado e o
sobrenadante obtido utilizado para a quantificacdo da producéao de AIA (NASSAR et
al., 2005). As reacOes foram realizadas em microplacas de 96 pocos. A mistura de
reacdo, constituida de 100 pL de sobrenadante da cultura e 100 pL da solucéo
reagente de Salkowski (2% de solugéo FeCl; 0,5 moL™ e 98% de solucdo de acido
perclérico a 35%) (GORDON & WEBER, 1951), foi mantida a temperatura e
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luminosidade ambientes, por 30 minutos, e posteriormente a absorbancia foi
determinada a 530 nm, em leitor de ELISA (Varioskan™ Flash Multimode Reader).
Como controle negativo, foi utilizado meio liquido estéril suplementado de triptofano
no lugar do sobrenadante. Todas as amostras foram testadas em triplicata e
analisadas a partir de uma curva-padrdo construida com as leituras de absorvancia
de solucdes de AIA comercial em concentracbes entre 10 e 120 pg mL™, que
resultou em uma equagcéo f(x) = 0,0091x + 0,0966 (R? = 0,9902), com o potencial de
producdo de AIA sendo expresso em termos de pg de AIA mL? (GORDON &
WEBER, 1951).

4.5.3 Capacidade de solubilizar fosfato inorganico
45.3.1 Selecao dos isolados capazes de solubilizar fosfato inorganico

Para afericdo do potencial dos isolados de solubilizar fosfato, os endofiticos
foram cultivados em placas contendo o meio do National Botanical Research
Institute (NBRIP) (glicose 10 g L™ Caz(POs), 5 g L™ MgCl,6H,0 0,5%:;
MgS0,47H,0 0,25 g L™ KCI 0,2 g L™ (NH,),SO,4 0,1 g L™ &gar 15 g L™), pH 7,0
(NAUTIYAL, 1999). Aliquotas de 5 pL dos pré-inéculos foram aplicadas sobre as
placas, e estas foram incubadas por 72 horas a 28°C. O fosfato de calcio se
encontra predominantemente na forma insollvel neste meio de cultivo, tornando-o
turvo, de modo que as colonias que cresceram envolvidas por um halo claro foram
consideradas positivas para a utlizacdo de fosfato inorganico, tendo sido

selecionadas para a dosagem desta capacidade em meio liquido.

4.5.3.2 Ensaio quantitativo da capacidade de solubilizar fosfato pelos
isolados
A partir das suspensdes celulares padronizadas, 200 pL foram inoculados em

tubos de penicilina contendo 10 mL de meio NBRIP sem adicdo de agar, e estes
foram mantidos sob agitacdo a 180 rpm e 28°C por 72 horas. Apés este periodo, 0
meio foi centrifugado e o sobrenadante obtido utilizado para a medicao de pH e para
a confirmacéo e quantificacdo da habilidade de solubilizacdo do fosfato, baseando-
se na dosagem de fosforo inorganico livre (Pi), segundo o método do azul de
molibdénio, descrito por Murphy e Riley (1962) (NARSIAN et al, 2010; GHORBANI et
al. 2012).
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Os ensaios de quantificacdo foram inicialmente realizados em tubos de
ensaio, onde as amostras foram diluidas em &gua deionizada para um volume final
de 5 mL, no qual foi aplicado 1 mL da solucédo reagente, constituida de 50 mL de
solucdo de H,S0,2,5 mol L™, 15 mL de solugéo de molibdato de amdnio 40 g L™, 30
mL de solucdo de &cido ascérbico 0,1 mol L™ e 5 mL de solucdo de tartarato de
potassio e antiménio 0,027 g L™. Destes tubos, 150 pl foram aplicados em placas de
96 pocos, os quais foram mantidos por 30 minutos a temperatura ambiente e,
posteriormente, a absorbancia foi determinada a 880 nm em leitor de ELISA. Todas
as amostras foram testadas em triplicata. Um branco foi feito utilizando a solucao
reagente e 4gua deionizada. Curvas-padrdo foram construidas com concentracées

de 0 a 6 mg L™ de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,).

4.5.4 Potencial de producéo de enzimas fitases
O potencial de producédo de fitases pelos isolados também foi analisado

através de um teste qualitativo em meio sélido (RICHARDSON & HADOBAS, 1997).
O meio de enriquecimento para a selecdo de bactérias produtoras de fitases foi o
Pikovskaya com modificacdes (OLIVEIRA et al., 2009), pH 7,0, que apresentava
fitato de sodio (Na-IHP — acido dodecassodico inositol-hexafosférico) como Unica
fonte de fosforo (Na-IHP 5 g L™; glicose 10 g L™; (NH,4)>S04 0,5 g L™ NaCl 0,2 g L™:;
KCI 0,1 g L™ MgS0,4.7H,0 0,1 g L™; CaCl».2H,0 2,9 g L™; MgCl, 1,9 g L™%; tracos de
MnSO, e FeSO, (concentracdo final de 0,1mg L™) e &gar 15 g L™). Foram aplicados
5 pL da suspenséo de células bacterianas nas placas, e estas foram incubadas por
72 horas a 28°C. As colbnias que cresceram envolvidas por um halo translicido
foram consideradas positivas para a utilizacdo de Na-IHP como unica fonte de
fésforo.

4.5.5 Potencial de producédo de sider6foros
O ensaio qualitativo para detec¢do do potencial de produgédo de sideroforos

pelos isolados foi o método colorimétrico de Schwyn e Neilands (1987), com
modificacdes. Primeiramente, aliquotas de 20 pL das suspensodes celulares foram
inoculadas em 1 mL de caldo King B (proteose peptona 20 g L™*; K,HPO,4 1,5 g L™Y;
MgSO,4 1,5 g L™ glicerina 10 mL L), pH 7,2, em placas de cultivo de 96 pocos, &

28°C e 200 rpm por 24 horas. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas e 150
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pl dos sobrenadantes foram adicionados ao mesmo volume de solugéo indicadora
de Overley, com modifica¢des (7,5 mL de solucdo CAS — cromo azurol S 1,22 mg
mL™; 1,5 mL de solucdo FeCls.6H,0 270 mg L™ e HCI 0,84 mL /L; 25 mL de HDTMA
0,876 g L™Y; 50 mL de tamp&o succinato de sédio pH 5,6; &gua deionizada g.s.p. 100
mL), em microplacas de 96 pocos. Apds 10 a 20 min, a atividade de sideroforos foi
analizada em ELISA medindo-se o decréscimo da absorvancia do azul & 630 nm, e
quantificada por comparacao com curvas-padrao de EDTA com concentracfes entre
0 e 25 mol L (GUAN et al., 2001, com modificacdes).

4.5.6 Antagonismo contra micro-organismos fitopatogénicos
45.6.1 Atividade anti-fungica

O potencial de antagonismo dos endofiticos contra fungos fitopatégenos de
milho foi avaliado pelo método de pareamento, que consiste no confronto direto do
antagonista (endofitico) e do fungo patogénico em placas de Petri contendo meio de
cultura solido (MARIANO, 1993). Foram utilizados os fitopatdgenos de milho
Colletotrichum graminicola 03.10M e Fusarium verticillioides 193, gentilmente
cedidos pela Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas — MG).

A partir das suspensdes bacterianas padronizadas, foram efetuadas riscas
sobre meio BDA (Himédia, india) em placa de Petri, semeando-se quatro bactérias
por placa, distantes 1 cm da borda interna, formando um quadrado, porém com o
cuidado para que as riscas ndo se encontrassem. Um cilindro de agar de 5 mm
contendo o micélio do patégeno previamente crescido em meio BDA a 28°C foi
colocado no centro das placas e, ap0s incubacdo a 28°C por 7 a 10 dias, foi
analisada a presenca de halos de inibicdo. Os testes foram realizados em duplicata
e como controle foram montadas placas contendo apenas o patégeno em posi¢ao
equivalente a das testemunhas (PILEGGI, 2006).

4.5.6.2 Atividade anti-bacteriana
Para afericdo do potencial de antagonismo anti-bacteriano das bactérias

endofiticas, foram preparados inéculos de maneira idéntica a realizada para 0s
testes de atividade anti-fungica. Paralelamente, linhagens bacterianas da
fitopatdgena gram-negativa de milho Pantoea ananatis 2103 e da bactéria gram-

positiva Bacillus subtilis DSM 3258 foram cultivadas em caldo TSB (Himédia/India)
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sob agitacao de 180 rpm, a 28°C por 48 horas. Aliquotas de 5 pL das suspensdes de
endofitos foram inoculadas em placas de Petri contendo 20 mL de meio TSA e
incubados a 28°C por 48h, e passado o periodo, as colonias obtidas foram mortas
por exposicdo a uma atmosfera de cloroférmio por 40 minutos. A seguir, foram
inoculados 0,1 mL da cultura crescida de cada bactéria reveladora em tubos
contendo 3,5 mL de TSB acrescido de 0,7% de agar fundido a 45°C, e esta mistura
foi dispensada sobre as placas de Petri contendo as culturas de enddfitos
previamente mortas. Apdés 48h sob 28°C, foi observado se houve a formacéo de
halos de inibi¢cdo do crescimento das bactérias reveladoras sobre as colénias mortas
de enddfitos. A titulo de comparacdo, o potencial anti-bacteriano dos isolados foi
calculado pela razédo entre o diametro do halo de inibicdo e o diametro da colbnia
endofitica. Os testes foram realizados em duplicata. Como controle, foram
preparadas placas contendo somente as bactérias reveladoras.

A linhagem de P. ananatis 2103 foi gentilmente cedida pela Embrapa Milho e
Sorgo (Sete Lagoas — MG), e a linhagem de B. subtilis DSM 3258 pela Prof2 Dra.
Regina Maria Nardi Drummont, do Departamente de Microbiologia da Universidade

Federal de Minas Gerais.

4.5.7 Analises estatisticas da densidade de isolados endofiticos e de
producdo de fatores de crescimento vegetal
Os testes de Qui-quadrado para as diferentes andlises de frequéncia de

isolados no isolamento e nos ensaios de producao de fatores de crescimento foram
realizadas no programa Microsoft Office Excel (RIBEIRO JUNIOR, 2011).

As variaveis de densidade e producdo de fatores de crescimento vegetal
foram avaliadas quanto aos critérios de homogeneidade da variancia (teste de
Levene; LEVENE 1960) e de normalidade da distribuicdo dos residuos (teste de
Shapiro-Wilk; SHAPIRO & WILK 1965) através do programa R (R CORE TEAM,
2014). Todas as variaveis de densidade de isolados e producdo de fatores de
crescimento vegetal foram consideradas ndo parameétricas e sofreram transformacao
Box-Cox com o0 objetivo de torna-las normalmente distribuidas (BOX & COX,
1964). As variaveis normalizadas e ndo-normais foram representadas em Diagramas
de caixa (box-plots, APENDICE B).
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Para analisar o efeito dos tratamentos de adubacao fosfatada e das partes da
planta (seiva, folhas e raizes) na densidade de isolados e producédo de fatores de
crescimento vegetal, Modelos Lineares Generalizados (MLG) foram utilizados com
auxilio do programa R, versédo 3.0.3 (R CORE TEAM, 2014). Primeiramente, MLGs
foram gerados para analisar os potenciais preditores das densidades e diferentes
fatores de crescimento. Em uma segunda etapa, modelos mais complexos foram
criados, onde o ajuste dos modelos individuais € reportado utilizando-se a proporcéo
de desvio explicado (desvio — 2 x log da verossimilhangca maximizado; porcentagem
do desvio explicado = (100-desvio nulo / desvio residual) x 100). O melhor preditor
ou combinacdes de preditores selecionados de cada categoria foram incluidos em
um modelo de combinac6es multipreditorial. A selecdo dos modelos baseado em
suas complexidades foram avaliadas utilizando-se do Critério de Indormacdo Akaike
(AIC), que incorpora o log da verossimilhanga maximizado do modelo e um termo
gue penaliza os modelos de maiores complexidades (CRAWLEY, 2013). A selecao
dos modelos é entdo baseada no AAIC, que é a diferenga entre o AIC do modelo de
interesse e 0 AIC do melhor modelo de ajustamento (CRAWLEY, 2013). Todos o0s
MLGs foram conferidos por andlises residuais para avaliacdo da adequacdo da
distribuicéo de erros, tendo sido aceito o modelo de minima significancia.

O agrupamento dos dados de densidade bacteriana e taxas de producéo de
fatores de crescimento vegetal pelo método de clustering K-means também foi
realizado utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2014).

Os testes de médias Skott-Knott e Tukey para os dados de producdo de
fatores de crescimento vegetal e atividade antagonista, foram realizados através do
software Assistat, versdo 7.7 (SILVA & DE AZEVEDO, 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Isolamento das bactérias endofiticas

As densidades de bactérias endofiticas foram computadas para cada parte
analisada das plantas de milho (i.e., folhas, raizes e seiva), e os valores obtidos

apresentados na Tabela 1.

Tabela 2: Densidades médias de bactérias endofiticas de milho observadas em cada uma
das regides morfologicas da planta e dos tratamentos avaliados.

Densidade média Log(UFC/q)

Adubacéo fosfatada Sem adubacéo Média
Seiva 4,23+0,30 4,15+0,33 4,19
Folhas 5,20+0,61 5,52+0,78 5,38
Raizes 5,79+0,59 5,65+0,82 5,73
Média 5,42 5,42 5,42

Valores representam médias + desvio padrdo de nove plantas para cada tratamento, exceto para 0s
isolados de seiva, onde os valores representam as médias de trés amostras compostas da seiva
recolhida das plantas de cada bloco amostral.

A média geral foi de 2,64 x 10° (5,42 Log) UFC por g ou mL de amostra das
partes da planta. Embora esses valores possam variar consideravelmente de acordo
com fatores como espécie vegetal, clima e saude da planta, observa-se que, de
modo geral, as densidades encontradas neste trabalho sdo semelhantes aos valores
médios de densidades encontradas em grande parte de outras publicacdes,
inclusive trabalhos de inoculagcédo de isolados endofiticos em plantas cultivadas no
campo ou em condicOes laboratoriais (MCINROY & KLOEPPER, 1995; SOBRAL,
2003; VAN OVERBEEK & VAN ELSAS, 2008; HARDOIM et al., 2012; MA et al.,
2013). Zienniel e colaboradores (2002) isolaram e computaram as densidades de
bactérias endofiticas de quatro cultivares agricolas, incluindo o milho, e 27 espécies
de plantas das pradarias norte americanas e, embora ndo tenham especificado as
densidades bacterianas obtidas em cada uma das plantas, os autores relataram que
os valores variaram entre 0 e 6 logi;o UFC/g de amostra vegetal. Os autores também
selecionaram alguns dos isolados de milho e sorgo e analisaram sua capacidade de
recolonizar suas hospedeiras em estufa e em campo, recuperando posteriormente

densidades microbianas entre 3,4 e 6,1 log,o UFC/g por periodos de até 78 dias.
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Para avaliar se as variacoes de densidades bacterianas foram significativas
entre os tratamentos de adubacgéao fosfatada (presenca e auséncia) e entre as partes
da planta utilizadas para o isolamento das bactérias (seiva, folhas e raizes), foram
utilizados Modelos Lineares Generalizados (MLGs) (Tabela 2). De modo geral, é
possivel observar que a densidade de bactérias endofiticas ndo sofreu efeito da
adubacéao fosfatada (p= 0,851), mas variou com a parte da planta (p = 0,002). As
maiores densidades foram observadas nas raizes, seguidas pelas folhas e seivas

(Figuras 1 e 2).

Tabela 3: Resultados da aplicagédo de Modelos Lineares Generalizados (MLG) com erros
gama e funcdes de ligacdo identidade para avaliar possiveis associacfes entre adubagéo
fosfatada e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) na variacdo de densidade das suas
comunidades de bactérias endofiticas associadas.

Graus de liberdade Desvio G.L.do

Hipotese (G.L) residual residuo  Desvio Pr(>Chi) AIC
Nulidade 41 0,325 74,97
Fosfato 1 0,0002 40 0,325 0,851

Parte 2 0,077 38 0,247 0,002

Dados originais normalizados por Box-Cox. Modelos de selecéo se encontram no apéncide B.

Cluster -1 Cluster -2 Cluster -3
4400 33100 348000 2452000 54000 286533
Fosfatado Nao fosfatado Fosfatado Nao fosfatado Fosfatado Nao fosfatado
8 10 4 5 9 6
Raizes Folhas Seiva Raizes Folhas Seiva Raizes Folhas Seiva
5 7 6 6 3 0 7 8 0

Figura 1: Representagfes esqueméticas desenhadas a partir dos dados de agrupamento
pelo método de k-means. NUmeros superiores, em cor destacada, indicam a amplitude da
densidade bacteriana (UFC por g ou mL de amostra) em cada agrupamento. Demais
nameros indicam a frequéncia de densidades encontradas para cada tratamento e parte da
planta, por cluster. Densidade no Cluster 1 < Cluster 3 < Cluster 2.

VariacOes da densidade bacteriana entre as diferentes partes de uma planta
ja foram descritas por outros autores (COMPANT et al., 2010; HEINHOLD-HUREK &
HUREK, 2011). No estudo realizado por Sobral (2003) focado na analise das
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comunidades de bactérias endofiticas de soja (Glycine max), foi observado que a
densidade de bactérias variou ndo somente entre as partes da planta, tendo sido
maior nas raizes, seguida por caules e folhas, como também entre os estagios de
desenvolvimento da planta (vegetativo, florescimento e maturacdo). Estas
observacbes suportam a hipOtese de que o0s micro-organismos endofiticos
apresentam uma trama de derivacdes fisiologicas com especificidades funcionais
gue os permitem colonizar os diferentes nichos da endosfera das plantas de maneira
diferenciada (BAIS et al., 2006; HARDOIM et al., 2008; SESSITSCH et al., 2012).
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Figura 2: Comportamento da variavel densidade normalizada via transformacdo Box-Cox.
A) Tratamentos de adubacédo fosfatada (T — adubacdo fosfatada; P — sem adubacéo
fosfatada) e B) Partes da planta (F — folhas; R — raizes; S — seiva). A mediana (linha grossa),
o0 erro padrdo (caixa cinza) e o desvio padrado (linhas tracejadas) sdo representados.

O solo tem sido considerado a principal fonte de bactérias endofiticas e as
raizes a principal porta de entrada para sua colonizacdo (HARDOIM, 2011,
REINHOLD-HUREK & HUREK, 2011), o que pode explicar a maior densidade
bacteriana associada a esse habitat. As fontes de colonizacdo de micro-organimos
das partes aéreas da planta, por outro lado, sdo mais pontuais, como a transmissao
por insetos ou heranca vertical desde o estagio de semente, além da disseminacao
da microbiota endorrizica via sistema vascular (HARDOIM, 2011). Por sua vez, a
colonizacdo do sistema vascular parece se dar principalmente pelos vasos
xilematicos da planta, que fornecem uma via continua a propagacdo microbiana
através das perfuracbes dos elementos traqueais. Esta via requer producdo de
enzimas hidroliticas dos componentes de parede celular vegetal apenas durante as

etapas iniciais de colonizacéo deste sistema (COMPANT et al., 2011). Talvez pelas
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condigBes osmaticas e nutritivas da seiva bruta do xilema, relativamente pobre em
compostos organicos, a capacidade de colonizagdo permanente deste nicho pelas
bactérias seja mais restrita.

Por outro lado, a auséncia de efeito de fatores ambientais, como a adubacao
fosfatada, sobre a densidade de bactérias endofiticas de uma planta também tem
sido observada por diversos autores. Laheurte e Berthelin (1988) relataram que a
exposicao de mudas de milho a diferentes concentracfes de fosforo soltuvel (entre 0
e 25 p.p.m.) ndo afetavam a capacidade da bactéria Enterobacter agglomerans
colonizar a rizosfera de mudas de milho. No trabalho anteriormente mencionado,
Sobral (2003) também relatou que os fatores cultivar de soja, variacdo sazonal de
colheita e aplicacdo do herbicida glifosato ndo apresentaram efeito sobre as
densidades de bactérias endofiticas, porém apresentaram efeito sobre sua
diversidade. Isso sugere que diversos fatores ambientais, como a adubacao
fosfatada, podem afetar as densidades populacionais de diferentes grupos sem
alteracdo da densidade total, o que poderia inclusive ter reflexo sobre a diversidade

fenotipica de producéo de fatores de crescimento vegetal pelos isolados.

5.2. Identificacdo molecular das bactérias endofiticas
Devido ao grande numero de isolados obtidos a partir das plantas de milho,

foram selecionados 178 isolados, sendo 33 provenientes da seiva, 65 das folhas e
80 das raizes. Desse total, 84 foram provenientes de plantas do tratamento que
recebeu adubacéo fosfatada e 94 daquelas que nao receberam adubacao fosfatada.
Como critério de selecao foram utilizadas as caracteristicas macro morfolégicas das
colbnias.

Do total de isolados, 132 foram identificados pelo menos no nivel de género a
partir do sequenciamento de regides do gene rDNA 16S, e outros dois isolados
foram identificados no nivel de familia (Apéndice C). Dez géneros apresentaram pelo
menos um isolado para o qual ndo foi possivel aferir a identificacdo no nivel de
espécie: Bacillus, Curtobacterium, Enterobacter, Leuconostoc, Microbacterium,
Pantoea, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia e Staphylococcus. Os géneros
Serratia e Staphylococcus, assim como alguns isolados de outros géneros,
apresentaram dois isolados cada com problemas devido a qualidade do produto de

extracdo e/ou purificacdo do DNA total ou das PCRs, apresentando sequéncias de
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boa qualidade menores que 400 pares de base. Assim, a repeticdo do processo de
sequenciamento para estes isolados pode resolver o problema. Porém, a dificuldade
de identificacdo da maioria dos isolados se deu pela alta similaridade (maior que
97%) infragenérica da sequéncia parcial do rDNA 16S dos isolados e linhagens de
referéncia relacionadas. Embora a técnica de sequenciamento do gene rDNA 16S
seja muito util em trabalhos de classificacdo bacteriana, para vérias bactérias ela
apresenta baixo poder discriminatério no nivel de espécie e também para alguns
géneros (JANDA & ABBOTT, 2007). Nestes casos, a resolucédo das espécies requer
a andlise da sequéncia de outros genes conservados do genoma bacteriano e/ou
outras técnicas analiticas.

Dos 27 isolados do género Microbacterium encontrados, 18 ndo puderam ter
sua espécie identificada pela técnica de sequenciamento parcial do rDNA 16S.
Diversos autores tém sugerido o uso de técnicas como hibridizagdo DNA-DNA,
métodos bioquimicos e utilizagdo de outros marcadores moleculares, como as
subunidades B da DNA girase (gyrB) e da RNA-polimerase (rpoB) para a resolucéo
da identificacdo de diversas espécies do grupo, jA que o0s niveis de similaridade
entre as sequéncia de rDNA 16S de suas espécies muitas vezes esta na faixa de
98-99%, podendo ser tdo alta quanto 99,9%, como relatado para as espécies M.
oxydans e M. luteolum (SCHUMANN et al., 1999; KRISHNAMURTHI et al., 2012).
Andlises bioquimicas do peptideoglicano e sistema de quinonas também podem ser
de grande valia durante a identificacdo de espécies deste grupo, pois espécies deste
género contém a estrutura do peptideoglicano contendo lisina (B1a ou B1) ou
ornitina (B2a ou B2pB) e sistemas de quinonas, principalmente, do tipo MK-10 e MK-
11, MK-11 e MK-12, MK-12, MK-12 e MK-13 ou MK-13 E MK-14. Esta variacédo é
incomum, visto que estes dois marcadores sao considerados altamente conservados
e diferencas deste nivel entre espécies de um mesmo género raramente Sao
observadas (BUCZOLITS et al., 2008).

Cinco dos 18 isolados de Bacillus deste trabalho também n&o puderam ter
sua identificacdo resolvida no nivel de espécie. De fato, comumente os indices de
similaridade das sequencias do gene rDNA 16S entre as espécies deste género
superam a marca de 97%, particularmente entre os grupos Cereus e Subtilis, cuja
taxonomia ainda nao foi completamente elucidada (QI et al., 2001; SATOMI et al.,
2006; JANDA & ABBOTT, 2007). Aléem de Microbacterium e Bacillus, Pseudomonas,
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Enterobacter e Pantoea também apresentam citacGes recorrentes na literatura por
tal motivo (JANDA & ABBOTT, 2007; BODILIS et al., 2012; MOHAMED et al., 2013).

Quanto aos dois isolados que tiveram sua identificacdo resolvida apenas no
nivel de familia, ambos foram identificados como Enterobacteriaceae, apresentando
sequéncias do gene rDNA 16S com 99% de similaridade com espécies dos géneros
Enterobacter e Klebsiella (Figura 3). Este fato tem sido observado por outros
autores, e dentre as familias descritas para as quais nao foi possivel discriminar os
géneros, usando como marcador o gene rDNA 16S, a Enterobacteriaceae esta entre
as mais recorrentes (JANDA & ABBOTT, 2007). Os motivos variam entre
indisponibilidade de sequéncias especificas de um taxon nos bancos de dados
consultados, alto grau de conservagao intergenérica na sequéncia do rDNA 16S,
ocorréncia de novas espécies, dentre outros (MIGNARD & FLANDROIS, 2006;
JANDA & ABBOTT, 2007).

A analise de sequenciamento da regido rDNA 16S do isolado FP2A-32 o
agrupou com a Proteobacteria Pantoea ananatis e o Bacteroidetes Flavobacterium
acidificum, e de fato, a literatura confirma essa inesperada afiliacdo de F. acidificum
e a familia Enterobacteriaceae, com indice de 99,9% de similaridade da regido rDNA
16S com a bactéria P. ananatis (PARTE, 2013 — LPSN).

Dentre as bactérias identificadas, houve uma predominancia de isolados
gram-positivos, com 94 isolados (70,1%), contra apenas 40 gram-negativos (29,9%,
tabela 2). Em folhas, a proporcdo de bactérias gram-positivas encontradas foi de
76,4% e em seiva, de 82,1%, a0 passo que nas raizes essa proporcao foi bem
menor, de 57%. Gronemeyer e colaboradores (2012) relataram que dos 14 isolados
endofiticos obtidos de raizes de variedades de milho nativas da Namibia, dez eram
gram-positivos, identificados como pertencentes aos géneros Bacillus,
Microbacterium, Brevibacillus e Curtobacterium. Zinniel e colaboradores (2002)
também observaram uma maior proporcdo de bactérias gram-positivas (164
isolados) em relacdo a gram-negativas (136 isolados) entre os isolados endofiticos
das partes aéreas de plantas de milho. Assim como no presente trabalho, também
foi observado uma maior frequéncia dos géneros Microbacterium e Bacillus entre os
isolados. Por outro lado, também ha relatos de autores que encontraram uma maior
proporcao de bactérias endofiticas gram-negativas entre os isolados de uma planta.
Pereira e Castro (2014) isolaram 56 bactérias endofiticas de raizes e partes aéreas

de milho, e constataram que mais de 90% da microbiota das raizes era composta
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por bactérias gram-negativas, principalmente Alpha e Gammaproteobacteria,

embora nas partes aéreas da planta 53% dos isolados eram gram-positivos.

a)
Tamanho Cobertura Identidade

Amostra (pb) (%) (%) Identificacdo proposta N° acesso

FP1C-13 580 100 99 Enterobacteriaceae = KM456219.1

RP1A-37 513 100 99 Enterobacteriaceae n  AB749211.1
Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0
i1 Alignments o
l Description el i ey E Ident | Accession

score | score | cover | value

) Leclercia sp. 2376 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1072 1072 100% 0.0 100% .JX174283.1
[CJ Enterobacter sp. JAZ4 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1072 1072 100% 0.0 100% EL260137.1
[J Enterobacter ludwigii strain Tm-Ana01 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1066 1066 100% 0.0 99%% KMB036351
[ Kiebsiella sp. NCCP-631 gene for 165 ribosomal RNA, partial sequence 1066 1066 100% 0.0 99% ABS20812.1
(] Klebsiella sp. NCCP-620 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence 1066 1066 100% 0.0 93% AB920805.1
) Klebsiella sp. G-40 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1066 1066 100% 0.0 99% KM434204.1
) Klebsiella sp. 5-49 168 ribosomal RMNA gene. partial sequence 1066 1086 100% 0.0 99% KM4342931
! Klebsiella sp. TMp14311 201 165 ribosomal RMA (rrs) oene. partial sequence 1066 1066 100% 0.0 99% KFO142611
[ Enterobacter asburiae strain CPS.B-2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1056 1086 100% 0.0 99% KM456219.9
Il Enterobacter ludwiaii strain AVSCE-12 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1066 1066 100% 0.0 99% KMI104317.1

c)

. ——

gi|373254723|gblJQ070300.1]_Klebsiella_michiganensis_strain_W14_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

gi|2209036|dbj|AB004744.1|_Enterobacter_asburiae_gene_for_16S_ribosomal_RNA_partial_sequence
gi|2584741|emb|Z96078.1|_Enterobacter_cancerogenus_LMG_2693_165_ribosomal_RNA

gi|4582167|emb|AJ233420 1]_Klebsiella_pneumoniae_165_rRNA_gene_(strain_DSM_30104)

FP1C-13

0i|359803298|dbj|ABE80425 1|_Enterobacter_aerogenes_gene_for 16S_rRNA_partial_sequence_strain: NBRC_13534
gi|55294673|emb|AJ853891 1|_Enterobacter_ludwigii_16S_rRNA_gene_type_strain_EN-119T

4,—: gi|2584741|emb|Z96078.1|_Enterobacter_cancerogenus LMG_2693_16S_ribosomal_RNA

RP1A-37

[ 9400974214jemb|HES78272.1|_Enterobacter_cloacae_subsp._cloacae_partal_165_rRNA_gene_type_strain_DSM_30054T
L 55294673/emb|AJB53891.1|_Enterobacter_ludwigi_165_rRNA_gene_type_strain_EN-119T

qil4205081|gb|U78183.1[KOU78183_Klebsiella_oxytoca_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

Figura 3: a) IdentificacGes proposta para os isolados FP1C-13 e FP1A-37. b) Resultados do
BLASTnN (banco de dados nr), das sequéncias de 580 pares de base do gene rDNA 16S do
isolado FP1C-13. c) Dendogramas de distancia nucleotidica utilizando as sequéncias dos
isolados FP1C-13 e RP1A-37 e as sequéncias depositadas no GenBank de linhagens de
referéncia filogeneticamente proximas.
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Os isolados gram-positivos encontrados foram distribuidos entre os filos
Actinobacteria, com 45 isolados, e Firmicutes, com 49, ao passo que dos 40 isolados
gram-negativos encontrados, 39 foram Proteobacteria, e um isolado, o RT3B-41
(Flavobacterium acidificum), foi um Bacteroidetes. Também pdde ser destacado que
das 39 proteobactérias encontradas, 36 eram Gammaproteobacteria. Os outros dois
isolados foram duas Alphaproteobacteria (Agrobacterium tumefaciens ST2-19;
Rhizobium pusense RP3B-211) e uma Betaproteobacteria (Alcaligenes faecalis
FT2C-13).

Das 45 actinobactérias encontradas neste trabalho, apenas cinco foram
isoladas das raizes de milho, com as demais distribuidas entre os isolados de seiva
(19 isolados) e folhas (21). Por outro lado, apenas quatro dos 49 firmicutes e cinco
das 39 proteobactérias foram isolados da seiva. Os demais Firmicutes foram
encontrados de maneira equivalente entre os isolados de folhas (21 isolados) e
raizes (24). As proteobactérias, por outro lado, se concentraram principalmente nas
raizes, com 21 isolados, e 13 isolados encontrados nas folhas. Pereira e Castro
(2014) também encontraram uma maior proporcdo de actinobactérias nas folhas e
de proteobactérias nas raizes de milho, embora neste trabalho a frequéncia total de
firmicutes encontrados pelos autores foi extremamente baixa em relacdo ao
presente trabalho (3%) e a de proteobactérias nas raizes extremamente alta (86%).
Ja Gronemeyer e colaboradores (2013) também observaram que a maior parte dos
isolados endofiticos de raizes de milho (43%) pertenciam ao filo Firmicutes, seguido
por Proteobacteria (36%) e Actinobacteria (21%).

A maior diversidade de familias foi encontrada nos filos Firmicutes (6 familias)
e Proteobacteria (5). Os 46 isolados de firmicutes se distribuiram entre as familias
Bacillaceae (20 isolados), Staphylococcaceae (11), Streptococcaceae (8),
Leuconostacaceae (4), Paenibacillaceae (2) e Enterococcaceae (1), enquanto as 39
proteobactérias foram agrupados nas familias Enterobacteriaceae (22),
Pseudomonadaceae (11), Moraxellaceae (4), Rhizobiaceae (2) e Alcaligenaceae (1)
(Tabela 3). Ja 36 dos 45 isolados de Actinobacteria pertenciam a familia das
Microbacteriaceae, enquanto os demais pertenciam as familias Micrococcaceae (7)
e Nocardiaceae (2) (Tabela 3).

Ao todo, foram identificadas 43 espécies, pertencentes a 27 géneros, sendo
0s mais frequentes Microbacterium (27 isolados), Bacillus (18), Staphylococcus (12),

Pseudomonas (11), Lactococcus (nove), Curtobacterium (sete), Enterobacter (sete),
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Serratia e Pantoea (cinco isolados cada), e Psychrobacter, Leuconostoc e
Arthrobacter (quatro isolados cada). Foram encontrados ainda dois isolados de
Exiguobacterium, Kocuria, Paenibacillus, Pseudoclavibacter e Rhodococcus, e um
isolado de Agrobacterium, Flavobacterium, Klebsiella, Leucobacter, Micrococcus,
Obesumbacterium e Rhizobium (Apéndice C). Todos esses géneros ja foram
observados como componentes da microbiota endofitica de diversas plantas,
incluindo o milho, bem como outros ambientes associados a plantas, como solo
rizosférico e superficie epifitica, ou ainda na condicéo de fitopatogeno (CHANWAY,
1998; SOBRAL, 2003; FERREIRA et al., 2008; THOMAS & SOLY, 2009; HARDOIM,
2011; SUN et a., 2013; PEREIRA & CASTRO, 2014; ABRAHAM et al.,, 2015;
SWARNALATHA et al., 2015).

Tabela 4: Grupos taxonbmicos encontrados entre o0s isolados identificados pelo
sequenciamento de regifes do gene rDNA16S.

Gram-positivas (94)

Filo (frequéncia) Actinobacteria (45) Firmicutes (49)
Folhas (21) Seiva (19) Raizes (5) Folha (21) Seiva (4) Raiz (24)
Microbacteriaceae (36) Bacillaceae (22)
Micrococcaceae (7) Enterococcaceae (1)
Familia Nocardiaceae (2) Leuconostocaceae (4)
(frequéncia) Paenibacillaceae (2)

Staphylococcaceae (12)
Streptococcaceae (8)

Gram-negativas (40)

Filo (frequéncia) Proteobacteria (39) Bacteroidetes (1)
Folhas (13) Seiva (5) Raizes (21) Raizes (1)
Alcaligenaceae (1) Flavobacteriaceae (1)

Enterobacteriacea (21)
Moraxellaceae (4)
Pseudomonadaceae (11)
Rhizobiaceae (2)

Familia
(frequéncia)

Porém, comparando-se diferentes trabalhos realizados com bactérias
endofiticas de milho em todo o mundo, juntamente com os dados de isolamento
deste trabalho, observa-se que existe uma grande variagdo entre a riqueza de
espécies encontradas (ZINNIEL et al., 2002; MONTARNEZ et al., 2009; OROLE &
ADEJUMO, 2011; PEREIRA & CASTRO (2014). Essa variagdo € esperada e
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justifica-se pelo fato de grande parte da microbiota endofitica das plantas ter origem
do ambiente, principalmente do solo, e ndo por transferéncia horizontal desde o
estagio de semente (JONSTHON-MONJE & RAIZADA, 2011), tal como reforcado
em estudo de Rashid e colaboradores (2012), que demonstraram que plantas de
tomate de mesma origem parental semeadas em solos oriundos de diferentes partes
do mundo apresentavam microbiotas bacterianas endofiticas distintas.

Dos 27 isolados de seiva identificados, 19 foram classificados como
Acinobacteria, dos quais 16 pertencem ao género Microbacterium. Este género €
frequentemente isolado de solos, agua, ar, fungos, plantas e humanos, tendo
importancia biotecnologica e na area de saude relatada quanto a producdo de
biossurfactantes, degradacdo de Oleos crus, degradacdo de xilana, promocdo de
crescimento vegetal, patogenicidade humana, dentre outros (LAFFINEUR et al.,
2003; KIM et al., 2005; SCHIPPERS et al., 2005; ANISZEWSKY et al., 2010; LIN et
al., 2012). Apenas dois Microbacterium foram isolados das raizes de milho, e nove
foram isolados das folhas.

Além de Microbacterium, a microbiota das folhas apresentou uma alta
frequéncia de bactérias gram-positivas dos géneros Staphylococcus (9 isolados),
Curtobacterium e Lactococcus (7 isolados cada). Nesta parte da planta, os géneros
Pantoea (4 isolados) e Psychrobacter (3 isolados) foram os principais representantes
gram-negativos. Os isolados de Staphylococcus foram identificados como S.
epidermidis e S. warneri, ambas espécies associadas a patogenias humanas
(NUNES et al., 2006). Os isolados de Pantoea foram identificados como P. ananatis,
espécie ja descrita como causadora de doencas em diversas culturas agricolas de di
e monocotileddneas, incluindo o milho, e P. vagans, uma bactéria comercialmente
registrada como agente de controle biolégico de uma doenca de macieiras e
pereiras causada pela bactéria Erwinia amylovora (COUTINHO & VENTER, 2009;
SMITS et al., 2010). Nenhum dos isolados de Curtobacterium sp. foi identificado no
nivel de espécie, mas sabe-se que pelo menos a espécie C. flaccumfaciens
apresenta potencial fitopatogénico (VALENTINI et al., 2010). Como um dos pré-
requisitos legislativos para que um micro-organismo possa ser utilizado como
bioinoculante em culturas agricolas é que este ndo apresente potencial patogénico a
plantas ou humanos, faz-se necessario que estes isolados sejam identificados no

nivel de espécie.
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Em raizes, os géneros predominantes foram os gram-positivos Bacillus (11
isolados) e Leuconostoc (4 isolados), e os gram-negativos Enterobacter (6 isolados),
Pseudomonas (7 isolados) e Serratia (5 isolados). Dois dos Leuconostoc foram
identificados como L. pseudomesenteroides, principal bactéria acido-lactica utilizada
na producdo de chucrute, embora também esteja relacionada a doencas
nosocomiais (BARRANGOU et al., 2002; BOU et al., 2008).

Do ponto de vista do potencial biotecnolégico de uso como promotor de
crescimento vegetal, a identificacdo no nivel de espécie também € necessaria aos
isolados de Enterobacter, pois muitas de suas espécies apresentam potencial
patogénico, o que poderia limitar sua aplicagdo como bioinoculantes de plantas
(KANG et al., 2012). Todos os cinco isolados de Serratia foram isolados das raizes,
dos quais trés foram identificados como S. marcescens, outra bactéria
frequentemente relacionada a doengas nosocomiais (HEJAZI & FALKINER, 1997) e
doencas fitopatogénicas (GILLIS et al., 2014; WANG et al., 2015).

5.3. Producéo de fatores de crescimento vegetal
5.3.1. Producdo de Acido 3-indol acético (AIA)

Os ensaios quantitativos para avaliacdo do potencial dos isolados de
produzirem moléculas auxinicas foram realizados em meio liquido suplementado do
aminoacido triptofano e expressos em pg AIA mL™ de meio. Observou-se que dos
178 isolados avaliados, 101 (56,7%) apresentaram essa capacidade com producao
variando entre 4,45 e 111,22 ug mL™* (Figuras 5 e 6; apéndice F.1).

A frequéncia de isolados positivos para a producdo de AIA em relacdo aos
isolados totais por parte da planta foi maior entre os isolados provenientes da seiva,
ndo diferindo entre os isolados de folhas e raizes (Teste do x° p = 0,05; Apéndice
D.6 e D.8). A frequéncia de isolados produtores de AIA também foi menor dentre o
isolados provenientes das plantas que receberam adubacéo fosfatada (Teste do ¥,
p = 0,05; Apéndice D.7).

Para avaliar se as variacdes nos padrdes (niveis) de producédo de AIA dos
isolados foram significativas entre os tratamentos de presenca e auséncia de
adubacao fosfatada e entre as partes da planta utilizadas para o isolamento das
bactérias (seiva, folhas e raizes), foram utilizados MLGs (Tabela 4). A andlise

indicou que as variagbes encontradas nos niveis de producdo de AIA se devem a
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interacdo entre o efeito das partes da planta e tratamento fosfatado (p = 0,0002),
sendo que as partes da planta apresentaram uma contribuicdo maior para este efeito
que o tratamento de adubacao fosfatada (p = 0,024) (Tabela 4). Os maiores niveis
de producéo de AIA foram observados nos isolados provenientes da seiva, seguidos
pelos isolados da folha e raiz (Figura 4). Por sua vez, a adubacao fosfatada teve um
efeito positivo no perfil de producdo de AIA, sendo que houve predominio de
isolados com maiores niveis de producdo deste horménio nas amostras que

receberam adubacéo fosfatada (T) (Figura 4).

Tabela 5: Resultados da aplicacdo de Modelos Lineares Generalizados com erros gama e
funcbes de ligacdo identidade para avaliar possiveis associacdes entre adubacéo fosfatada
e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) na variagdo das taxas de producdo de AIA
pelos isolados endofiticos.

Hipotese e Graus de Desvio G.L.do

modelo liberdade residual residuo  Desvio Pr(>Chi) AIC
Nulidade 296 30.3890 1074.5
Fosfato 1 0.4202 205  29.9690 0.0240

Parte 2 3.9927 293 25.9760 0.0000
Fosfato:Parte 2 1.4296 291 24.5470 0.0002

Dados originais normalizados por Box-Cox. Modelos de selecéo se encontram no apéncide B.
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Figura 4: Representacdes Box-plots das taxas de producédo de acido indol acético (AIA - ug
/mL) e suas repostas aos tratamentos de adubacdo fosfatada e partes da planta.
Tratamentos: T — adubacéo fosfatada; P — sem adubacéo fosfatada. Partes da planta: F —
folhas; R — raizes; S — seiva. Dados originais transformados por Box-Cox. As linhas grossas
representam as medianas, as caixas 0s erros-padrées e as linhas tracejadas os desvios-
padrdes.
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Figura 5: Valores de producéo de AlA pelos isolados endofiticos. Colunas azuis indicam os isolados do cluster 1, em vermelho os isolados do

2
3

cluster 2, em verde os isolados do cluster 3 e barras os desvios-padrées. Médias de trés repeticoes.
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Procedeu-se também o agrupamento dos isolados de acordo com seus
niveis de producdo de AIA (Figura 6; apéndice E.2). Os isolados foram
particionados em 3 clusters pela analise de K-means: cluster 1 (4,45 a 31,3 ug
AIA mL™), cluster 2 (65,13-111,22 ug AIA mL™) e cluster 3 (33,3 a 63,36 ug AlA
mL™). A distribuicido dos isolados de seiva nos trés clusters foi mais
homogénea quando comparado aos isolados das folhas e raizes. O numero de
isolados de folhas no cluster 2 dos melhores produtores de AIA foi baixo (3
isolados), e os isolados de raizes se concentraram principalmente no cluster 1
dos produtores de indices mais baixos. Os isolados do tratamento sem
adubacdo fosfatada também se concentraram no cluster 1 dos produtores de
AIA menos efetivos, embora a andlise dos diagramas de caixa sugere que esta
impressao esteja relacionada ao maior desvio-padrdo das taxas de producao
de AIA dos isolados provenientes do tratamento sem adubacdo fosfatada
(Figura 5).

Cluster -1 Cluster -2 Cluster -3
4,45 31,33 65,13 111,22 33,29 63,36
T P T P T P
18 38 = B 12 21
F 5 R F 5 R F 5
32 14 10 3 3 g 10 10 13

Figura 6: Representacdes esquematicas desenhadas a partir dos dados de
agrupamento pelo método de k-means. NUmeros superiores, em cor destacada,
indicam as faixas de produgao de AlA (ug /mL). Demais nimeros indicam a frequéncia
de isolados encontrados para cada tratamento e parte da planta, por cluster. Taxas de
producéo de AIA do cluster 1 < cluster 3 < cluster 2.

Em estudo realizado por Sobral (2003), com foco na caracterizacéo
qualitativa da capacidade de producdo de AIA de 373 bactérias endofiticas
isoladas de caules, folhas e raizes de soja, ndo foi observado efeito de
nenhuma das partes da planta sobre a frequéncia de isolados produtores de
AlA. Baseado na literatura cientifica € dificil compreender o significado
bioldgico do efeito positivo da seiva sobre a frequéncia de bactérias produtoras
de AIA e suas taxas de producdo. Mas, algumas consideracdes podem ser

feitas em relacéo ao efeito negativo do sitio raizes e auséncia de adubacéo no
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nivel de producdo de AIA pelos isolados bacterianos. Sabe-se que uma das
respostas das plantas a uma condicdo de maior escassez de fésforo € o
estimulo da producdo de raizes, de modo a permiti-las explorar melhor o
ambiente em que estdo crescendo (VANCE et al., 2011). Contudo, uma das
maneiras de se inibir o elongamento das raizes € justamente pela exposicao
deste 6rgdo a elevadas dosagens de AIA (EVANS et al., 1994). Assim, talvez
uma das maneiras utilizadas pelas plantas na modulacdo de sua microbiota
nas diferentes partes das plantas esteja relacionada a habilidade desta de
produzir moléculas do tipo AIA. Estudos adicionais sd0 necessarios para
comprovar a veracidade desta teoria. Porém, no contexto biotecnoldgico, o fato
dos isolados provenientes das plantas do tratamento nao fosfatado e os das
raizes terem uma menor média de producédo de AIA pode ser considerado um
fator positivo, visando uma futura aplicacdo agricola destes isolados, ja que
uma maior producdo de raizes pelas plantas implica em maior capacidade
destas de assimilar os nutrientes e agua do solo, acarrentando em maiores

indices de crescimento e produtividade.

Dentre os 101 isolados positivos identificados para a producédo de AlA
foram observados 16 géneros (32 espécies), sendo os mais frequentes
Microbacterium (19 isolados), Pseudomonas (10 isolados), Bacillus (8),
Enterobacter (6), e Curtobacterium, Serratia e Pantoea, com 5 isolados cada.
Estes géneros ja foram descritos na literatura como produtores de AlA e para
alguns deles, como Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas e Pantoea, dentre
outros menos frequentes, a capacidade de promover crescimento vegetal pode
ser comprovadamente atribuida a producdo de auxinas (SPAEPEN et al., 2008;
JOHNSTON-MOJE & RAIZADA, 2011; MONTANEZ et al., 2012; NAVEED et
al., 2014; SUAREZ et al., 2014).

Variacbes intragenéricas de producdo de AIA foram observadas em
todos os géneros neste trabalho (Apéndice F.1), ficando, por exemplo, entre
5,5 e 102,6 ug mL™ para os isolados de Bacillus, 10,7 e 76,9 yg mL™ para os
isolados de Microbacterium e 7,3 e 111,2 pug mL™* para os isolados de
Pseudomonas. Este padrao de variagdes intragenéricas na producéo de AlA ja
foi relatado em outros estudos (MONTANEZ et al., 2012; RESENDE, 2014), tal

como encontrado por Rashid e colaboradores (2014) que apresentaram indices



49

de producdo entre 22 e 76,1 ug de AIA mL" para Bacillus, 96 e 143,3 ug de
mL™ para Microbacterium e 34 e 39,9 ug de AIA mL* para Pseudomonas.
Neste trabalho, com excecdo de dois dos cinco isolados de Bacillus, todos os

demais conferiram aumentos no elongamento de raizes de mudas de canola.

Doze isolados se destacaram na producéo de AIA (Figura 4), sendo dois
do género Pseudomonas (isolados ST3-24 e RT1C-219), um Bacillus gibsonii
(FP1A-26), uma Agrobacterium tumefaciens (ST2-19), um Microbacterium
laevaniformans (SP3-12), um Curtobacterium (FP1B-12), um Rhizobium
(RP3B-211) e outros cinco isolados nao identificados (ST2-12, ST2-113, ST3-
116, FP1A-13 e RP1A-32), mostrando que esta caracteristica esta associada a
um grande numero de géneros bacterianos. De fato, 16 diferentes géneros
foram encontrados entre os isolados positivos para a producéo de AlA, e todos
estes merecem atencdo em relacdo ao potencial de promover crescimento
vegetal, jA que diversos trabalhos tém demonstrado que mesmo micro-
organismos com baixas taxas de producdo desse horménio podem ser bons
promotores de crescimento vegetal quando analisados in vivo (NASSAR et al.,
2005; FARIA et al., 2013; NAVEED et al., 2014b). Em trabalho com bactérias
diazotréficas endofiticas de milho e seu potencial como promotoras de
crescimento vegetal, Montafiez e colaboradores (2012) relataram que néo foi
observada relacdo direta entre o nivel de producao de AlA de seus isolados e a
capacidade destes de promover crescimento de plantas de milho inoculadas,
além de respostas distintas terem sido observadas quando os isolados foram
testados em variedades diferentes de milho. No estudo, um isolado de P.
fluorescens, que produziu 56,4 pg de AIA mL™?, foi o Unico dentre os testados
capaz de estimular o alongamento radicular de sementes de milho inoculadas.
Por outro lado, quando este e outro isolado de P. fluorescens com indices
ainda maiores de produgdo de AIA (130,7 ug AIA mL™) foram inoculados em
duas variedades de milho, cada uma das bactérias foi capaz de estimular a
producdo de biomassa aérea de apenas uma das variedades de milho
testadas. Esta resposta diferenciada da planta aos inoculantes pode ser
explicada pela producéo de outros fatores promotores de crescimento além da
producdo de AIA, bem como pela capacidade do micro-organismo de melhor

modular o ambiente fisiolégico interno da planta para o seu proprio
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desenvolvimento. Naveed e colaboradores (2014a) observaram que o isolado
Enterobacter sp. FD17, caracterizado por apresentar baixos niveis de producao
de AIA em meio suplementado com L-triptofano (12,3 pg AIA mL™,
apresentou os melhores indices de solubilizacéo de fosfatos dentre os isolados
testados, o que parece ter refletido nos aumentos de até 40% na taxa de
germinacao de sementes de milho, 42% na producdo de biomassa, 9% na
eficiéncia fotossintética e ainda antecipar o periodo de florescimento em até 10

dias.

5.3.2. Capacidade de solubilizar fosfato inorganico
A capacidade dos isolados de solubilizar fosfatos inorganicos foi

inicialmente analisada em meio solido, onde os isolados positivos identificados
pela presenca de halos translicidos de solubilizacdo em torno das col6nias
foram avaliados quantitativamente quanto a capacidade de solubilizarem

fosfato de céalcio em meio liquido.

Dos 178 isolados avaliados, 55 (30,9%) foram selecionados em meio
sélido e tiveram sua capacidade de solubilizar fosfato de calcio quantificada em
meio liquido. Os indices de solubilizacdo do fosfato de calcio variaram entre
10,28 e 526,88 ug P; mL™?, tendo sido agrupado em trés clusters (Apéndice
E.3): cluster 1 — isolados que apresentaram 0S menores indices de
solubilizagdo de fosfato inorganico, entre 10,3 e 194,7 ug P; mL™; cluster 2 —
isolados que apresentaram os maiores indices de solubilizacédo, entre 393,1 e
526,9 ug Pi mL™*; e cluster 3 — isolados com indices intermediarios de
solubilizagdo, entre 197,9 e 363,6 pug P; mL™" (Figura 7). Estes valores s&o
equivalentes ou superiores a indices relatados para bactérias solubilizadoras
de fosfato na literatura. No trabalho realizado por Bakhshandeh e
colaboradores (2014), o potencial de solubilizacdo de fosfato de 52
rizobactérias isoladas de arroz sob diferentes condi¢cbes de estresse foi
avaliado em condigcbes proximas a do presente trabalho (meio liquido
Pikovskaya, 100 rpm, e 28°C por cinco dias). Os maiores indices de
solubilizagéio de fosfato de célcio encontrados foram de 263 ug mL™, inferiores

aos observados para alguns dos isolados do cluster 3 e isolados do Cluster 2.
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Em outro trabalho, com rizobactérias isoladas de araucéaria (Araucaria
angustifolia), Ribeiro (2010) relatou que os valores de solubilizacdo de fosfato
de calcio de 27 de seus isolados variou entre 57 e cerca de 450 ug Pi mL™ de

meio NBRIP, ou seja, indices proximos ao deste trabalho.
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Figura 7: Valores de solubilizacdo de fosfato e pH no meio NBRIP conferidos pelos
isolados endofiticos. Colunas azuis indicam os isolados do cluster 1, em vermelho os
isolados do cluster 3, em verde os isolados do cluster 2, barras os desvios-padrdes e
0s pontos azuis indicam os valores de pH. Médias de trés repetigdes.

Analisando-se os isolados separadamente em relacdo a sua origem de
isolamento, observou-se que ndo houve alteracdo na frequéncia dos isolados
solubilizadores em relacdo aos isolados totais para cada parte do milho
avaliada (teste do X?, p > 0,05 — Apéndice D.4), sendo que 32 foram obtidos
das raizes de milho, 17 foram isolados das folhas e seis foram isolados da
seiva do milho. Em consonancia com esses dados, Sobral (2003) também
relatou que a frequéncia de isolados endofiticos de soja (Glycine max)
solubilizadores de fosfato era estatisticamente idéntica a dos isolados totais de

folhas, caules e raizes obtidos.

O tratamento de adubacdo fosfatada também ndo apresentou efeito
sobre a frequéncia dos isolados solubilizadores de fosfato (Teste do x° p >

0,05, apéndices D.5 e 6), sendo que dos 55 isolados positivos para este
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ensaio, 25 foram isolados das plantas do tratamento fosfatado e 30 do
tratamento ndo fosfatado. A andlise dos MLGs (tabela 6, apéndice B), no
entanto, indicou que tanto o tratamento de adubacdo fosfatada quanto as
partes da planta (seiva, folhas e raizes) apresentaram efeito significativo sobre
os niveis de solubilizacdo de fosfato (p = 6,81 x 10° e p = 1,44 x 10™,
respectivamente), sendo que a interacao entre os dois preditores foi 0 modelo
qgue melhor explicou as variacdes observadas (p = 0,03). Tanto a adubacéo
fosfatada quanto o sitio raiz exerceram um efeito negativo sobre as taxas de
solubilizacédo de fosfato inorganico dos isolados, tal como pode ser visualizado
pelos diagramas de caixa (Figura 9), assim como pelos agrupamentos de k-

means (Figura 8).

Tabela 6: Resultados da aplicacdo de Modelos Lineares Generalizados (GL) com
erros gama e funcdes de ligacdo identidade para avaliar possiveis associagdes entre
adubacéo fosfatada e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) sobre as variagées
das taxas de solubilizagcéo de fosfato de célcio pelos isolados endofiticos.

Hipoteses e Graus de  Desvio G.L.do Pr

modelo liberdade  residual residuo Desvio (>Chi) AIC
Nulidade 158 14,340 1074,1
Fosfato 1 1267 157 13,072 6,81E-06

Parte 2 3,125 155 9,947 1,44E-11
Fosfato:Parte 2 0,411 153 9,536 0,037

Dados originais normalizados por Box-Cox. Modelos de selecéo se encontram no apéncide B.

Cluster -1 Cluster -2 Cluster -3
10,3 194,7 3931 526,9 197,9 363,6
T P T P T P
11 7 4 g g 15
R F 5 R F 5 R F 5
14 3 1 5 ] 2 13 ] 3

Figura 8: Representacoes esquematicas desenhadas a partir dos dados de
agrupamento pelo método de k-means. NUmeros superiores, em cor destacada,
indicam as faixas de solubilizacdo de fosfato de célcio (ug mL™). Demais nimeros
indicam a frequéncia de isolados encontrados para cada tratamento e parte da planta,
por cluster. Taxas de producéo de AIA do cluster 1 < cluster 3 < cluster 2.
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Figura 9: Comportamento da variavel solubilizacéo de fosfato inorganico normalizada
via transformagéo Box-Cox por A) Tratamentos de adubacéo fosfatada (T — adubagéo
fosfatada; P — sem adubacéo fosfatada) e B) Partes da planta (F — folhas; R — raizes;
S - seiva). A mediana (linha grossa), o erro padréo (caixa cinza) e o desvio padrao
(linhas tracejadas) estédo representados.

O efeito da adubacdo fosfatada sobre a capacidade de bactérias
solubilizadoras de fosfato promoverem crescimento vegetal de suas
hospedeiras tem sido avaliado em alguns poucos trabalhos, tal como no estudo
in vivo de Laheurte e Berthelin (1988), cujos resultados embasam o efeito
negativo da adubacao fosfatada sobre a atividade solubilizadora de fosfato dos
isolados deste trabalho. Os autores relataram que a capacidade de promover o
crescimento da parte aérea de mudas de milho pela rizobactéria Enterobacter
agglomerans sob diferentes concentracbes de fésforo soltvel (entre 0 e 25
ppm) sé era significativa entre 5 e 15 ppm de fosforo, assim como a 5 ppm para
a producao de raizes (gramas de massa seca). Os autores concluiram que sob
condicbes de alta disponibilidade fésforo (20, 25 ppm), o crescimento das
plantulas pareceu atingir sua maxima eficiéncia, ndo sofrendo mais efeitos da
atividade da bactéria solubilizadora. Igualmente, pode-se concluir que sob
condicdes de maior disponibilidade de fésforo, o estimulo metabdlico e pressao
seletiva para apresentar atividade solubilizadora pela propria bactéria também

€ menor.

A literatura consultada ndo nos da muitas pistas em relacdo aos
possiveis efeitos das partes da planta sobre a atividade solubilizadora de
fosfato dos isolados. Lira-Cadete e colaboradores (2012) analisaram em meio
sélido o potencial solubilizador de 42 bactérias diazotréficas endofiticas de
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folhas e raizes de cana-de-agucar (Saccharum spp.), agrupando seus isolados
em trés clusters de acordo com sua eficacia em solubilizar fosfato de calcio
(medida dos halos de solubilizagdo). Assim como neste trabalho, os autores
também relataram uma maior frequéncia de isolados de raizes entre os clusters
de menores indices de solubilizacdo. Especificamente, nenhum dos isolados de
raizes foi agrupado no cluster dos melhores solubilizadores de fosfato. Taurian
e colaboradores (2010), por outro lado, observaram que, de maneira geral,
bactérias endofiticas solubilizadoras de fosfato das raizes de amendoins
(Arachis hypogaea) apresentaram halos de solubilizacdo de fosfato tricalcico
maiores que as bactérias isoladas das folhas. Possivelmente, outros fatores
interferentes podem estar relacionados ao efeito distinto observado pelas
partes da planta neste ultimo trabalho, como o fato deste se dar com microbiota
de uma dicotiledénea fixadora de nitrogénio, ao passo que tanto o milho quanto

a cana-de-acucar sdo membros da familia Poaceae.

Dos 55 isolados solubilizadores de fosfato deste trabalho, 22 foram
identificados no nivel de espécie, 13 no nivel de género e dois no nivel de
familia. Serratia marcescens foi a Unica espécie recorrente, com trés isolados,
todos do grupo dos 13 melhores solubilizadores de fosfato de calcio
(agrupamento de k-means — apéndice E.3). Outro género bem representado foi
o Bacillus, com seis isolados, e embora cinco destes tenham apresentado
baixos indices de solubilizacdo (incluidos no cluster 1 — apéndice E.3), um
deles, B. gibsonii FP1A-26, foi um dos cinco melhores solubilizadores de
fosfato (teste de Scott-Knott, p < 0,05), juntamente com Microbacterium
testaceum SP2-21, o0 Unico representante solubilizador do género. Outros
géneros recorrentes foram Pantoea e Enterobacter (quatro isolados cada),
Pseudomonas (trés isolados), e Curtobacterium e Staphylococcus (dois
isolados cada), todos frequentemente citados em trabalhos de prospeccao de
bactérias solubilizadoras de fosfato (INUI, 2009; JOHNSTON-MOJE &
RAIZADA, 2011; BHATTACHARYYA & JHA, 2012; SOWMYA et al., 2013;
NAVEED et al, 2014; BAKHSHANDEH et al., 2014). No trabalho de
Bakhshandeh e colaboradores (2014), citado no inicio deste capitulo, das 55
bactérias solubilizadoras de fosfato descritas procedeu-se a identificacao

molecular das trés melhores, as quais foram identificadas como Pantoea
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ananatis (172 ug Pi mL™) e Enterobacter sp. (254 pg Pi mL™?), além de uma

Rahnella aquatilis (263 pg Pi mL™), género ndo encontrado neste trabalho.

Sabe-se que a capacidade dos micro-organismos de solubilizarem
fosfatos inorganicos esta relacionada principalmente a sua habilidade de
diminuir os valores de pH do meio, tanto por extrusdo direta de ions H" como
pela capacidade de produzir &cidos organicos, sendo sua eficacia atribuida aos
diferentes tipos e combinacdes de &cidos que sdo produzidos e liberados,
dentre os quais se destacam os acidos citrico, glucdnico, propibnico, lactico e
succinico (CHEN et al., 2006). Para verificar se a reducdo do pH poderia ter
contribuido para a solubilizacéo de fosfato de calcio pelas bactérias em estudo,
procedeu-se a afericdo do pH do meio NBRIP ao fim do periodo de incubacao
das bactérias. Os valores de pH dos meios de cultura liquidos variaram entre
6,23 e 3,78. Foi observada uma correlacdo inversa entre o0s niveis de
solubilizacéo de fosfato de célcio e os valores de pH (rs = -0,56; p = 4,75 x 10°
%) (Figura 10).
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Figura 10: Comportamento das variaveis taxas de fosfato solubilizado (ug P; /mL)
e pH (vermelho) via correlacdo de Spearman. Valores discrepantes sao
destacados.

Os isolados também foram agrupados pelo método de k-means em
quatro clusters em relagdo aos fatores solubilizacdo de fosfato inorgénico e
reducdo de pH do meio (Figura 11). E possivel observar que os isolados dos
clusters 1 e 2, de fato, apresentaram reduzidas taxas de solubilizacdo de
fosfato inorganico. Por exemplo, Bacillus sp. RT3C-21, que apresentou o
menor indice de solubilizacéo de fosfato dentre os isolados positivos (10,28 ug

Pi /mL), também teve constatado o segundo maior valor de pH no meio de
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cultura ao término deste ensaio (pH 5,71), enquanto B. gibsonii FP1A-26, que
apresentou uma das maiores reduc¢des no pH do meio NBRIP (de 6,5 para 4,2),
também apresentou um dos maiores indices de solubilizagdo de fosfato
(503,49 pg P mL).
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Figura 11: Relacao entre os indices de solubilizacéo de fosfato (ug P; /mL) e pH das
culturas dos isolados endofiticos. As cores dos pontos indicam clusters k-means dos
isolados agrupados de acordo com as duas variaveis (Apéndice E.6). Cluster 1
(vermelho) — 10 a 49,3 ug P; /mL; cluster 2 (verde claro) — 85,7 a 224,4 ug P; /mL;
cluster 3 (verde escuro) — 225,2 a 349,4 ug P; /mL; cluster 4 (azul) — 358,8 a 550,7 ug

P; /mL.

Este padrdo ja foi descrito na literatura por outros autores. Kim e
colaboradoras (1997) observaram que a gradual solubilizacdo de hidroxiapatita
(um fosfato de calcio cristalino) ao longo do tempo pela bactéria Rahnella
aguatilis era acompanhada de um decréscimo de pH do meio inversamente
proporcional a liberacdo de P;. A mesma correlacdo também foi observada por
Bakhshandeh e colaboradores (2014) com dois isolados de Pantoea ananatis e
Enterobacter sp., crescidas em meio Pikovskaya com fosfato de calcio como

Unica fonte de fosforo.

O gréafico da figura 11 também sugere que a capacidade de reduzir o pH
do ambiente é limitada a partir de certo ponto, ndo variando muito entre os
cluster 4 e 3, e mesmo em relagcéo ao cluster 2. Provavelmente outros fatores,
como a combinacdo de &cidos orgéanicos liberados pelos isolados, possam

afetar a eficacia dos isolados em solubilizar fosfato (CHEN et al., 2006).
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5.3.3. Mineralizacéo de fitato
Em média, 50% do teor de fdosforo dos solos estd complexado a

composto organicos, principalmente na forma de inositéis fosfatos (fitatos), que
sdo moléculas bioindisponiveis para assimilacdo pelas plantas
(RAGHOTHAMA, 1999; OLIVEIRA et al, 2009). A atividade de enzimas fitases
representa a principal forma de liberacdo dessa fonte de fésforo, em um
processo denominado mineralizacéo do fitato, produzindo ortofosfatos (HPO,4?
e H,PO,%) que podem ser assimilados pelas plantas. Sabe-se que a maior
parte das enzimas fosfatases encontradas nos solos, incluindo as fitases, tem

origem microbiana (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).

Dessa forma, no presente trabalho foi analisado, qualitativamente, o
potencial dos isolados endofiticos de milho de mineralizarem fitato de sddio em
meio sélido suplementado com essa substancia como Unica fonte de fésforo.
Os resultados positivos foram evidenciados pela formacdo de um halo

translicido em torno das coldnias (figura 12).

Figura 12: Isolados mineralizadores de fitato evidenciados pela formacgéo de um halo
translicido em torno das col6nias.

No total, 74 isolados (41,6%) mineralizadores de fosfato foram
encontrados nesse ensaio, sendo sete isolados provenientes da seiva de milho,
15 provenientes de folhas e 52 das raizes (Apéndice F.4). Houve uma maior
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proporcao de isolados mineralizadores de fitato das raizes que das folhas e
seiva de milho (teste do X% p < 0,01; apéndice D.14 e 16). Isto pode ser
considerada uma caracteristica relevante para o desenvolvimento da planta
hospedeira. Estudos prévios mostram que a capacidade de micro-organismos
endofiticos de disponibilizarem fosfato e promoverem o crescimento de plantas
esta atrelado ao inicio do processo de colonizacdo (RODRIGUEZ & FRAGA,
1999; VERMA et al., 2001), j& que a fonte de fosfato deve ser absorvido pelas
raizes das plantas, que por sua vez é a principal fonte de colonizacao
endofitica (HARDOIM, 2011).

Os tratamentos de adubacéao fosfatada e ndo fosfatada, por sua vez, ndo
apresentaram efeito sobre a densidade de bactérias mineralizadoras de fitato,
tendo sido observados 38 isolados do tratamento fosfatado e 36 do néo
fosfatado (teste do X, p > 0,05; apéndice D.15).

O numero de isolados mineralizadores de fosfato foi maior que o de
isolados solubilizadores de fosfato de calcio, o que nao implica, porém, que
todos esses mesmos isolados possam apresentar atividade relevante em
ensaios quantitativos em meio liquido. Sabe-se que a autoclavagem do meio
de cultura pode acabar hidrolisando uma parte do fitato de sodio, liberando
certa quantidade de fosfato inorganico que pode reagir com o0s ions de calcio
presentes no meio. Assim, o crescimento e formacgao dos halos translicidos no
meio opaco pode se dar simplesmente pela utilizacdo de fosfato de calcio
precipitado, e ndo pela degradacdo enziméatica do fitato de sodio
(FREDRIKSON et al., 2002). Apenas oito dos 55 isolados solubilizadores de
fosfato inorganico ndo foram capazes de mineralizar fitato, enquanto o oposto

se deu para 28 isolados mineralizadores de fitato.

Quanto a identificagdo dos isolados mineralizadores de fitato
encontrados, 44 isolados puderam ser agrupados em 16 géneros, dos quais 0s
mais frequentes foram Bacillus (8 isolados), Pseudomonas (7), Pantoea,
Serratia e Enterobacter (5 isolados cada), Arthrobacter (3), Leuconostoc e
Paenibacillus (2 isolados cada) (Figura 13). Para todos esses géneros foram
encontrados relatos de atividade mineralizadora de fitato (SHEDOVA et al.,
2008; WEYENS et al, 2009; OH et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; RIBEIRO,
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2010), inclusive com habilidade promotora de crescimento vegetal atribuida a
essa capacidade. Idriss e colaboradores (2002) observaram que filtrados do
sobrenadante da bactéria mineralizadora de fitato Bacillus amyloliquefaciens
FZB45 eram capazes de promover o crescimento radicular de plantulas de
milho em condi¢des com fitato como unica fonte de fosforo. Os autores também
demonstraram que o sobrenadante de culturas de Bacillus subtilis expressando
0 gene clonado da fitase de FZB45 também era capaz de estimular o
crescimento de plantulas de milho, e 0 mesmo ndo era observado com o
sobrenadante de FZB45 com o gene da fitase nocauteado, indicando que de
fato, a promogéo do crescimento nas plantulas de milho estava se dando
devido a atividade das enzimas fitases produzidas pelo B. amyloliquefaciens
FZBA45.

B8

Bacillus aryabhattai
Bacillus gibsonii
Bacillus sp.
Bacillus subtilis

B Exiguobacterium acetylicum

B Flavobacterium acidificum

B Klebsiella variicola

B Lactococeus lactis

B Microbacterium laevaniformans
B Obesumbacterium proteus

B Rhizobium pusense

B Rhodococcous sp.

B Staphylococcus epidermidis

B Leuconostoc holzapfelii

M Leuconostoc pseudomesenteroides
B Paenibacillus barcinonensis

M Paenibacillus tundrae

M Entercbacteriaceae

Arthrabacter boritolerans
— Arthrobacter chlorophenolicus
Arthrobacter ureafaciens

Figura 13: Frequéncia de géneros encontrados dos isolados endofiticos
mineralizadores de fitato de sodio. Espécies encontradas também sé&o indicadas.

5.3.4. Producéao de sideroforos
Além de fosforo, outro elemento frequentemente limitante ao

crescimento das plantas € o ferro, pois em geral este se encontra em formas
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bastante insolluveis na solucdo do solo (NEILANDS, 1984). Um dos principais
mecanismos das plantas de sequestrar o ferro bioindisponivel do solo é pela
producdo de sideroforos, moléculas com afinidade por esses ions metalicos.
Sabe-se que a producdo de sideréforos pela microbiota associada as plantas
pode otimizar a captacdo de ferro pelas mesmas, além de poder suprimir o
desenvolvimento de micro-organismos fitopatogénicos (CAO et al., 2004;
RADZKI et al., 2013).

Neste trabalho, o potencial de producéo de sideréforos foi avaliado para
os isolados de seiva e folhas de milho em meio KB pobre em Fe, e a
quantificacdo da atividade foi estimada em unidades milimolares equivalentes
de EDTA (Eq. EDTA), um composto organico, utilizado na construgéo da curva
padrdo, que apresenta atividade quelante com diversos ions metélicos,
incluindo ions Fe (Il) e (lll). Foi observado que 41 (42,7% do total de isolados
de folhas e seiva) bactérias endofiticas apresentaram producéo de sideroforos,
tendo sido 27 isoladas das folhas e 14 isoladas da seiva de milho, com
producdo variando entre 0,40 e 7,45 Eq. EDTA (Apéndice F.4). Os isolados
foram agrupados em trés clusters (método de k-means) quanto a producéo de
sideroforos, e do total, oito se destacaram, apresentando indices de producao
entre 4,76 e 7,45 Eq. EDTA (Figuras 14 e 15).

Os dados de frequéncia de isolamento de bactérias endofiticas
produtoras de sideréforos na literatura sao variados. Jonshton-Monje e Raizada
(2011) analisaram o potencial de 91 bactérias endofiticas de sementes de
milho de produzirem fatores de crescimento vegetal, e constataram que apenas
cinco de seus isolados apresentaram producdo de siderdforos, incluindo trés
bactérias dos géneros Pantoea e Pseudomonas, também encontrados neste
trabalho. Por outro lado, também trabalhando com bactérias endofiticas de
milho, Pereira e Castro (2014) relataram gue todas as 39 bactérias endofiticas
isoladas de milho apresentaram producdo de sideréforos em meio solido.
Diversos fatores além da disponibilidade de ferro no ambiente podem afetar a
producdo dessas moléculas. No trabalho de Castro e Pereira (2014), por
exemplo, a producdo de sideréforos provavelmente foi estimulada pela

presenca de metais pesados na érea de cultivo das plantas.
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Figura 14: Valores de producéo de sider6fors em meio KB pelos isolados endofiticos.
Colunas azuis indicam os isolados do cluster 1, em vermelho os isolados do cluster 2,
em verde os isolados do cluster 3, barras os desvios-padrées e 0s pontos azuis
indicam os valores de pH. Médias de trés repeticdes.
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Figura 15: Representacdes esquematicas desenhadas a partir dos dados de
clustering pelo método de k-means. Numeros superiores, em cor destacada, indicam
as faixas de producdo de sideréforos (Eq. EDTA). Demais numeros indicam a
frequéncia de isolados encontrados para cada tratamento e parte da planta, por
cluster. Taxas de producéo do cluster 1 < cluster 3 < cluster 2.

N&o foi observada diferenca sobre a frequéncia de isolados produtores
de sideréforos entre as partes da planta (Teste do x2, p > 0,05; apéndice D.17),
porém este fator afetou suas taxas de producdo (MLG, p = 0,04 — Tabela 6),
gue foram maiores para os isolados provenientes de folhas que os de seiva,
como pode ser visualizado nos diagramas de caixa e representacdes dos

agrupamentos de k-means dos isolados (Figuras 15 e 16). Ja os tratamentos
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de adubacéo fosfatada apresentaram efeito (Teste do X%, p < 0,05 — apéndice
D.21 e 22; MLGs, p = 0,034 — Tabela 6) negativo tanto sobre a frequéncia de
isolados produtores quanto sobre as taxas de producéo de sideréforos (Figura
15 e 16).

Tabela 7: Resultados da aplicacdo de Modelos Lineares Generalizados (MLG) com
erros gama e funcdes de ligacdo identidade para avaliar possiveis associacdes entre
adubacéo fosfatada e partes da planta de milho (folha, raiz e seiva) na variacao das
taxas de producéo de sideréforos pelos isolados endofiticos.

Hipotese e Graus de Desvio G.L.do

modelo liberdade residual residuo  Desvio Pr(>Chi) AIC
Nulidade 122 0.01 308,71
Adubacéo

fosfatada 1 0.001 121 0.008 0.000

Parte da planta 2 0.0003 120 0.008 0.034

Dados originais normalizados por Box-Cox. Modelos de selecdo se encontram no apéncide B.
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Figura 16: Representagfes Box-plots das taxas de producgéo de sideréforos (u. EDTA)
e suas repostas aos tratamentos de adubacdo fosfatada e partes da planta. A)
Tratamentos: T — adubacéo fosfatada; P — sem adubacéo fosfatada. B) Partes da
planta: F — folhas; R — raizes; S — seiva. Dados originais transformados por Box-Cox.
As linhas grossas representam as medianas, as caixas 0s erros-padrées e as linhas
tracejadas os desvios-padrdes.

Como o xilema, considerado o principal reservatério de bactérias
endofiticas do sistema vascular das plantas (HARDOIM et al., 2008), &
responsavel pelo transporte de agua e sais minerais absorvidos do solo,
incluindo ions férricos (BOLLARD et al.,, 1960), pode-se considerar que o0

ganho adaptativo da producdo de sider6foros nesse ambiente seja minimo,
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principalmente por estes ions serem transportados na forma soluvel nesse
sistema. Nas folhas, por outro lado, onde a disponibilidade de ferro tende a ser
menor, a producdo de sideroforos poderia apresentar uma vantagem em
relacdo a competicdo por este elemento com outros micro-organismos

endofitos, incluindo fitopatogenos (CAO et al., 2004).

Em relacdo aos tratamentos de adubacdo fosfatada, porém, nao foi
possivel elucidar os possiveis fatores que explicassem o efeito positivo da
auséncia de adubacao fosfatada sobre as taxas de producdo de sideréforos.
Talvez uma das explicacdes esteja relacionada ao fato de que o fosfato de
ferro seja a principal fonte de fésforo das areas utilizadas para o cultivo do
milho neste trabalho, de modo que a producéo de sideréforos também auxiliaria
a captacao de fosforo pelas bactérias endofiticas do tratamento nao fosfatado.
Andlises das fontes de fosfato destes solos seriam necessarias para confirmar

esta inferéncia.

A metodologia adaptada de Schwyn e Neilands (1987) para deteccao de
sideroforos utilizada neste trabalho baseia-se na capacidade dessas moléculas
removerem o ferro do complexo ternario Cromo azurol S:Fe3":HDTMA,
alterando sua colorac&o de azul para laranja, de modo que essa atividade pode
ser aferida espectrofotometricamente. Estudos devem ser realizados para
confirmar se a atividade solubilizadora de fosfato dos dez isolados que também
apresentaram resultados positivos para a producdo de sideroforos se deu
devido a producdo de acidos organicos e se estes apresentam atividade

guelante detectavel no ensaio de Schwyn e Neilands.

Foram encontrados 15 géneros de bactérias endofiticas produtoras de
sideréforos, dos quais os mais frequentes foram Microbacterium, com 12
isolados, sendo que quatro foram agrupados entre os oito melhores produtores,
e Curtobacterium, com quatro isolados, cujo isolado FP3C-32 apresentou o
maior indice de producdo dentre os isolados positivos (Figura 14; apéndice
F.4). Isolados produtores de sideroforos destes dois géneros também foram
encontrados por Pereira e Castro (2014) dentre 39 isolados endofiticos de
milho. Outros isolados que apresentaram elevados indices de producao foram

Obesumbacterium proteus FP1A-16 e os isolados n&o identificados FP2A-32 e
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FP2B-13 (Figura 14). Em trabalho de Czajkowski e colaboradores (2012), 13
isolados de Obesumbacterium proteus e Pseudomonas putida, outra espécie
encontrada neste trabalho, apresentaram a capacidade de inibir em até 50% a
“podridao da batata” causada pela bactéria Dickey sp. devido a producédo de

sideroforos.

O terceiro género mais recorrente dentre os isolados produtores de
sideréforos foi o Lactococcus, com trés isolados, todos identificados como L.
lactis. Do nosso conhecimento, € a primeira vez que a producéo de sideroforos
€ encontrada nesta espécie. Ha trabalhos na literatura indicando que linhagens
isoladas de produtos lacteos fermentados, dos quais esta bactéria
frequentemente é utilizada como cultura starter, ndo apresentam sequer
necessidades nutricionais de Fe (PANDEY et al., 1994). Porém, Siezen e
colaboradores (2008), ao analisarem o genoma de dois L. lactis isolados de
plantas encontraram diversos genes ndo homodlogos aos encontrados em
genomas de L. lactis de origem lactea, incluindo fases de leitura aberta (ORFs)
relacionadas a biossintese de sideroforos e um cluster de genes codificadores
de um transportador de complexos Fe-sideroforos. E sabido que durante a
evolucao das linhagens de L. lactis de origem de produtos lacteos a partir das
linhagens selvagens de origem de material vegetal houve a perda ou regulacéo
negativa de diversos genes que nao apresentavam beneficios neste novo
ambiente (BACHMANN et al., 2012).

5.3.5. Atividade antagonista
Os 178 isolados deste trabalho foram avaliados quanto a capacidade de

antagonizar dois fungos fitopatogénicos e duas bacterias. Os fungos
selecionados para este trabalho pertencem as espécies Colletotrichum
graminicola 03.10M e Fusarium verticillioides 193, causadores de doencas de
grande impacto popularmente conhecidas como “podridées do milho” (DA
COSTA et al., 2010; JUNIOR et al.,, 2013). As doencas bacterianas, embora
bem menos importantes na cultura do milho que as causadas por fungos,
podem causar grandes prejuizos na producdo agricola dependendo das

condi¢cdes ambientais de cultivo, como de maior umidade. Elas tém sido cada
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vez mais recorrentes devido, por exemplo, a técnicas modernas de cultivo
como o plantio direto (SAUER et al., 2010). As bactérias selecionadas para
este trabalho foram Pantoea ananatis 2103, bactéria gram-negativa causadora
da doenga “mancha branca” do milho (SAUER et al., 2010), e a gram-positiva
Bacillus subtillis DSM 3258. Embora a cultura do milho ndo apresente histérico
relevante de doencas causadas por bactérias gram-positivas, B. subtillis foi
selecionada para este trabalho como modelo para analise do espectro de agéo

da atividade antibacteriana dos isolados endofiticos.

Ao todo, 26 isolados (14,6% do total de isolados) apresentaram algum
nivel de atividade antagonista contra pelo menos um dos micro-organismos
testes confrontados. Desse total, 15 isolados apresentaram atividade
antibacteriana e 20 apresentaram atividade antifungica (Figuras 17 e 18; tabela
7). Os tratamentos (adubacéo fosfatada) e origem de isolamento (seiva, folhas
e raizes) nao apresentaram efeito sobre a frequéncia de isolados com atividade

antagonista (teste do x?, p > 0,05 — Apéndice D.9 a 13).

Figura 17: A) Halo de inibicdo do isolado FP1A-13 contra a bactéria teste Bacillus
subtillis. B) Halo de inibicdo do isolado Staphylococcus warneri FT3C-14 contra o
fungo fitopatogénico Colletotrichum graminicola.

O espectro de atividade variou entre os isolados em estudo. Dos 15
isolados com atividade antibacteriana, oito apresentaram atividade apenas
contra B. subtillis, sete apresentaram atividade contra as duas bactérias testes
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avaliadas (RT2A-12, RT3C-11, RT3C-21, RP3C-01, RT2B-13, RT2C-11 e
FP1A-13), e nenhum apresentou atividade apenas contra P. ananatis (Figura
18). Talvez a maior resisténcia da P. ananatis a atividade antagonista dos
isolados se deva a estrutura mais complexa de sua parede celular, formada por
uma camada interna de peptideoglicano e uma membrana externa de
lipopolissacarideos (LPS), mais restritiva ao transporte e acdo de moléculas

bioativas (LIVERMORE, 2012).

Em relacdo aos 20 isolados que apresentaram atividade antifingica, 15
antagonizaram apenas C. graminicola, quatro antagonizaram os dois fungos
testados (RT2A-12, RT3C-11, RT3C-21 E RP3C-01) e o isolado ST3-116

antagonizou somente F. verticillioides (Figura 18).

Colletotrichum

RT3B-22
FPLA-16 RP1A-35 5P3-11
5T3-110 5T3-23 RT1C-219

3T2-12 S5P2-12 RT2A-01 FT3C-14

graminicola

Bacillus

RT2A-010

FP1C-12 | subtilis

i
/ RT2A-16  5T2-18
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RT2A-12 RT2B-13
RT3C-11RT3C-21 "\ grac11
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verticillioides
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Figura 18: Diagrama de Venn mostrando as diferentes combinacdes de atividades
antagonistas dos isolados contra 0s micro-organismos testes confrontados.

Dos 26 isolados antagonistas, 20 foram identificados pelo menos no
nivel de género. O género que mais se destacou quanto ao numero de isolados
com atividade antagonista foi Bacillus, com dez representantes (38,5% dos
isolados antagonistas), todos isolados de raizes de milho, com excecédo de B.
subtilis SP3-11, proveniente de amostras da seiva. Dos nove isolados que

apresentaram atividade tanto antibacteriana quanto antifingica, sete eram do
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género Bacillus, com destaque para os isolados de raizes RT2A-12, RT3C-11,
RT3C-21 e RP3C-01, unicos isolados que apresentaram atividade antagonista
contra 0s quatro micro-organismos testados. O potencial de antagonismo de
linhagens de Bacillus é extensivamente descrito na literatura (HANDELSMAN
et al., 1990; ASAKA & SHODA, 1996; RAUPACH et al., 1998; JACOBSEN et
al., 2004; NELSON et al., 2014), incluindo a descricdo de diversos inoculantes
para biocontrole a base de Bacillus em comercializacdo em paises como
EUA, Alemanha, México, Africa do Sul, india, Chile, Brasil, dentre outros
(SCHISLER et al., 2004; BETTIOL et al., 2012). Inoculantes a base de Bacillus
sdo desejaveis considerando-se a capacidade destas bactérias de produzirem
enddsporos, o que garante a estabilidade do produto comercial desde a
formulacdo, estocagem e comercializacdo, resultando em um maior tempo de
prateleira (SCHISLER et al., 2004).

Outro género com atividade antagonista recorrente foi Pseudomonas,
que apresentou o isolado P. mosselii RT1C-219 com atividade contra C.
graminicola, e dois isolados, ST2-18 e RP2A-23, com atividade contra B.
subtillis, identificados como P. plecoglossicida e P. protegens, respectivamente.
A atividade de P. protegens RP2A-23 contra B.subtitlis foi a maior observada
dentre todos os isolados. O género Pseudomonas também tem sido
extensivamente reportado por seu potencial antagonista e como agente de
biocontrole de fitopatdgenos (LIGON et al., 2000; WELLER, 2007; DE
MAEYER, 2012; MERCADO-BLANCO, 2015). Embora ndo apresente as
vantagens relacionadas a estabilidade de estocagem dos bioinoculantes
produtores de endosporos, como Bacillus, o género se destaca pela facil e
rapida colonizacdo da rizosfera e endosfera das plantas e producdo de um
amplo espectro de compostos bioativos antagonistas (WELLER, 2007; DE
MAEYER, 2012).
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Tabela 8: Isolados endofiticos que apresentaram atividade antagonista contra os
micro-organismos confrontados neste ensaio. Os valores de atividade anti-bacteriana
estdo expressos como a razao entre o halo de inibicdo e o didmetro da coldnia do
isolado endofitico. Os valores de atividade anti-fingica estdo expressos como a
distancia, em milimetros, entre as bordas das colénias da bactéria endofitica e do
fungo confrontado.

Bacillus Pantoea Colletotrichum Fusarium

ISOLADO IDENTIFICACAO subtilis ananatis graminicola verticillioides
RT2A-16  Arthrobacter nicotinovorans 2ab - - -
RT2B-13 Bacillus pumilus 12a 12a la -
RT2A-010 Bacillus safensis 24b - 2,5ab -
RT2A-12 Bacillus sp. 2,1ab 15ab 2a la
RT3B-22 Bacillus sp. - - 2a -
RT3C-11 Bacillus sp. 1,7ab 13a la 2a
RT3C-21 Bacillus sp. 13a 12a la la
RP3C-01 Bacillus subtilis 12a 12a 3,5ab 15a
SP3-11 Bacillus subtilis - - 3,5ab -
RT2C-11 Bacillus subtilis 1,5ab 13a 15a -
RP3B-11 Bacillus toyonensis 2ab - - -
RP1A-35 Leuconostoc holzapfelii - - 2a -
ST3-23 Microbacterium sp. - - 3,5ab -
FP1A-16 Obesumbacterium proteus - - 5ab -
ST3-110 Pseudoclavibacter helvolus - - 4 ab -
RT1C-219 Pseudomonas mosselii - - la -
ST2-18 Pseudomonas moselii 2ab - - -
RP2A-23 Pseudomonas protegens 57c - - -
RT2A-01 Serratia marcescens - - 2,5ab -
FT3C-14 Staphylococcus warneri - - 3,5ab -
FP1A-13 25 5c¢ 1,2a - -
FP1C-12 56 2ab - 3ab -
SP2-12 57 - - 10b -
ST3-116 58 12a - - 3ab
ST2-12 60 - - 2a -
FP2A-32 103 15ab - - -

As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do
milho. O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou nédo
fosfatado (P). Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Coeficientes de variacdo de 12,9% para os valores de atividade anti-
bacteriana e 69,09% para os valores de atividade anti-fungica. Médias de duas repeticoes.

De qualquer modo, todos os isolados aqui selecionados merecem
consideracéo em futuros testes in vivo, j& que fatores ambientais associados ao
cultivo da planta hospedeira podem afetar a atividade antimicrobiana dos
isolados. Por exemplo, Mafia e colaboradores (2009), em trabalho onde

analisaram o potencial de rizobactérias em antagonizar o fitopatdgeno de
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eucalipto Cylindrocladium candelabrum, constataram que o isolado P. fulva Ca,
gue ndo se mostrou 0 antagonista mais promissor nos ensaios em placas de
Petri, foi justamente o mais eficiente nos testes in vivo realizados em substrato
para enraizamento na supresséao de C. candelabrum em estacas de eucalipto.
Foi sugerido que fatores como a capacidade de sobrevivéncia e manutencao
de alta densidade populacional no substrato podem ter sido determinantes para

sua atividade antagonista mais eficaz in vivo.

5.3.6. Andlise do potencial dos isolados como promotores de

crescimento vegetal e agentes de controle biolégico

As interacbes entre plantas e micro-organismos envolvem varios
mecanismos que afetam o crescimento e fisiologia de ambas as partes dessas
associacOes, e o conhecimento desses mecanismos pode permitir a exploracéo
dessas interagBes para se alcancar aumentos de produtividade agricola ou
técnicas mais sustentaveis de manejo de lavouras, além de fornecer
informacbes para um melhor entendimento da ecologia microbiana.
Bioinoculantes microbianos podem aumentar a produtividade de culturas
agricolas pelo aumento da disponibilidade de nutrientes no solo, producéo de
compostos que promovem o crescimento vegetal (fitohorménios) e controle de
doencas (COCKING, 2003).

Neste trabalho, foram isoladas 178 bactérias endofiticas de milho, das
quais 144 (80,9%) apresentaram pelo menos um fator que potencialmente
poderia promover o crescimento e aumento de produtividade de culturas
agricolas. Excluindo-se os isolados de raizes, que nao tiveram sua atividade de
producdo de siderdforos analisada, observou-se que ndo houve efeito da
adubacdao fosfatada ou das partes da planta (seiva e folhas) sobre a frequéncia
de isolados potencialmente promotores do crescimento de plantas (MPCP)
(Teste do X%, p < 0,05; apéndice D.24 e 25). Por outro lado, quando manteve-se
os isolados de raizes e excluiu-se o fator producéo de sideréforos, observou-se
que embora os tratamentos de adubacdo fosfatada continuassem néo
apresentando efeito sobre a frequéncia de isolados MPCP (Teste do ¥°, p <

0,05; apéndice D.19), o mesmo nao se deu para as partes da planta (seiva,
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folhas e raizes) (Teste do x% p > 0,05; apéndice D.20). Tal como demonstrado
na tabela 8, os testes de x? sugerem que esse efeito parece ter se dado devido
a menor frequéncia de MPCP de folhas em relagcdo aos isolados de seiva e
raizes (Teste do x% p = 0,05; apéndices D.21 a 23). Porém, esse efeito poderia
ser reflexo da maior proporcdo de isolados produtores de AIA da seiva
(Capitulo 4.3.1, figura 8; apéndices D.6 e 8) e de isolados mineralizadores de
fitato das raizes (Capitulo 4.3.3; apéndices 14 e 16). Considerando-se a analise
conjunta dos MPCP, excluindo-se os isolados produtores de AIA e de raizes ou
mineralizadores de fitato e isolados de seiva, de modo a retirar-se a
interferéncia do efeito positivo da seiva e raizes sobre producdo de AlA e
mineralizacdo de fitato, respectivamente, observa-se que ndo ha mais efeito
das partes da planta sobre a frequéncia dos MPCP (Tabela 8) (Teste do X%, p >
0,05; apéndices D.26 a 27).

Tabela 9: Efeito das partes da planta sobre a frequéncia de isolados promotores de
crescimento vegetal.

Hipdstese nula: Partes da planta ndo apresentam efeito sobre a frequéncia de
isolados MPCP

NUmero de isolados

Seiva Folhas Raizes Decisao***

Populacéo total 33 65 80 -
MPCP** 29 34* 72 Rejeita-se Ho
MPCP, exceto isolados de folhas** 29 - 72 Aceita-se Ho
Isolados produtores de AIA 29* 27 45 Rejeita-se Ho
MECP, exceto produtores de AIA 20 38 _ Aceita-se Ho
e isolados de raizes

Isolados mineralizadores de fitato 7 15 53* Rejeita-se Ho
MPCP, exceto mineralizadores de - 33 61 Aceita-se Ho

fitato e isolados de seiva**

*Valores outliers;

**Exceto isolados produtores de sideréforos (que nao tiveram isolados de raizes analisados);
*Teste do x°, P = 0,05.

O fator promotor de crescimento vegetal mais frequentemente
observado entre os isolados foi a producao de AIA, com 101 isolados, seguido
pela capacidade de mineralizar fitato (75 isolados), solubilizacdo de fosfato
inorganico (55) e atividade antagonista contra bactérias e fungos patogénicos

(26 isolados). Quarenta e um isolados produtores de sideroforos também foram
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observados entre os isolados de seiva e folhas de milho (isolados de raizes
nao tiveram este fator analisado). O padrdo de producdo de fatores de
crescimento vegetal pode variar entre as bactérias endofiticas. Montafiez e
colaboradores (2012) observaram que de 22 bactérias diazotréficas endofiticas
de milho, todas eram produtoras de AIA, apenas quatro ndo eram
solubilizadoras de fosfato inorganico e somente uma apresentou producdo de
sideréforos. Pereira e Castro (2014), por sua vez, observaram que das 39
bactérias endofiticas isoladas de plantas de milho cultivadas em solos
contaminados por Zn e Cd, todas eram produtoras de sideroforos e AlA e 13
ndo apresentavam a capacidade de solubilizar fosfato inorganico. J& Johnston-
Monje e Raizada (2011) relataram que dentre 91 bactérias endofiticas de
sementes de milho e teosinto, 63 eram capazes de solubilizar fosfato, 13
apresentavam atividade antagonista contra bactérias (E. coli e/ou B. subtilis)
e/ou fungos (levedura AH109), seis produziam AIA e cinco produziam
sideréforos. Como a origem da microbiota endofitica das plantas esta
intrinsicamente relacionada ao ambiente em que ela esta, principalmente ao
solo local, fonte da maior parte dessa microbiota (HARDOIM et al., 2008;
COMPANT et al.,, 2010), € natural que se encontre tamanha variedade
fenotipica entre plantas cultivadas em diferentes regifes, ja que estas sempre
apresentardo microbiotas nativas distintas que podem ainda variar de acordo
com fatores ambientais, como clima, umidade, pH, dentre outros. Desse modo,
micro-organismos ou material genético microbiano isolados de plantas da
mesma espécie oriundas de diferentes localidades podem apresentar
potenciais biotecnologicos distintos aplicaveis a industria agricola ou outra
qualquer, o que justifica a conducdo de estudos de bioprospeccdo da

microbiota endofitica de milho em diversas regiées do mundo.

Dos 144 isolados MPCP obtidos neste trabalho, 29 se destacaram por
apresentarem todas as caracteristicas promotoras de crescimento vegetal
analisadas (Apéndice F). Este numero poderia ser diferente, visto que os dados
de producdo de sideréforos pelos isolados de raizes nédo foram analisados,
sendo desconsiderados, e, além disso, como discutido no capitulo 4.3.3, 0s
dados de mineralizacdo de fitato podem estar superestimados, devido a

caracteristicas inerentes do ensaio qualitativo em meio soélido. Dentre estes 29
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isolados, sete se destacaram por ainda apresentarem a capacidade de
antagonizar bactérias e/ou fungos (E. coli, B. subtilis, C. graminicola e F.
verticillioides), sendo eles os isolados Obesumbacterium proteus FP1A-13,
Serratia marcescens RT2A-01, Arthrobacter ureofaciens RT2A-16,
Pseudomonas mosselii ST2-18, a Enterobacteriaceae FP1C-13 e os isolados
nao identificados FP1A-13 e ST2-12.

A capacidade de antagonizar outros micro-organismos pode se dar pela
producdo de moléculas bioativas, como antibiéticos e moléculas tensoativas,
pela producdo de enzimas degradadoras de parede celular, ou ainda por
competicdo por nutrientes, que pode se dar, por exemplo, pela producdo de
sideréforos. Dentre os isolados antagonistas deste estudo, apenas os isolados
O. proteus FP1A-13 e FP2A-32 apresentaram alta producdo de sideroforos
(Figura 14 e 18). Diversos estudos ja relataram atividade antagonista para os
géneros destes sete isolados. Wietz e colaboradores (2012) relataram a
capacidade do isolado Arthrobacter sp. WX11 de produzir o antibiético
artrobacilina, capaz de inibir o crescimento de Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, S. aureus, Salmonella enterica, Aeromonas salmonicida,
Vibrio vulnificus, Yersinia enterolitica, dentre outros. Ordentlish e colaboradores
(1988) atribuiram o potencial de controle de Serratia marcescens contra o
fungo Sclerotium rolfsii, um fitopatégeno de diversas mono e dicotileddneas, a

producdo de enzimas quitinases degradadoras das paredes celulares do fungo.

Ja bactérias do género Pseudomonas, assim como Bacillus, outro
género de grande destaque entre os isolados MPCP deste trabalho,
apresentam amplo histérico de aplicacdo agricola tanto como promotores de
crescimento vegetal quanto como agentes de controle biolégico (BERG, 2009;
BETTIOL et al., 2012). Dos 11 isolados de Pseudomonas obtidos, apenas um
nao apresentou pelo menos um fator promotor de crescimento vegetal. O
mesmo foi observado para apenas dois dos 19 isolados de Bacillus.
BlightBlan® (NuFarm®©) é um pesticida a base de P. fluorescens A506,
recomendado para a supressao e controle da doenca do “fogo bacteriano”,
causado por Erwinia amylovora em pereiras, macieiras, pessegueiros e outras
arvores frutiferas. FZB24® (ABITEP GmbH®), por sua vez, € uma linha de

produtos a base de B. amyloliquefaciens comercializados como fertilizantes
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para hortalicas, arvores frutiferas, plantas ornamentais, e culturas como batata

e milho.

Dentre os géneros que merecem destaque neste trabalho também esti
Serratia, do qual todos os cinco isolados obtidos neste trabalho apresentaram
todas as caracteristicas promotoras de crescimento vegetal analisadas, embora
apenas um também tenha apresentado atividade antagonista (Apéndice F).
Trés dos isolados foram identificados como S. marcescens, uma bactéria de
distribuicdo ubiqua com amplo relato de atividade antagonista e promotora de
crescimento vegetal (LAVANIA et al.,, 2006; GYANESHWAR et al.,, 2001;
SELVAKUMAR et al., 2008), mas que apresenta restricbes legislativas de
aplicacdo direta em culturas agricolas como bioinoculantes, pois apresenta
potencial patogénico nosocomial e, mais recentemente, também tem sido
relacionada a doencas em plantas (GILLIS et al., 2014). Wang e colaboradores
(2015) foram os primeiros autores a relatarem que a doenca “podriddao do

verticilo” de milho era causada pela bactéria S. marcescens.

Além de Serratia, Bacillus e Pseudomonas, os Unicos outros géneros
gue ja apresentam produtos comerciais registrados sdo Rhizobium e Pantoea,
tal como citado no capitulo 4.3.5 (Atividade antagonista), sobre a utilizacdo de
produtos a base de P. vagans como agente de controle biolégico do “fogo

bacteriano” de frutiferas causado por E. amylovorans.

As etapas para selecdo e indicacdo de bactérias potencialmente
promotoras de crescimento vegetal incluem etapas in vitro e in vivo, em casas
de vegetacdo e em campo. Estas duas etapas sdo necessarias, uma vez que
diversos estudos tém demonstrado que a producdo de fatoresde crescimento
vegetal in vitro nem sempre resulta em beneficios para a planta quando os
isolados produtores séo avaliados em casas de vegetacdo ou em campo, e que
0s aumentos de crescimento observados nem sempre Sdo proporcionais as
taxas de producéo destes fatores in vitro (SOBRAL et al., 2004; TAURIAN et
al., 2010; MONTANEZ et al., 2012). Pereira e Catro (2014) inocularam
plantulas de milho com 10 isolados endofiticos produtores de AlA e sideroforos,
dos quais quatro ainda apresentavam a habilidade de solubilizar fosfato

inorganico, e observaram que apenas metade destes foi capaz de promover
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maior crescimento (elongamento das raizes e aumento de peso seco total) em
relacdo aos controles. Ainda neste estudo, o isolado Frigoribacterium faeni ZS
3-5, embora tenha apresentado o segundo menor indice de producgdo de AlA e
o menor indice de producdo de sideroforos, além de néo ter sido um dos
isolados solubilizadores de fosfato, foi o Unico capaz de conferir aumento tanto
no elongamento das raizes das plantulas inoculadas quanto na producdo de
biomassa total.

Outro fator que pode ser determinante para a atividade promotora de
crescimento vegetal do MPCP é a espécie da prépria planta hospedeira, tal fato
evidenciado no estudo de Johnston-Monje e Raizada (2011), que analisaram o
potencial de 91 isolados endofiticos de milho promoverem o crescimento de
plantulas de batata em condi¢fes gnotobidticas, e constataram que apenas um
isolado de Burkholderia phytofirmans foi capaz de promover o crescimento de
partes aéreas das plantulas, assim como apenas um isolados de Hafnia alvei
foi capaz de promover o crescimento das raizes. Por outro lado, a inoculacédo
de 51 dos isolados resultou na diminuicdo da producao de partes aéreas pelas
plantulas, assim como de 59 isolados resultou na diminuicdo das taxas de
crescimento das raizes. Os autores argumentaram que isso provavelmente néo
reflita o que aconteca pela colonizacdo de plantas de milho por seus isolados,
ja que os cultivares de milho e batatas sdo muito distintos geneticamente, e
diversas espécies que induziram uma reducado do crescimento das plantulas de
batata neste trabalho ja tiveram atividade promotora de crescimento em plantas

de milho comprovada em outros trabalhos.

Diante destas consideracdes, como perspectiva, 0 nosso grupo de
pesquisa pretende avaliar os isolados deste estudo quanto a capacidade de
promoverem o crescimento de plantas de milho em ensaios em casa de
vegetacdo e/ou campo. Também, esforcos serdo direcionados para o melhor
entendimento dos mecanismos de promocgao de crescimento vegetal dos
isolados, tal como a caracterizacdo dos sideroforos e enzimas fitases, assim
como dos mecanismos de solubilizagdo de fosfato e atividade antagonista.
Todas estas etapas sdo necessarias e importantes para a obtencdo de

bioninoculantes eficazes e de aplicagdo ambientalmente sustentavel.
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6. CONCLUSOES
O presente trabalho teve como objetivos analisar a comunidade

bacteriana endofitica de diferentes partes da planta do milho (Zea mays) em
relacdo a aspectos de densidade de colonizacdo, producdo de fatores
potencialmente promotores de crescimento vegetal ou antagonistas de
fitopatbgenos, bem como o efeito da adubacdo fosfatada sobre cada um
desses aspectos. De modo geral, concluiu-se que:

o As partes da planta (seiva, folhas e raizes) apresentaram efeito
estatistico significativo sobre a densidade de isolados endofiticos encontrados
no milho, sendo esta maior nas raizes, seguida por folhas e uma escala de
grandeza dez vezes menor na seiva do milho. Porém, o tratamento de
adubacdao fosfatada ndo apresentou efeito sobre esta variavel;

o Comparando-se as espécies encontradas neste trabalho e em
outros publicados, percebe-se que este dado pode variar muito entre plantas
cultivadas em diferentes localidades, mesmo que estas sejam da mesma
espécie. Neste trabalho, a proporcdo de bactérias gram-positivas foi maior que
a de gram-negativas. Os principais grupos taxondmicos encontrados foram
Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria, com Bacteroidetes tendo uma
frequéncia de ocorréncia marginal;

o Uma grande proporcdo (80,9%) da microbiota endofitica do
presente trabalho apresenta o potencial de ser utilizada como bioinoculante
promotor de crescimento vegetal em cultivares agricolas, como o milho, por
apresentar, in vitro, a producao de pelo menos uma dos fatores promotores de
crescimento vegetal avaliados. Desta forma, visando este objetivo, € importante
que: (1) todos estes isolados sejam identificados no nivel de espécie, a fim de
se excluir isolados com potencial patogénico ao homem e as plantas, uma
exigéncia legislativa no Brasil para a utilizacdo de micro-organismos Vvivos
como bioinoculantes; (2) que os isolados que ndo apresentem riscos a saude
humana ou das lavouras agricolas possam ter sua capacidade de promover o
crescimento do milho ou outro cultivar de interesse analisada in vivo e (3) que
os isolados que venham a ser selecionados nos teste preliminares in vivo
tenham estudados a regulacdo desses mecanismos, de modo a compreender

as condicbes necessarias para que apenas 0s caracteres benéficos destes
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isolados sejam expressos de maneira maximizada quando aplicados de
maneira comercial;

o As analises genotipicas e fenotipicas indicaram que os isolados
mais promissores quanto ao potencial promotor de crescimento vegetal
pertencem aos generos Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Serratia e
Enterobacter.

o As varidveis partes da planta e adubacdo fosfatada podem
apresentar efeito sobre a producao de fatores de crescimento vegetal pelas
bactérias endofiticas de milho, de modo que estes fatores devem ser levados
em consideracdo em estudos futuros visando o desenvolvimento de
bioinoculantes com estes isolados, em especial o fator adubacao fosfatada,
que pode ser facilmente manipulado de modo a favorecer a producdo de
fatores de crescimento dos bioinoculantes;Bactérias endofiticas da espécie
Lactococcus lactis podem apresentar a capacidade de produzir moléculas do

tipo sideroforos;

Finalizando, este trabalho contribuiu para um maior entendimento acerca
das microbiota endofitica do milho e seu potencial de producédo de fatores de
crescimento vegetal, abrindo perperctivas quanto a exploracdo desta para o
desenvolvimento de bioinoculantes promotores de crescimento vegetal ou
como agentes de controle bioldgico. Outra importante possibilidade que se abre
€ a aplicacéo destes conhecimentos na pesquisa de melhoramento genético do
milho, visando o desenvolvimento de variedades que melhor respondam aos

efeitos benéficos dessa microbiota, tal como ja € realizado em relacdo a

fertilizantes e pesticidas quimicos.
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APENDICE A: Tabela de densidades de bactérias endofiticas apresentadas

em cada regido morfolégica das plantas, para cada tratamento (presenca de

adubacao fosfatada).

DENSIDADE (UFC/ML)

TRATAMENTO PLANTA SEIVA* FOLHAS RAIZES
FOSFATADO A 33100 11600 1668000
FOSFATADO B 15900 1816000
FOSFATADO C 16500 608000
FOSFATADO A 6500 88800 7107
FOSFATADO B 18600 154133
FOSFATADO C 75700 92867
FOSFATADO A 10800 162800 25800
FOSFATADO B 18800 1040000
FOSFATADO C 1008000 169000

NAO FOSFATADO A 4400 32900 2452000
NAO FOSFATADO B 133200 832000
NAO FOSFATADO C 218000 277733
NAO FOSFATADO A 9600 348000 33000
NAO FOSFATADO B 54000 58800
NAO FOSFATADO C 204000 286533
NAO FOSFATADO A 27900 72400 8880
NAO FOSFATADO B 14400 103200
NAO FOSFATADO C 1872000 5800

*As amostras de seiva de cada bloco foram agrupadas em uma amostra composta, devido ao

baixo rendimento da seiva recuperada.
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APENDICE B: Modelos linerares generalizados (MLGs) de analise do efeito
dos tratamentos e partes da planta sobre a producao dos diferentes fatores de
crescimento vegetal e a densidade bacteriana obtida no isolamento.

Planilha A: Selecdo de modelos baseado no AAIC. MLGs como erros gama e
funcéo de ligagédo de identidade. Os modelos selecionados (AAIC < 2) estdo
destacados em negrito.

Predicted terms

Models included AIC AAIC

Pi (mg/L)

M1 Fosfato+Parte 1076,90 2,80

M2 Fosfato:Parte 1074,10 0,00

M3 Fosfato 1117,00 42,90

M4 Parte 1100,10 26,00
AlA

M1 Fosfato+Parte 1087.60 13.10

M2 Fosfato:Parte 1074.50 0.00

M3 Fosfato 1126.70 52.20

M4 Parte 1086.20 11.70
Sideroforos

M1 Fosfato+Parte 308,71 0,00

M2 Fosfato:Parte 308,71 0,00

M3 Fosfato 311,21 2,50

M4 Parte 316,95 8,24
Densidade

M1 Fosfato+Parte 74,97 1,96

M2 Fosfato:Parte 76,25 3,23

M3 Fosfato 82,38 9,37

M4 Parte 73,02 0,00
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Planilha B: Parametros fixados dos modelos selecionados. MLGs com erros
gama e funcdo de ligacdo de identidade. Os modelos incluem o efeito dos
tratamentos de adubacgédo fosfatada (presenca ou n&o) e partes da planta
(seiva, folhas e raizes), bem como efeito de varidveis fixadas (Planilha A).

Hypothesis and Deviance df
model df Residual Residual Deviance Pr(>Chi) AIC
Pi (mg/L)

1074,1
NULL 158 14,3406 0
Fosfato 1 1,26772 157 13.0729 6,81E-06
Parte 2 3,12571 155 00472 1.44E-11
Fosfato:Parte 2 0,41106 153 95361  0,03753
AIA

1074.5
NULL 296 30.3890 0
Fosfato 1 0.4202 295 29.9690  0.0240
Parte 2 3.9927 293 259760  0.0000
Fosfato:Parte 2 1.4296 291 245470  0.0002
Sider6foros
NULL 122 0,010 308,71
Fosfato 1 0,0015 121 0,008 0,000
Parte 1 0,0003 120 0,008 0,034
Densidade
NULL 41 0,3253 74.97
Fosfato 1 0,0002 40 03250  0,8514

Parte 2 0,0772 38 0,2478 0,0024
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APENDICE C: Tabela de identificacdes moleculares dos isolados endofiticos de milho, mostrando o tamanho (pb) da sequéncia
de nucleotideos utilizada para a identificacdo, as porcentagens de cobertura e identidade com as espécies tipo, bem como o
namero de acesso dessas no GenBank.

Amostra Tamanho (pb) Cobertura (%) Identidade (%) Identificacéo N° acesso
ST2-19 694 100 100 Agrobacterium tumefaciens D14500.1
FT2C-13 733 100 99 Alcaligenes faecalis AB680368.1
RP1B-210 678 100 100 Arthrobacter chlorophenolicus CP001341.1
FT2A-72 241 100 99 Arthrobacter nicotinovorans X80743.1
RT2A-16 723 100 99 Arthrobacter nicotinovorans X80743.1
RT1A-01 611 100 100 Arthrobacter boritolerans KJ529047.1
RT3C-14 531 100 100 Bacillus aryabhattai EF114313.2
FP1A-26 753 100 100 Bacillus gibsonii X76446.1

RT2A-015 540 100 100 Bacillus gibsonii X76446.1
RT2A-017 800 100 100 Bacillus gibsonii X76446.1
SP2-13 736 100 100 Bacillus gibsonii EF433410.1
SP2-15 530 100 99 Bacillus gibsonii EF433410.1
FT2A-25 705 100 100 Bacillus ginsengi EF371375.1
RT2B-13 589 100 100 Bacillus pumilus AY456263.1
RT2A-010 568 100 100 Bacillus safensis LK985476.1
RP3B-01 561 100 100 Bacillus samanii FN433015.1
FP2C-32 303 100 100 Bacillus sp. KC150855.1
RT2A-12 445 100 100 Bacillus sp. KJ812208.1
RT3B-22 540 100 100 Bacillus sp. KJ826575.1
RT3C-11 535 100 100 Bacillus sp. KJ812208.1

RT3C-21 543 100 100 Bacillus sp. KP004439.1
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Amostra Tamanho (pb) Cobertura (%) Identidade (%) Identificacdo N° acesso
SP3-11 526 100 100 Bacillus subtilis AJ276351.1
FT1C-61 489 100 100 Bacillus subtilis AJ276351.1
RP3C-01 672 100 100 Bacillus subtilis AJ276351.1
RT2C-11 594 100 100 Bacillus subtilis AJ276351.1
RP3B-11 495 100 100 Bacillus toyonensis CP006863.1
FP3B-17 605 100 100 Curtobacterium albidum AB046363.1
FT1A-24 742 100 100 Curtobacterium flaccumfaciens AJ312209.1
FP1A-11 487 100 100 Curtobacterium sp. AB759080.1
FP1A-19 619 100 100 Curtobacterium sp. NR_114967.1
FP1B-12 573 100 100 Curtobacterium sp. KJ607223.1
FP1C-32 366 100 99 Curtobacterium sp. KJ184990.1
FP3C-32 252 100 100 Curtobacterium sp. KJ459006.1
FT1A-11 546 100 100 Enterobacter sp. KM406451.1
RP1A-211 530 100 99 Enterobacter sp. KF307673.1
RP1A-34 527 100 99 Enterobacter sp. KM104317.1
RP1C-120 501 100 99 Enterobacter sp. KF307673.1
RP2C-13 527 100 99 Enterobacter sp. KM538690.1
RP2C-34 573 100 99 Enterobacter sp. KF307673.1
RP3B-18 529 100 99 Enterobacter sp. KM538690.1
RT1C-22 532 100 100 Exiguobacterium acetylicum AB680246.1
RP1A-012 555 100 100 Exiguobacterium indicum AJB846291.1
RT3B-41 624 100 100 Flavobacterium acidificum JX986959.1
FP2C-21 616 100 100 Klebsiella variicola AJ783916.1
FT3C-41 691 100 99 Kocuria palustres Y16263.1
FT2A-21 541 100 100 Kocuria turfanensis DQ531634.2
FP1A-25 567 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
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Amostra Tamanho (pb) Cobertura (%) Identidade (%) Identificacdo N° acesso
FP1B-11 531 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
FP1C-22 665 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
FP2A-21 309 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
FP2B-25 605 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
FP3B-16 628 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
FT2B-11 687 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
RP2C-33 493 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
RP2B-17 382 100 100 Lactococcus lactis AB100803.1
RT1C-214 592 100 100 Leuconostoc pseudomesenteroides AB023237.1
RT3A-19 731 100 99 Leuconostoc pseudomesenteroides AB023237.1
RP1A-35 514 100 99 Leuconostoc holzapfelii AB904779.1
RP2B-113 543 100 99 Leuconostoc sp. AB904779.1
ST2-111 526 100 100 Microbacterium binotii EF567306.1
RT2B-25 560 100 99 Microbacterium laevaniformans Y17234.1
SP3-12 508 100 100 Microbacterium laevaniformans Y17234.1
FP3A-12 295 100 99 Microbacterium sp. KJ648175.1
FP3B-12 320 100 99 Microbacterium sp. KJ185039.1
FP3B-13 587 100 100 Microbacterium sp. KF534779.1
FT1A-13 294 100 100 Microbacterium sp. Gu086414.1
FT2A-24 372 100 99 Microbacterium sp. KJ778662.1
RP2B-18 443 100 100 Microbacterium sp. KJ542133.1
SP2-110 558 100 100 Microbacterium sp. KC788108.1
SP2-14 448 100 99 Microbacterium sp. KJ184984.1
SP2-18 549 100 99 Microbacterium sp. AB004722.1
SP2-19 542 100 99 Microbacterium sp. KJ184984.1
SP2-22 580 100 100 Microbacterium sp. HE681737.1
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Amostra Tamanho (pb) Cobertura (%) Identidade (%) Identificacdo N° acesso
SP2-23 350 100 99 Microbacterium sp. KJ782627.1
SP2-24 517 100 100 Microbacterium sp. KJ567112.1
ST2-110 360 100 99 Microbacterium sp. KJ200387.1
ST2-15 501 100 99 Microbacterium sp. KJ472816.1
ST2-22 376 100 99 Microbacterium sp. KJ546452.1
ST2-23 474 100 100 Microbacterium sp. JQ659823.1
ST3-23 399 100 99 Microbacterium sp. KF241157.1
FP1A-12 531 100 100 Microbacterium testaceum X77445.1
FT1A-22 360 100 100 Microbacterium testaceum X77445.1
FT1B-21 624 100 100 Microbacterium testaceum X77445.1
SP2-21 532 100 100 Microbacterium testaceum X77445.1
ST2-21 609 100 100 Microbacterium testaceum X77445.1
FT3B-15 709 100 100 Microbacterium testaceum X77445.1
FP1A-21 528 100 100 Micrococcus yunnanensis FJ214355.2
FP1A-16 516 100 100 Obesumbacterium proteus AJ233422.1
RP1C-25 551 100 100 Paenibacillus barcinonensis AJ716019.1
RT3B-34 570 100 99 Paenibacillus tundrae EU558284.1
FT1B-24 738 100 100 Pantoea ananatis U80196.1
FP2B-27 491 100 100 Pantoea sp. KF912872.1
FT2C-22 331 100 99 Pantoea sp. KM091726.1
RP3C-16 582 100 100 Pantoea sp. KF475803.1
FP2B-11 381 100 100 Pantoea vagans AY173021
ST2-14 496 100 100 Pseudoclavibacter helvolus X77440.1
ST3-110 554 100 99 Pseudoclavibacter helvolus X77440.1
ST3-13 752 100 99 Pseudomonas cremoricolorata AB046999
RT3C-31 509 100 100 Pseudomonas koreensis AF468452.1
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Amostra Tamanho (pb) Cobertura (%) Identidade (%) Identificacdo N° acesso
RT1C-219 616 100 100 Pseudomonas mosselii AF072688.2
ST2-18 553 100 100 Pseudomonas mosselii AF072688
RP2A-23 505 100 100 Pseudomonas protegens AJ278812.1
FP3A-13 291 100 99 Pseudomonas sp. KJ601750.1
RT3A-28 508 100 100 Pseudomonas sp. KF439821.1
RT3B-36 477 100 100 Pseudomonas sp. KF439821.2
RT3C-02 628 100 100 Pseudomonas sp. D84020.1
RT3C-111 529 100 100 Pseudomonas sp. AM293565.1
ST3-24 618 100 100 Pseudomonas sp. EU103629.2
ST3-16 429 100 100 Psychrobacter faecalis AJ421528.1
FP2B-23 580 100 100 Psychrobacter faecalis AJ421528.1
FT2C-11 689 100 100 Psychrobacter faecalis AJ421528.1
FT1B-23 701 100 100 Psychrobacter pulmonis HQ698579.1
RP3B-211 514 100 100 Rhizobium pusense FJ969841.2
FT1A-16 404 100 99 Rhodococcus sp. HG942152.1
ST3-22 297 100 100 Rhodococcus sp. KJ598030.1
RP2C-01 556 100 100 Serratia marcescens AJ233431.1
RT1A-02 539 100 100 Serratia marcescens AJ233431.1
RT2A-01 561 100 100 Serratia marcescens AJ233431.1
RP1A-01B 369 100 100 Serratia sp. KM091723.1
RP3A-012 305 100 99 Serratia sp. KM091723.1
FP1C-62 627 100 100 Staphylococcus epidermidis AB681292.1
FP3A-21 554 100 100 Staphylococcus epidermidis AB681292.1
FT1B-61 554 100 100 Staphylococcus epidermidis AB681292.1

FT2A-71 627 100 100 Staphylococcus epidermidis AB681292.1
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Amostra Tamanho (pb) Cobertura (%) Identidade (%) Identificacdo N° acesso

FT3A-51 585 100 100 Staphylococcus epidermidis AB681292.1
FT3A-52 375 100 100 Staphylococcus epidermidis AB681292.1
RT2C-14 559 100 100 Staphylococcus equorum AB009939.1
ST2-24 520 100 100 Staphylococcus equorum AB009939.1
FP3C-31 319 100 100 Staphylococcus sp. HG942161.1
FT2A-22 373 100 100 Staphylococcus sp. KJ956665.1
FP3A-11 564 100 100 Staphylococcus warneri L37603.1

FT3C-14 437 100 100 Staphylococcus warneri L37603.1

FP1C-13 559 100 99 Enterobacteriaceae KM456219.1
RP1A-37 513 100 99 Enterobacteriaceae AB749211.1

As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho. O segundo digito indica se eles foram isolados do
tratamento fosfatado (T) ou nédo fosfatado (P).
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APENDICE D: Testes do x° (FO: frequéncias observadas; FE: frequéncias

esperadas) para as seguintes hipoteses:

Hipétese nula: Tratamentos de adubacao fosfatada ndo apresentam
efeito sobre a frequéncia das bactérias endofiticas isoladas

FO
Fosf 84
Néao fosf 94
178

Hy FE Alfa

1 89 K

1 89 k-1

2 178 x2cal
X2 tab
Decisao
Signif
Decisao

0,05

2

1
0,561797753
3,841458821

N&o rejeitar Ho

0,453536806
0,453536806

N&ao rejeitar Ho

Hipétese nula: Partes da planta ndo apresentam efeito sobre a frequéncia

das bactérias isoladas

FO Hg
Seiva 33
Folha 65
Raiz 80
178
|FO-FE|
26,33333
5,666667
20,66667
3.

[V I TN

FE Alfa
59,33333 K
59,33333 k-1
59,33333 x2 yates

X2 tab
Decisdo
Signif

Decisao

0,01

3

2

18,55196629

9,210340372
Rejeitar Ho

9,36465E-05

6,04627E-05
Rejeitar Ho

Hipdtese nula: populagbes de folhas e raizes s@o equivalentes entre si

FO Ho FE
Folha 65 1 72,5
Raiz 80 1 72,5
145 2 145

Alfa

K

k-1

X2 cal
X2 tab
Decisdo
Signif

Deciséao

0,05

2

1
1,551724138
3,841458821

N&o rejeitar Ho

0,212881092
0,212881092

N&o rejeitar Ho



Hipotese nula: proporgéo de bactérias solubilizadoras de fosfato é a

mesma dos isolados totais

FO Totais FE
Seiva 6 33 10,19663
Folha 17 65 20,08427
Raiz 32 80 24,7191
55 178
5.

Alfa

K

k-1

X2 cal
X2 tab
Decisdo
Signif

Decisédo

0,05

3

2
4,345403687
5,991464547

N&o rejeitar Ho

0,113869543
0,113869543

N&ao rejeitar Ho

Hipdtese nula: Frequéncia de solubilizadores de fosfato inorganico é
proporcional a pop. total em relagéo aos tratamentos de adubacéo

FO Totais FE Alfa
Fosf 25 84 25,95506 K
N&o fosf 30 94 29,04494 k-1
55 178 55 x2 cal
X2 tab
Decisao
Signif
Decisdo

0,05
2
1
0,066546928
3,841458821

N&o rejeitar Ho
0,796432443
0,796432443

N&o rejeitar Ho
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Hipétese nula: proporgéo de bactérias endofiticas produtoras de AlA
€ a mesma dos isolados totais

Seiva
Folha
Raiz

|FO-FE|
10,27528
9,882022
0,393258

FO Totais
29 33
27 65
45 80

101 178

FE alfa
18,72472 k
36,88202 k-1
45,39326 x2 yates

X2 tab
Decisdo
Signif
Decisao

0,05

3

2

7,490050111

5,991464547
Rejeitar Ho

0,023635037

0,01584528
Rejeitar Ho

Hipétese nula: populacéo de produtores de AIA é proporcional a
populacéo total em relagéo aos tratamentos de adubacéo fosfatada

Fosf
Nao fosf

IFO-FE|
11,66292
11,66292

FO Totais
36 84
65 94

101 178

FE alfa
47,66292 k
53,33708 k-1

101 2 cal
X2 tab
Decisao
Signif

Decisao

0,05

2

1

4,950706963

3,841458821
Rejeitar Ho

0,026080002

0,020089102
Rejeitar Ho



Hipotese nula: proporgdo de bactérias de folhas e raizes produtoras

de AIA é a mesma dos isolados totais

FO Totais FE Alfa
K
Folha 27 65 32,72414 k-1
Raiz 46 80 40,27586 x2 cal
73 145 73 x2tab
Decisao
Signif
Decisédo
9.

0,05
2
1
1,814805058
3,841458821

N&o rejeitar Ho
0,177932891
0,177932891

N&ao rejeitar Ho

Hipdtese nula: propor¢éo de bactérias antagonistas € a mesma dos

isolados totais

FO Totais FE Alfa
Seiva 7 33 5,005618 K
Folha 5 65 9,859551 k-1
Raiz 15 80 12,13483 2 cal
27 178 X2 tab
Decisao
Signif
Decisdo

0,05
3
2
3,866280325
5,991464547

N&o rejeitar Ho
0,144693124
0,144693124

N&o rejeitar Ho

10.
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Hipétese: populagdo de antagonistas € proporcional a populacéo
total em relacdo aos tratamentos de adubacéo fosfatada

FO Totais FE

Fosf 16 84 12,26966
N&o fosf 10 94 13,73034
26 178 26

11.

alfa 0,05
k 2
k-1 1
X2 cal 2,147611254
X2 tab 3,841458821
Decisdo N&o rejeitar Ho
Signif 0,1427919
0,1427919
Decisdo  Nao rejeitar Ho

Hipétese: populacdo de antagonistas com atividade antibacteriana é
proporcional a populagao de antifingicos

FO FE alfa

151 17 K

19 1 17 k-1

34 2 34 x2cal
X2 tab
Decisao
Signif

Antibact
Antifung

Decisao

0,05
2
1
0,470588235
3,841458821

N&o rejeitar Ho
0,492716677
0,492716677

N&o rejeitar Ho



12.

Hipotese: pop. de antagonistas com atividade antibacteriana é
proporcional & pop. total em relagdo aos tratamentos de adubacao

Fosf
Néao fosf

13.

FO Totais
9 84
6 94

15 178

FE
7,078652
7,921348

15

Alfa 0,05
K 2
k-1 1
X2 cal 0,987537994
X2 tab 3,841458821
Decisdo  Na&o rejeitar Ho
Signif 0,320344856
0,320344856
Decisdo  Nao rejeitar Ho

Hipdtese nula: pop. de antagonistas com atividade antifingica é
proporcional a pop. total em relagéo aos tratamentos de adubacao

Fosf
Nao fosf

FO Totais

13 84
6 94

19 178

FE
8,966292
10,03371

19

Alfa 0,05
K 2
k-1 1
X2 cal 3,436276862
X2 tab 3,841458821
Decisdo N&o rejeitar Ho
Signif 0,063779267
0,063779267
Decisdo N&o rejeitar Ho

14.
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Hipotese nula: proporgdo de endofiticos mineralizadores de fitato é a
mesma dos isolados totais

FO Totais
Seiva 7 33
Folha 15 65
Raiz 53 80
75 178
|FO-FE]|
6,904494
12,38764
19,29213

15.

FE

alfa

13,90449 k

27,38764
33,70787

k-1

X2 yates
X2 tab
Decisdo
Signif

Deciséao

0,01

3

2

18,58640967

9,210340372
Rejeitar Ho

9,20476E-05

4,37707E-05
Rejeitar Ho

Hipétese nula: populacéo de mineralizadores de fitato € proporcional
a populacéo total em relagdo aos tratamentos de adubacao

fosfatada
FO Totais
Fosf 38 84
N&o fosf 37 94
75 178

FE
35,39326
39,60674

75

alfa

k

k-1

X2 cal
X2 tab
Decisao
Signif

Decisédo

0,05

2

1

0,363552854

3,841458821
N&o rejeitar Ho

0,546539662

0,546539662
N&o rejeitar Ho



16.

Hipotese nula: proporgdo de mineralizadores de fitato da seiva e folhas é

a mesma dos isolados totais
FO Totais FE

Seiva 7 33 7,408163
Folha 15 65 14,59184
22 98 22

17.

Alfa 0,05
K 2
k-1 1
X2 cal 0,033905488
X2 tab 3,841458821
Decisdo N&o rejeitar Ho
Signif 0,853907997
0,853907997
Decisao N&o rejeitar Ho

Hipdétese nula: propor¢éo de produtores de siderdforos da seiva e

folhas é a mesma dos isolados totais

FO Totais FE

Seiva 14 33 13,80612
Folha 27 65 27,19388
41 98 41

Alfa 0,05
K 2
k-1 1
X2 cal 0,004104838
X2 tab 3,841458821
Decisdo  Na&o rejeitar Ho
Signif 0,948915276
0,948915276
Decisdo  Na&o rejeitar Ho

18.
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Hipétese nula: populacédo de produtores de sideréforos €
proporcional & populacao total em relagéo aos tratamentos

FO FE
Fosf 12 1 20,5
Nao fosf 29 1 20,5
41 2 41
|FO-FE|
8,5
8,5

19.

alfa

k

k-1

X2 yates
X2 tab
Decisdo
Signif

Deciséao

0,05

2

1

6,243902439

3,841458821
Rejeitar Ho

0,012462158

0,007931924
Rejeitar Ho

Ho: pop. de promotoras de crescimento vegetal (exceto produturas
de sideroforos) é proporcional a pop. total em relagéo aos

tratamentos
FO Totais FE alfa
Fosf 61 84 63,70787 k
N&o fosf 74 94 71,29213 k-1
135 178 135 x2 cal
X2 tab
Decisao
Signif
Decisdo

0,05

2

1

0,217948141
3,841458821
N&o rejeitar Ho
0,640607799
0,640607799
N&o rejeitar Ho



20.

Hipotese: proporcao de promotoras de crescimento vegetal (exceto
produtoras de sideréforos) é proporcional a populagéo total

FO Totais
Seiva 29 33
Folha 34 65
Raiz 72 80
135 178
|FO-FE]|
3,97191
15,29775
11,32584
21.

FE Alfa 0,05
25,02809 K 3
49,29775 k-1 2
60,67416 X2 yates 6,855091621

X2 tab 5,991464547
Decisdo  Rejeitar Ho
Signif 0,032466522
0,023616853
Decisdo  Rejeitar Ho

Hipdtese: proporcao de promotoras de crescimento vegetal (exceto
produtoras de sideréforos) é proporcional a populagéo total

FO Totais
Seiva 29
Raiz 72
101

FE

Alfa

29,49558 K
71,50442 k-1

101 2 cal
X2 tab
Decisao

Signif

Decisdo

0,05
2
1
0,011761176
3,841458821

N&o rejeitar Ho
0,913639569
0,913639569

N&o rejeitar Ho

22.
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Hipotese: proporcdo de promotoras de crescimento vegetal (exceto
produtoras de sideréforos) é proporcional a populagéo total

FO

Seiva 29
Folha 34
63

|FO-FE|

7,785714
7,785714

23.

33
65
98

FE

21,21429
41,78571
63

alfa

k

k-1

X2 yates
X2 tab
Decisdo
Signif

Decisao

0,053

2

1

3,772494172

3,743918986
Rejeitar Ho

0,052101887

0,037932309
Rejeitar Ho

Hipétese: proporcao de promotoras de crescimento vegetal (exceto
dutoras de siderdforos) é proporcional & populacéo total

FO FE Alfa
Raiz 72 80 58,48276 K
Folha 34 65 47,51724 k-1
106 145 106 x2 yates
X2 tab
|FO-FE| Deciséo
13,51724 Signif
13,51724
Deciséo

0,02

2

1

6,463454735

5,411894431
Rejeitar Ho

0,011011535

0,008290969
Rejeitar Ho



24.

Hipotese: proporcao de promotoras de crescimento vegetal (incluindo
sideréforos, exceto raiz) é proporcional a populacéo total

Alfa

FO Totais FE
Seiva 29 33
Folha 44 65

73 98

25.

24,58163 K
k-1

48,41837

73 X2 cal
X2 tab
Decisdo
Signif

Decisédo

0,05

2

1
1,197362455
3,841458821

N&o rejeitar Ho

0,273849477
0,273849477

N&ao rejeitar Ho

Hipdtese: pop. de promot. de cresc. vegetal (incluindo sideroforos,
exceto raizes) é proporcional a pop. total em relagéo aos tratamentos

FO Totais
Fosf 29 84
Nao fosf 44 94

73 178

FE
34,44944
38,55056

73

Alfa

K

k-1

X2 cal
X2 tab
Decisao
Signif

Deciséao

0,05
2
1
1,632350696
3,841458821

N&o rejeitar Ho
0,201378222
0,201378222

N&o rejeitar Ho

26.
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Hipodtese: proporcdo de promotoras de crescimento vegetal (exceto
produtoras de AIA e isolados de raiz) é proporcional a populagdo

total
FO Totais
Seiva 20 33
Folha 38 65
58 98
27.

FE

alfa

19,53061 k
38,46939 k-1
58 X2 cal

X2 tab

Decisao

Signif

Decisao

0,05

2

1

0,017008279

3,841458821
Nao rejeitar Ho

0,896237472

0,896237472
Nao rejeitar Ho

Hipodtese: proporgdo de promotoras de crescimento vegetal (exceto
mineralizadoras e isolados de seiva) é proporcional a populagdo

total
FO Totais
Raiz 61 80
Folha 33 65
94 145

FE

51,86207
42,13793
94

alfa

k

k-1

X2 cal
X2 tab
Decisao
Signif

Decisao

0,05
2
1
3,591704173
3,841458821

Nao rejeitar Ho
0,058068666
0,058068666

N3ao rejeitar Ho
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APENDICE E: Agrupamento de k-means:

1. Agrupamento das variaveis de densidade bacteriana obtidas no isolamento;

Tratamento (adubacéo) Planta Parte da planta  Densidade (UFC/g ou mL) Cluster

Fosfatado C Folha 1008000 1
Nao fosfatado A Folha 348000 1
N&o fosfatado C Folha 1872000 1

Fosfatado A Raiz 1668000 1

Fosfatado B Raiz 1816000 1

Fosfatado C Raiz 608000 1

Fosfatado B Raiz 1040000 1
Nao fosfatado A Raiz 2452000 1
N&o fosfatado B Raiz 832000 1

Fosfatado A Folha 88800 2

Fosfatado C Folha 75700 2

Fosfatado A Folha 162800 2
Nao fosfatado B Folha 133200 2
N&o fosfatado C Folha 218000 2
Nao fosfatado B Folha 54000 2
N&o fosfatado C Folha 204000 2
Nao fosfatado A Folha 72400 2

Fosfatado B Raiz 154133 2

Fosfatado C Raiz 92867 2

Fosfatado C Raiz 169000 2
Nao fosfatado C Raiz 277733 2
N&o fosfatado B Raiz 58800 2
Nao fosfatado C Raiz 286533 2
N&o fosfatado B Raiz 103200 2

Fosfatado A Folha 11600 3

Fosfatado B Folha 15900 3

Fosfatado C Folha 16500 3

Fosfatado B Folha 18600 3

Fosfatado B Folha 18800 3
N&o fosfatado A Folha 32900 3
Néao fosfatado B Folha 14400 3

Fosfatado A Raiz 7107 3

Fosfatado A Raiz 25800 3
Nao fosfatado A Raiz 33000 3
N&o fosfatado A Raiz 8880 3
N&o fosfatado C Raiz 5800 3

Fosfatado A Seiva 33100 3

Fosfatado B Seiva 6500 3

Fosfatado C Seiva 10800 3
N&o fosfatado A Seiva 4400 3
Néo fosfatado B Seiva 9600 3
N&o fosfatado C Seiva 27900 3
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2. Agrupamento dos isolados em relacdo as taxas de producéo de acidos 3-indol
acético (AIA). Médias de trés repeticdes.

AlA AlA AlA
Isolado  (ug/mL) Cluster Isolado (Mg/mL) Cluster Isolado (Mg/mL)  Cluster
FP1A-11 26,03 1 RP3B-18 17,02 1 FP1A-16 38,48 3
FP1A-12 30,48 1 RP3B-212 13,21 1 FP1A-19 43,48 3
FP1B-14 11,83 1 RP3C-16 17,04 1 FP1A-21 60,29 3
FP1C-27 11,99 1 RT1A-02 12,38 1 FP1C-12 49,59 3
FP1C-32 9,23 1 RT1C-211 15,82 1 FP1C-13 48,02 3
FP2B-11 25,01 1 RT1C-34 16,32 1 FP2A-32 59,83 3
FP2B-23 8,78 1 RT2A-01 15,41 1 FP2B-27 60,82 3
FP2C-32 15,02 1 RT2A-011 24,44 1 FP2C-23 33,26 3
FP3B-13 14,39 1 RT2A-02 14,42 1 FP3A-13 51,13 3
FP3B-17 19,69 1 RT2A-16 12,53 1 FT2C-22 53,17 3
FT1A-11 12,99 1 RT2B-17 13,62 1 RP1A-211 39,33 3
FT1B-24 8,61 1 RT3C-111 24,09 1 RP1A-28 47,01 3
FT1C-61 12,27 1 SP2-110 28,59 1 RP1A-34 36,36 3
FT3B-15 12,90 1 SP2-13 15,02 1 RP1A-37 47,94 3
RP1A-01B 13,73 1 SP2-18 18,34 1 RP3C-01 35,65 3
RP1A-36 20,94 1 SP2-21 27,15 1 RP3C-15 47,26 3
RP1B-33 11,81 1 SP2-23 30,37 1 RT3A-28 40,25 3
RP1C-116 13,60 1 ST2-15 28,05 1 RT3B-36 36,67 3
RP1C-122 31,33 1 ST2-21 18,06 1 RT3B-41 41,16 3
RP1C-31 13,02 1 ST2-23 28,93 1 RT3C-02 55,61 3
RP2A-23 9,05 1 ST3-13 20,04 1 SP2-12 41,52 3
RP2B-01 12,22 1 ST3-22 24,29 1 SP2-14 57,95 3
RP2B-113 17,30 1 FP1A-13 92,87 2 SP2-19 41,89 3
RP2B-14 13,70 1 FP1A-26 91,29 2 SP2-22 63,36 3
RP2B-18 25,93 1 FP1B-12 79,69 2 SP2-24 36,99 3
RP2B-21 5,58 1 RP1A-32 84,51 2 SP3-11 43,45 3
RP2C-01 16,18 1 RP3B-211 78,47 2 ST2-110 46,50 3
RP2C-13 14,02 1 RT1C-219 87,04 2 ST2-111 42,27 3
RP2C-34 12,12 1 SP3-12 76,94 2 ST2-18 62,75 3
RP3A-012 6,25 1 ST2-113 88,12 2 ST3-110 46,22 3
RP3B-01 7,10 1 ST2-12 100,15 2 ST3-16 54,74 3
RP3B-11 13,33 1 ST2-19 65,13 2 ST3-23 46,97 3
RP3B-110 15,26 1 ST3-116 79,90 2 ST3-25 54,74 3
RP3B-114 12,93 1 ST3-24 111,22 2

As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou ndo fosfatado (P).

Médias de trés repeticdes.
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3. Agrupamento dos isolados em relacdo as taxas de solubilizacdo de fosfato
inorganico. Médias de trés repeticoes.

Pi Pi Pi

Isolado (Mg/mL)  Cluster Isolado (Mg/mL)  Cluster Isolado (Mg/mL) Cluster
FP1A-13 151,1 1 FP1A-26 503,5 2 FP1C-13 363,6 3
FP1A-16 132,0 1 FP1C-12 513,6 2 FP2A-21 2347 3
FT2A-71 194,7 1 FP1C-27 406,9 2 FP2B-11 286,1 3
RP1A-210 103,8 1 FP2B-27 413,6 2 FP2B-12 321,1 3
RP1A-36 160,0 1 FP2C-21 395,9 2 FP3B-17 308,4 3
RP2B-14 46,8 1 FT1A-11 501,4 2 FP3C-31 2449 3
RP3A-012 59,0 1 RP2B-01 454,2 2 FT1B-24 345,7 3
RT1C-211 131,22 1 RP2C-01 465,1 2 FT2C-22 288,0 3
RT2A-16 29,6 1 RP3B-211 427,7 2 RP1A-01B 3215 3
RT2A-23 32,3 1 RT1A-02 417,7 2 RP1A-211  316,0 3
RT2B-13 18,0 1 RT2A-01 393,1 2 RP1A-28 257,0 3
RT2B-17 132,9 1 SP2-21 526,9 2 RP1A-32 249,2 3
RT2B-26 121,7 1 ST3-25 507,4 2 RP1A-34 276,4 3
RT2C-11 27,9 1 RP1A-37 299,0 3
RT3C-11 23,2 1 RP2C-13 277,0 3
RT3C-14 18,8 1 RP3C-15 243,6 3
RT3C-21 10,3 1 RP3C-16 324,1 3
ST2-12 163,8 1 RT1C-34 316,5 3
RT2A-02 321,3 3
RT3B-41 2417 3
RT3C-02 197,9 3
ST2-18 252,8 3
ST3-116 310,1 3

ST3-13 208,6 3
As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou nao fosfatado (P).
Médias de trés repeticdes.
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4. Agrupamento dos isolados em relagéo aos valores de pH conferidos ao meio
NBRIP pelos isolados solubilizadores de fosfato inorganico. Médias de trés

repeticoes.

Isolado pH Cluster Ph  Isolado pH  Cluster pH Isolado pH Cluster pH
FT1B-24 3,78 1 FP2B-12 4,26 1 RT2C-11 5,40 2
FP2B-27 4,01 1 RT1C-34 4,27 1 RT2B-13 5,41 2
RP1A-32 4,02 1 RP2C-01 4,33 1 RP3B-211 542 2
FP3B-17 4,09 1 RT3C-02 4,35 1 RT3C-11 5,56 2
RT3B-41 4,10 1 RT2B-26 4,41 1 RT3C-21 571 2

RP1A-01B 4,12 1 FP2A-21 4,43 1 RT2A-16 5,97 2
FP1C-27 4,13 1 RP3A-012 4,44 1 RT2A-23 6,23 2
RT2A-02 4,15 1 RP1A-34 4,45 1 ST2-18 4,59 3
RT1A-02 4,15 1 RP1A-36 4,47 1 FP1A-13 4,62 3
RT2A-01 4,15 1 FP1C-13 4,47 1 FP2C-21 4,63 3
RP3C-16 4,17 1 FP3C-31 4,49 1 SP2-21 4,67 3
FT1A-11 4,19 1 ST3-13 4,50 1 FT2A-71 4,71 3
RP1A-211 4,19 1 RP2C-13 4,50 1 RP1A-37 4,71 3
FP1A-26 4,20 1 RP1A-210 4,50 1 FP1A-16 4,83 3
FT2C-22 4,22 1 RT1C-211 4,50 1 FP2B-11 4,86 3
RP2B-01 4,22 1 RP3C-15 4,53 1 ST3-116 4,86 3
FP1C-12 4,23 1 RT2B-17 4,56 1 RP1A-28 4,88 3

ST3-25 5,00 3
RP2B-14 5,12 3
ST2-12 5,14 3
RT3C-14 5,18 3
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5. Agrupamento dos isolados em relacdo as taxas de producao de sideroforos,
expressas em unidades mM equivalentes de EDTA (Eq. EDTA). Médias de trés

repeticoes.
Eq. Eq. Eq.

Isolado EDTA Cluster Isolado EDTA Cluster Isolado EDTA Cluster
FP1C-13 1,84 1 FP1A-16 5,83 2 FP1A-11 2,58 3
FP1C-62 1,76 1 FP2A-32 6,95 2 FP1A-12 4,35 3
FP2C-21 0,45 1 FP2B-13 6,80 2 FP1A-13 3,09 3
FP3A-13 1,18 1 FP3A-12 4,76 2 FP1A-19 2,79 3
FT1A-22 0,58 1 FP3C-32 7,45 2 FP1A-21 2,51 3
FT1B-23 1,04 1 FT3B-15 5,00 2 FP1B-11 2,36 3
FT2A-25 1,06 1 SP2-19 6,61 2 FP1B-12 4,08 3
SP2-110 0,93 1 SP3-12 6,56 2 FP1B-14 2,61 3
SP2-12 1,27 1 FP2A-21 3,44 3
SP2-24 0,98 1 FP2B-11 2,55 3
SP3-11 0,50 1 FP2B-12 2,19 3
ST2-110 1,36 1 FP2B-25 3,94 3
ST2-111 1,26 1 FP2B-27 2,25 3

ST2-14 0,94 1 FP3A-11 2,32 3

ST2-18 1,19 1 ST2-12 2,99 3

ST2-21 0,40 1 ST2-15 2,55 3

ST3-22 1,76 1

As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou nao fosfatado (P).
Médias de trés repeticdes.
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6. Agrupamento dos isolados em relacdo as taxas de solubilizacdo de fosfato

inorganico, com valores de pH indicados.

Isolado  Pi(ug/mL) pH Cluster| Isolado Pi(ug/mL) pH Cluster
RT3C-21 10,0 5,3 1 RP1A-36 160,3 4,47 2
RT3C-14 12,2 5,24 1 FP1A-13 163,2 4,66 2
RT2B-13 13,0 5,28 1 FP2A-71 168,8 4.7 2
RT3C-11 13,7 5,49 1 RP1A-36 172,9 4,46 2
RT3C-21 15,3 5,38 1 FP1A-16 175,8 4,83 2
RT3C-14 18,7 5,21 1 FP2A-71 178,2 4,72 2
RT2B-13 20,0 5,44 1 ST2-12 186,9 5,15 2
RT2B-13 21,1 5,5 1 ST3-13 187,4 4,47 2
RT3C-11 21,4 5,54 1 RT3C-02 193,7 4,35 2
RT2C-11 23,8 5,39 1 RT3C-02 200,0 4,37 2
RT3C-14 24,3 5,09 1 RT3C-02 201,2 4,33 2
RT2C-11 25,8 5,35 1 ST3-13 213,6 4,5 2
RT2A-16 27,4 5,85 1 ST3-13 2244 4,52 2
RT2A-23 29,3 5,8 1 RP3C-15 225,2 4,61 3
RT2A-23 31,1 6,45 1 FP3C-31 228,3 4,49 3
RT2A-16 31,9 6,2 1 FP2A-21 230,7 4,43 3
RT3C-11 33,4 5,66 1 ST2-18 231,2 4,58 3
RT2C-11 34,1 5,45 1 RP1A-28 233,1 4,87 3
RT2A-23 36,7 6,44 1 ST2-18 233,6 4,54 3
RP2B-14 41,4 5,06 1 FP2A-21 235,8 4,48 3
RP2B-14 49,2 5,21 1 RP3C-15 235,9 4,62 3
RP2B-14 49,3 5,1 1 RP1A-32 236,3 3,99 3
RP1A-210 85,7 4,52 2 FP3C-31 236,7 4,5 3
FP1A-16 101,9 4,86 2 FP2A-71 238,5 4,71 3
RP1A-210 112,6 4,51 2 FP2A-21 239,6 4,38 3
RP1A-210 113,3 4,47 2 RT3B-41 240,2 4,04 3
RT2B-26 118,6 4,41 2 RT3B-41 242,1 4,16 3
FP1A-16 118,7 4,79 2 RT3B-41 2429 4,1 3
RT2B-17 121,3 4,59 2 FT2C-22 2454 4,25 3
RT2B-26 122,0 4.4 2 RP1A-32 251,9 4,15 3
RT2B-26 124,6 4,43 2 RP1A-28 254,6 4,85 3
RT1C-211 130,7 4,44 2 RP1A-32 261,6 3,93 3
RT1C-211 131,4 4,54 2 RP3C-15 263,3 4,37 3
RT1C-211 131,4 4,52 2 FP3C-31 269,7 4,47 3
RT2B-17 132,2 4,57 2 FT2C-22 270,0 4,23 3
FP1A-13 134,4 4,65 2 RP1A-34 270,6 4,45 3
RT2B-17 145,8 4,51 2 RP2C-13 272,3 4,51 3
RP1A-36 147,6 4,48 2 RP1A-34 275,0 4,43 3

ST2-12 149,4 5,14 2 FP2B-11 278,1 4.6 3

ST2-12 154,9 5,14 2 RP2C-13 278,7 4,49 3
FP1A-13 156,5 4,54 2 RP2C-13 279,6 4,49 3
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Isolado Pi(ug/mL) pH Cluster| Isolado Pi(ug/mL) pH Cluster

FP2B-11 2847 5,32 3 FP1C-27 358,8 4,1 4
RP1A-28 2854 491 3 FT1B-24 366,4 3,96 4
RP1A-34 285,9 4,48 3 FP2B-27 370,2 4,02 4
FP3B-17 287,3 4,12 3 RT2A-01 386,0 4,18 4
RP1A-37 288,3 4,77 3 FP2C-21 388,4 4,91 4
ST2-18 293,3 4,64 3 RT2A-01 393,1 4,14 4
FP2B-12 293,9 4,24 3 RP3B-211 395,9 5,39 4
FP2B-11 295,6 4,66 3 FP2C-21 399,5 4,92 4
RP1A-37 298,1 4,56 3 FP2C-21 399,7 4,07 4
ST3-116 305,3 4,76 3 RT2A-01 400,2 4,14 4
ST3-116 305,9 5,07 3 RT1A-02 411,9 4,14 4
FP3B-17 307,1 4,07 3 FP2B-27 413,2 4,02 4
RT2A-02 310,2 4,15 3 FP1C-27 413,2 4,15 4
RP3C-16 310,5 4,21 3 FP1C-13 415,7 4,83 4
RT1C-34 311,3 4,26 3 RT1A-02 417,0 4,16 4
RP1A-211 312,5 4,27 3 RT1A-02 4242 4,15 4
RP1A-211 313,1 4,2 3 RP3B-211 426,8 5,46 4
RP1A-37 313,4 4.8 3 RP2C-01 427,8 4,32 4
RP1A-01B 315,3 4,13 3 RP2B-01 441.,8 4,24 4
RT1C-34 316,9 4,25 3 FP1C-27 448,7 4,15 4
RT2A-02 317,6 4,16 3 RP3B-211 4542 5,42 4
RP3C-16 317,7 4,17 3 FP2B-27 457,3 3,99 4
ST3-116 318,8 4,75 3 RP2B-01 458,0 4,2 4
RT1C-34 321,2 4,3 3 RP2B-01 462,4 4,21 4
RP1A-01B 324,8 4,11 3 FT1A-11 478,6 4,16 4
RP1A-211 325,2 4,1 3 RP2C-01 480,7 4,33 4
FP2B-12 326,2 4,28 3 FP1C-12 481,5 4,24 4
RP1A-01B 327,4 4,13 3 RP2C-01 486,2 4,34 4
FP1C-13 329,5 4,31 3 SP2-21 491,1 4,72 4
FP3B-17 330,9 4,07 3 ST3-25 495,5 4,82 4
RT2A-02 336,0 4,13 3 FT1A-11 498,3 4,15 4
FT1B-24 336,8 4 3 ST3-25 499,3 5,08 4
RP3C-16 337,8 4,13 3 FP1A-26 500,7 4,21 4
FP2B-12 346,3 4,25 3 FP1A-26 504,5 4,18 4
FT2C-22 348,5 4,17 3 FP1A-26 505,3 4,21 4
FP1C-13 349,4 4,28 3 FP1C-12 515,6 4,22 4
ST3-25 527,0 511 4

FT1A-11 527,3 4,25 4

SP2-21 538,5 4,65 4

FP1C-12 543,8 4,23 4

SP2-21 550,7 4,63 4
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APENDICE F: Listas de isolados que expressaram fatores promotores de

crescimento vegetal.

1. Lista de isolados produtores de acido 3-indol acético (AlIA) em meio TSB

suplementado com 5 mM de triptofano, a 28°C e 180 rpm.

Isolado Identificacdo AlA (ug/mL)
ST2-19 Agrobacterium tumefaciens 65,13+7,96 h
RT2A-16 Arthrobacter ureafaciens 12,53+0,87 b
FP1A-26 Bacillus gibsonii 102,60+16,44 |
SP2-13 Bacillus gibsonii 15,02+0,68 b
RP3B-01 Bacillus samanii 5,462 47 a
FP2C-32 Bacillus sp. 15,02+0,49 b
SP3-11 Bacillus subtilis 43,45+2 31 e
FT1C-61 Bacillus subtilis 15,13+4,05 b
RP3C-01 Bacillus subtilis 35,65+0,03 e
RP3B-11 Bacillus toyonensis 13,33t1,87 b
FP3B-17 Curtobacterium albidum 23,48+6,32 c
FP1A-11 Curtobacterium sp. 26,031£0,52 d
FP1A-19 Curtobacterium sp. 43,48+1,98 e
FP1B-12 Curtobacterium sp. 79,69+1,93 i
FP1C-32 Curtobacterium sp. 12,46+4,70 b
FT1A-11 Enterobacter sp. 12,99+0,60 b
RP1A-211 Enterobacter sp. 39,33+1,77 e
RP1A-34 Enterobacter sp. 36,36+2,88 e
RP2C-13 Enterobacter sp. 14,02+0,63 b
RP2C-34 Enterobacter sp. 12,12+0,64 b
RP3B-18 Enterobacter sp. 17,02+2,52 b
FP1C-13 Enterobacteriaceae 48,02+2,72 f
RP1A-37 Enterobacteriaceae 47,94+0,54 f
RT3B-41 Flavobacterium acidificum 41,16+0,03 e



RP2B-113
ST2-111
SP3-12
FP3B-13
RP2B-18
SP2-110
SP2-14
SP2-19
SP2-22
SP2-23
SP2-24
ST2-110
ST2-15
ST2-23
ST3-23
FP1A-12
SP2-21
ST2-21
FT3B-15
FP1A-21
FP1A-16
FT1B-24
FP2B-27
FT2C-22
RP3C-16
FP2B-11
ST3-110
ST3-13

RT1C-219

Leuconostoc sp.

Microbacterium binotii
Microbacterium laevaniformans
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium sp.
Microbacterium testaceum
Microbacterium testaceum
Microbacterium testaceum
Microbacterium testaceum
Micrococcus yunnanensis

Obesumbacterium proteus

Pantoea ananatis
Pantoea sp.
Pantoea sp.
Pantoea sp.

Pantoea vagans

Pseudoclavibacter helvolus
Pseudomonas cremoricolorata

Pseudomonas mosselii

17,30%1,15 b
42,27+517 e
76,94+1,36 i
10,68+5,38 b
25,93+0,02 d
28,59+1,88 d
57,95+3,03 g
41,89+0,30 e
63,36+2,06 h
30,37+1,63 d

30,29+10,02 d
46,50+3,67 f
28,05+1,78 d
28,93+4,15 d
46,97+10,79 f
30,48+3,80 d
27,15+0,20 d
13,955,82 b
12,90+1,11 b
60,29+2,42 g
38,48+0,52 e
12,68+5,89 b
60,82+1,10 g
53,17+0,73 g
17,0442,28 b
25,01+2,85 d
46,22+1,31 f
20,04+0,78 ¢

87,04+0,03 i
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SP2-18
ST2-18
RP2A-23
FP3A-13
RT3A-28
RT3B-36
RT3C-111
RT3C-02
ST3-24
ST3-16
FP2B-23
RP3B-211
ST3-22
RP2C-01
RT1A-02
RT2A-01
RP1A-01B
RP3A-012
FP1A-13
FP1B-14
FP1C-12
FP1C-27
FP2A-32
FP2C-23
RP1A-28
RP1A-32
RP1A-36
RP1B-33

RP1C-116

Pseudomonas mosselii
Pseudomonas mosselii
Pseudomonas protegens
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Psychrobacter faecalis
Psychrobacter faecalis
Rhizobium pusense
Rhodococcus sp.
Serratia marcescens
Serratia marcescens
Serratia marcescens
Serratia sp.

Serratia sp.

18,34+4,01 ¢
62,75+0,77 h
7,34+3,06 b
51,13+10,10 f
40,25+0,04 e
36,67+0,03 e
24,09+0,55 d
55,61+2,66 g
111,22+0,03
54,74+2,45 g
4,65+2,56 b
78,47+2,25 |
24,29+1,59 d
16,18+2,47 b
14,37+2,85 b
12,05+3,25 b
13,73+0,73 b
6,25:0,31 a
92,87+6,53
11,83+0,87 b
49,59+0,57 f
15,27+4,64 b
59,83+2,49 g
33,26+1,95 e
47,016,52 f
84,51+3,01
20,94+1,96 ¢
13,25+2,11 b
13,60+1,09 b
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RP1C-122
RP1C-31
RP2B-01
RP2B-14
RP2B-21

RP3B-110

RP3B-114

RP3B-212
RP3C-15

RT1C-211
RT1C-34

RT2A-011
RT2A-02
RT2B-17

SP2-12
ST2-113
ST2-12
ST3-116

ST3-25

31,33+2,61 e
13,02+1,55 b
12,22+0,28 b
16,87+4,53 b
4,45+0,02 a
15,26+1,86 b
12,93+1,10 b
13,21+0,99 b
55,48+0,11 g
20,23+6,29 c
16,32+1,37 b
28,79+6,41 d
12,9042,17 b
13,62+0,37 b
41,5242,17 e
88,12+0,68 |
100,15+9,84 |
79,90+10,25 |

54,74+0,88 g
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As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou ndo fosfatado (P).
Média seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Coeficiente de variacdo de 14,8%. Médias de trés repeticdes.
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2. Lista de isolados solubilizadores de fosfato de calcio em meio NBRIP, a 28°C e
180 rpm, indicando as taxas de solubilizagéo e valores de pH conferidos ao meio

de cultura.

Isolado Identificacéo Pi (ug/mL) pH
RT2A-16 Arthrobacter ureafaciens 29,6x19b 5,97+0,16 f
RT3C-14 Bacillus aryabhattai 18,8+5 a 5,18+0,06 c
FP1A-26 Bacillus gibsonii 503,52 m 4,20+0,01 a
RT2B-13 Bacillus pumilus 18,0+3,6 a 5,41+0,09 d
RT3C-11 Bacillus sp. 23,2+8,1 b 5,56+0,07 d
RT3C-21 Bacillus sp. 10,3+2,2 a 5,71+0,03 d
RT2C-11 Bacillus subtilis 27,9+44 b 5,40+0,04 d
FP3B-17 Curtobacterium albidum 308,4+17,8 h 4,090,022 a
FT1B-24 Curtobacterium flaccumfaciens 345,7+14,7 i 3,78+0,02 a
FT1A-11 Enterobacter sp. 501,4+20 m 4,19+0,04 a

RP1A-211 Enterobacter sp. 316,0+5,9 h 4,19+0,07 a
RP1A-34 Enterobacter sp. 276,4+6,4 ¢ 4,45+0,02 b
RP2C-13 Enterobacter sp. 277,0£3,2 g 4.50+0,01 b
FP1C-13 Enterobacteriaceae 363,6+36,9 i 4,47+0,25 b
RP1A-37 Enterobacteriaceae 299,0+10,3 h 471+0,11b
RT3B-41 Flavobacterium acidificum 241, 7+1,1f 4,10+0,05 a
FP2C-21 Klebsiella variicola 395,945,3j 4,63+0,4b

FP2A-21 Lactococcus lactis 234,7+3,6 f 4,43+0,04 b

SP2-21 Microbacterium testaceum 526,9+25,7 m 4.67+0,04 b
FP1A-16 Obesumbacterium proteus 132,0£31,6 c 4,83+0,03 b
FP2B-27 Pantoea sp. 413,6+35,6 g 4,01+0,01 a
FT2C-22 Pantoea sp. 288,044 g 4,22+0,03 a
RP3C-16 Pantoea sp. 324,1+11,5h 4,17+0,03 a
FP2B-11 Pantoea vagans 286,1+7,2 g 4,86+0,33 b

ST3-13 Pseudomonas cremoricolorata 208,6+15,6 e 4.50+0,02 b

ST2-18 Pseudomonas mosselii 252,8+28,7 f 4,59+0,04 b
RT3C-02 Pseudomonas sp. 197,9+3,3 e 4,35+0,02 a

RP3B-211 Rhizobium pusense 427,7+23,8 | 5,42+0,03 d
RP2C-01 Serratia marcescens 465,1+26,3 | 4,33+0,01 a
RT1A-02 Serratia marcescens 417,715 4,15+0,01 a
RT2A-01 Serratia marcescens 393,145,8j 4,15+0,02 a
RP1A-01B Serratia sp. 321,5+5,2 h 4,12+0,01 a
RP3A-012 Serratia sp. 59,0+2,9 b 4,44+0,03 b
FT2A-71 Staphylococcus epidermidis 194,7£30,9 e 4,71+0,01 b
FP3C-31 Staphylococcus sp. 244 9+179f 4,49+0,01 b
FP1A-13 - 151,1+12,3 ¢ 4,62+0,05 b
FP1C-12 - 513,6+25,5m 4,23+0,01 a
FP1C-27 - 406,9+37 | 4,13+0,02 a
FP2B-12 - 321,1+21,6 h 4,26+0,02 a
RP1A-210 - 103,8+12,9 ¢ 4,50+0,02 b
RP1A-28 - 257,0+21,5f 4,88+0,02 b
RP1A-32 - 249,2+10,4 f 4,02+0,09 a
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Isolado Identificacéo Pi (ug/mL) pH
RP1A-36 - 160,0+10,3d 4,47+0,01 b
RP2B-01 - 454,2+8,9 k 4,22+0,02 a
RP2B-14 - 46,8+3,7 b 5,12+0,06 c
RP3C-15 - 243,616 f 4,53+0,12 b
RT1C-211 - 131,2+0,3 ¢ 4,50+0,04 b
RT1C-34 - 316,5+4,1 h 4,27+0,02 a
RT2A-02 - 321,3+10,8 h 4,15+0,01 a
RT2A-23 - 32,3%3,2b 6,23+0,3 e
RT2B-17 - 132,9+10c 4,56+0,03 b
RT2B-26 - 121,742,5¢c 4,41+0,01 b

ST2-12 - 163,8+16,5d 5,14+0,005 ¢
ST3-116 - 310,14+6,2 h 4,86+0,15 b

ST3-25 - 507,4+14 m 5,004+0,13 c

As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou ndo fosfatado (P).
Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade (dados originais de fosfato solubilizado transformados em Box-Cox). Coeficientes de
variacdo de 6,74% para as dosagens de fosfato sollvel e 5,87% para os valores de pH. Médias de
trés repeticoes.



3. Lista de isolados que apresentaram a capacidade de

em meio sélido, a 28°C.
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mineralizar fitato de sédio

ISOLADO IDENTIFICACAO ISOLADO IDENTIFICACAO
RT1A-01 Arthrobacter boritolerans RT3C-02 Pseudomonas sp.
RP1B-210  Arthrobacter chlorophenolicus  RP3B-211 Rhizobium pusense
RT2A-16 Arthrobacter ureafaciens ST3-22 Rhodococcus sp.
RT3C-14 Bacillus aryabhattai RT1A-02 Serratia marcescens
FP1A-26 Bacillus gibsonii RT2A-01 Serratia marcescens
RT2A-12 Bacillus sp. RP2C-01 Serratia marcescens

RT3B-22 Bacillus sp. RP1A-01B Serratia sp.
RT3C-11 Bacillus sp. RP3A-012 Serratia sp.

RT3C-21 Bacillus sp. FT1B-61 Staphylococcus epidermidis
RT2C-11 Bacillus subtilis FP1C-13 Enterobacteriaceae
RP3C-01 Bacillus subtilis RP1A-37 Enterobacteriaceae
RP1A-211 Enterobacter sp. FP2A-32 -
RP1A-34 Enterobacter sp. ST2-12 -
RP2C-13 Enterobacter sp. ST2-113 -
RP2C-34 Enterobacter sp. ST3-116 -

FT1A-11 Enterobacter sp. ST3-25 -
RT1C-22 Exiguobacterium acetylicum SP2-12 -
RT3B-41 Flavobacterium acidificum FP1A-13 -
FP2C-21 Klebsiella variicola FP1C-12 -
RP2C-33 Lactococcus lactis FP2B-12 -
RP1A-35 Leuconostoc holzapfelii RT1A-210 -
RT1C-214 pseula(e)lrjrfgsneor?ttgr%ides RT1C-211 i
RT2B-25  Microbacterium laevaniformans RT1C-34 -
FP1A-16 Obesumbacterium proteus RT2A-02 -
RP1C-25 Paenibacillus barcinonensis RT2A-08 -
RT3B-34 Paenibacillus tundrae RT2A-23 -

FT1B-24 Pantoea ananatis RT2B-17 -

FP2B-27 Pantoea sp. RT2B-26 -

FT2C-22 Pantoea sp. RT3C-17 -
RP3C-16 Pantoea sp. RP1A-32 -

FP2B-11 Pantoea vagans RP1C-116 -

ST2-18 Pseudomonas mosselii RP2B-01 -
RP2A-23 Pseudomonas protegens RP2B-14 -
RT3C-111 Pseudomonas sp. RP2B-21 -

FP3A-13 Pseudomonas sp. RP3C-15 -
RT3A-28 Pseudomonas sp. RP1A-28 -
RT3B-36 Pseudomonas sp. RP1A-210 -

As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou nao fosfatado (P).



132

4. Lista de isolados produtores de sideroforos em meio KB a 28°C e 200 rpm.
Taxas de producgdo expressas em milimolares equivalentes de atividade quelante

de EDTA.

Isolado Identificacdo Sideréforos
FT2A-25 Bacillus ginsengi 1,06+0,22 b
SP3-11 Bacillus subtilis 0,50+0,1 a
FP1A-11 Curtobacterium sp. 2,58+0,35d
FP1A-19 Curtobacterium sp. 2,79+0,48 d
FP1B-12 Curtobacterium sp. 4,08+0,29 e
FP3C-32 Curtobacterium sp. 7,45+0,37 f
FP2C-21 Klebsiella variicola 0,45x£0,01 a
FP2B-25 Lactococcus lactis 3,94+0,3 e
FP1B-11 Lactococcus lactis 2,36+0,33 d
FP2A-21 Lactococcus lactis 3,44+0,3 d
ST2-111 Microbacterium binotii 1,26+0,12 b
SP3-12 Microbacterium laevaniformans 6,56+1,34 f
FP3A-12 Microbacterium sp. 4,76+£0,03 e
SP2-110 Microbacterium sp. 0,93+0,2 b
SP2-19 Microbacterium sp. 6,61+1,75f
SP2-24 Microbacterium sp. 0,98+0,13 b
ST2-110 Microbacterium sp. 1,36+0,53 b
ST2-15 Microbacterium sp. 2,55+0,85 d
FP1A-12 Microbacterium testaceum 4,35+0,62 e
FT1A-22 Microbacterium testaceum 0,58+0,1 a
ST2-21 Microbacterium testaceum 0,40+0,09 a
FT3B-15 Microbacterium testaceum 5,00+0,41 e
FP1A-21 Micrococcus yunnanensis 2,51+0,4d
FP1A-16 Obesumbacterium proteus 5,83+1,09 f
FP2B-11 Pantoea vagans 2,5510,24 d
FP2B-27 Pantoea sp. 2,25+0,14 d
ST2-14 Pseudoclavibacter helvolus 0,94+0,38 b
ST2-18 Pseudomonas mosselii 1,19+0,27 b
FP3A-13 Pseudomonas sp. 1,18+0,54 b
FT1B-23 Psychrobacter pulmonis 1,04+0,26 b
ST3-22 Rhodococcus sp. 1,76£0,02 ¢
FP1C-62 Staphylococcus epidermidis 1,76£0,01 c
FP3A-11 Staphylococcus warneri 2,32+0,19d
FP1C-13 Enterobacteriaceae 1,84+0,12 ¢
FP2A-32 - 6,95+0,59 f
FP1A-13 - 3,09+0,6 d
FP1B-14 - 2,61+0,18 d
FP2B-12 - 2,19+0,18d
FP2B-13 - 6,80+0,07 f
SP2-12 - 1,27+0,29 b
ST2-12 - 2,99+0,57 d
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As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou ndo fosfatado (P).
Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade. Dados originais transformados em Box-Cox. Coeficientes de variacdo de 30,79%.
Médias de trés repeti¢oes.
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5. Lista de isolados que apresentaram a capacidade de reproduzir todos os fatores
promotores de crescimento vegetal analisados.

Isolado Identificacdo AlA (ug/mL) Pi (ug/mL) Sidero6foros* Fitases
RT2A-16* Arthrobacter ureafaciens 12,53+0,87 b 29,6x1,9b +
RP1A-211 Enterobacter sp. 39,33+1,77e 316,0£59h +
RP1A-34 Enterobacter sp. 36,36£2,88e 276,416,4 ¢ +
RP2C-13 Enterobacter sp. 14,02+0,63 b  277,0x3,2 g +
RT3B-41 Flavobacterium acidificum  41,16+0,03 e  241,7+1,1f +
FP1A-16* Obesumbacterium proteus 38,48+0,52e 132,0+31,6c  5,83+1,09 f +

FP2B-27 Pantoea sp. 60,82+1,10g 413,6+35,6 g 2,25+0,14d +
RP3C-16 Pantoea sp. 17,04+2,28 b 324,1+11,5h +

FP2B-11 Pantoea vagans 25,01+2,85d 286,1t7,2 g 2,55+0,24 d +

ST2-18* Pseudomonas mosselii 62,75+0,77 h  252,8+28,7f 1,19%0,27 b +
RT3C-02 Pseudomonas sp. 55,61+2,66g 197,9+3,3 e +
RP3B-211 Rhizobium pusense 78,472,251 427,7+23,8 ] +
RP2C-01 Serratia marcescens 16,18+2,47 b  465,1+26,3 | +
RT1A-02 Serratia marcescens 14,37+2,85 b 417,745 +

RT2A-01 Serratia marcescens 12,05£3,25b  393,1+5,8 | +
RP1A-01B Serratia sp. 13,73+0,73 b  321,5+5,2 h +
RP3A-012 Serratia sp. 6,2510,31 a 59,0£2,9 b +
FP1C-13* Enterobacteriaceae 48,02+2,72f 363,6+36,9 i 1,84+0,12 ¢ +
RP1A-37 Enterobacteriaceae 47,94+0,54f 299,0+10,3 h +

FP1A-13 - 92,87+6,53j 151,1+123c 3,09+0,6 d +
RP1A-28 - 47,01+6,52f 257,0+21,5f +
RP1A-32 - 84,51+3,01j 249,2+10,4f +
RP2B-01 - 12,22+0,28 b  454,2+8,9 k +
RP2B-14 - 16,87+4,53 b  46,8+3,7b +
RP3C-15 - 55,48+0,11 g 243,6+16 f +
RT1C-211 - 20,23+6,29 ¢  131,2+0,3 ¢ +
RT1C-34 - 16,32+1,37b  316,5¢4,1 h +

RT2A-02 - 12,90+2,17 b 321,3+10,8h +

ST2-12* - 100,15+9,84j 163,8t16,5d 2,99+0,57d +

*Isolados que também apresentaram atividade antagonista contra bactérias (E. coli ou B. subtilis) ou

fungos (F. verticillioides ou C. graminicola);

**Apenas isolados de folhas e seiva de milho foram analisados quanto a producgédo de sideroforos;

As iniciais dos isolados indicam se eles foram isolados da seiva (S), folhas (F) ou raizes (R) do milho.
O segundo digito indica se eles foram isolados do tratamento fosfatado (T) ou nao fosfatado (P).
Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Dados originais transformados em Box-Cox. Médias de trés repeticdes para os ensaios

quantitativos.



