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Exsudacdo radicular e sua utilizagéo por rizobactérias

RESUMO

Sabe-se que as plantas sdo capazes de influenciar a composi¢do da comunidade microbiana ao
redor de seu sistema radicular pela exsudagdo de carboidratos e outros compostos. A rizosfera
de alface (Lactuca sativa) é habitada por rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCPs), inclusive as fluorescentes de Pseudomonas sp. No entanto, a producdo de
inoculantes com essas bactérias tem sido dificultada por resultados ainda variaveis. Dessa
forma, o principal objetivo deste trabalho foi realizar uma anélise mais detalhada do ambiente
rizosférico que permitisse determinar qual a influéncia da exsudacdo radicular de agUcares e
proteinas por alface, sobre a colonizacdo radicular por essas bactérias rizosféricas,
comparando com os resultados encontrados em chicoria e rucula. Para isso cultivaram-se
plantas de alface, rucula e chicoria em sistema gnotobiotico, sendo analisados os exsudatos
quanto ao teor de agucar, por cromatografia liquida de alto desempenho, e de proteinas, por
espectrofotometria, 7 e 21 dias apos emergéncia da radicula. Também se testou a utilizacéo,
em meio de cultura, dos acucares encontrados, por isolados de Pseudomonas, e
posteriormente a colonizacdo das raizes das plantas pelos mesmos isolados. Detectou-se a
presenca de uma certa variedade de agUcares: galactose, xilose, manose e sacarose, em
quantidades traco, e arabinose, frutose e glicose + manose em maiores concentracdes. A
exsudacdo desses acUcares apresentou diferencas em concentracdo entre as trés espécies
vegetais e entre os dois periodos amostrados. N&o houve diferencas na exsudacdo de proteinas
entre as plantas ou periodos. Assim, 0s agucares e proteinas parecem ndo serem 0s Unicos
componentes dos exsudatos responsaveis pela colonizacdo aparentemente preferencial de
espécies fluorescente do género Pseudomonas em plantas de alface. Todos os isolados de
Pseudomonas utilizaram pelo menos um dos trés acucares encontrados em maior
concentracdo (glicose, frutose e arabinose), como Unica fonte de energia, além de terem

colonizado as raizes das trés espécies vegetais.

Palavras-chave: Lactuca sativa, promogéo de crescimento, RPCPs.



Root exudation and its use by rhizobacteria

ABSTRACT

The plants can influence the composition of microbial communities around their roots
by exudation of carbohydrates and other compounds. The rhizosphere of lettuce (Lactuca
sativa) is inhabited by plant growth promoting rhizobacteria (PGPRs), including fluorescent
Pseudomonas sp. However, the production of inoculants with these bacteria has been
impaired due to unstable results. Thus, the main objective of this study was to realize a more
detailed analysis of the rhizosphere environment to determine the influence of the root
exudation of sugars and proteins from lettuce, concerning the rhizospheric colonization by
these bacteria, and comparing it with endive and arugula. So, lettuce, endive and arugula were
cultivated in gnotobiotic systems, and the exudates were analyzed on the sugar content in
high-performance liquid chromatography, and protein in a spectrophotometer, 7 and 21 days
after the shoot emergence. The use of sugars by Pseudomonas isolates and colonization of
plant roots by these isolates were tested. The presence of a variety of sugars: galactose,
xylose, mannose and sucrose in trace amounts, and arabinose, glucose + maltose and fructose
at higher concentrations was detected. The exudation of these sugars presented concentrations
differences between the three plant species and between the two periods. There were no
differences in the exudation of proteins between plants or periods. Thus, the sugars and
proteins were not the only components of the exudates responsible for the colonization
species of fluorescent Pseudomonas in lettuce. All strains of Pseudomonas used at least one
of the three sugars found in higher concentrations (glucose + maltose, fructose and arabinose)

as the only energy source, and have colonized the roots of three plant species.

Key-words: PGPR, Lactuca sativa, grown promoting
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1 INTRODUCAO

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) sdo bactérias que
colonizam raizes de plantas e promovem seu crescimento quando inoculadas em sementes,
raizes ou tubérculos. Esse grupo de bactérias vem sendo pesquisado ha décadas em todo o
mundo, com Varios relatos de sucesso e de insucesso, em diversas situagcdes. Os principais
géneros de bactérias que tém sido usados como promotores de crescimento, em estudos, sdo
Pseudomonas spp., Azospirillum spp., Bacillus spp., Burkholderia spp. e Azotobacter spp.
Espécies de Pseudomonas tém sido benéficas em cereais e leguminosas, entre outros grupos
vegetais.

Acredita-se que as RPCPs produzam substancias promotoras de crescimento, como 0s
fitormdnios auxina, citocinina e giberelina, e previnam o estabelecimento de patdgenos na
rizosfera por produzirem antibioticos, sideroforos ou enzimas hidroliticas, além de poderem
induzir a resisténcia sistémica. Mas, apesar do conhecimento de seus beneficios as plantas, as
RPCPs ainda ndo sdo usadas na producdo de inoculantes porque os resultados obtidos em
estudos ainda sdo variaveis, ou seja, sdo resultados que néo se repetem, ou testes in vitro cujos
resultados néo sdo alcangados no campo.

Entre as espécies de RPCPs estdo algumas das fluorescentes do género Pseudomonas,
que habitam a rizosfera de algumas plantas, como a alface (Lactuca sativa), favorecendo seu
crescimento. Como o local onde vivem e atuam é o ambiente rizosférico, é ai que se devem
buscar os fatores que determinam o sucesso de seu estabelecimento, o que poderia explicar a
instabilidade nos resultados dos trabalhos com as RPCPs. Assim, seria importante entender se
0s exsudatos da alface tém influéncia sobre as bactérias rizosféricas e como isso ocorre,
podendo significar a colonizacdo ou ndo do ambiente rizosférico, ja que varios estudos tém
indicado que a composicdo e a quantidade dos exsudatos liberados pelas raizes influenciam
diretamente o ambiente rizosférico, beneficiando a colonizagéo de certas comunidades.

Assim, as raizes das plantas liberam varios compostos como acgucares, acidos
organicos, aminoacidos, entre outros, e tanto este conteddo como a quantidade em que sdo
liberados sdo influenciados por diversos fatores, como espécie da planta e estadio de
desenvolvimento da planta, e também influenciam diferentemente a microbiota rizosférica,

podendo levar a diferentes resultados quanto a colonizagéo radicular.



Sabe-se, por exemplo, que a rizosfera de alface favorece a colonizagcdo de bactérias
fluorescentes do género Pseudomonas, em comparagdo com outras plantas e com outra
bactéria rizosférica do género Bacillus, independentemente do ambiente de cultivo ou das
caracteristicas do solo, e que este fato deve ser devido a composicdo e quantidade de
exsudatos liberados pelas diferentes plantas. Assim, a composicdo e as quantidades das
substancias liberadas pela alface favoreceriam as bactérias fluorescentes do género
Pseudomonas.

Dessa forma, comprovada a influéncia da espécie vegetal na colonizagdo da regido
rizosférica e tendo em mente que os exsudatos liberados podem exercer grande influéncia
sobre essa caracteristica, seria importante descobrir qual a composicdo dos exsudatos de
Lactuca sativa (alface), em pelo menos algumas substancias, e se alguma delas tem efeito
sobre o crescimento de Pseudomonas spp. do grupo fluorescente.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram a verificacdo da importancia da exsudagéo
radicular de acglcares e proteinas por alface sobre a colonizacdo rizosférica por bactérias
rizosféricas fluorescentes do género Pseudomonas e a avaliagdo, in vivo, do estabelecimento
de espécies de Pseudomonas fluorescentes na rizosfera de alface em compara¢do com outras

espécies vegetais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 As Bactérias do Género Pseudomonas

As bactérias do género Pseudomonas sdo Gram-negativas, habitam normalmente o
solo e a agua, onde suas atividades sdo importantes na mineralizacdo da matéria organica.
Algumas espécies causam doencas em plantas e exibem variados graus de especificidade com
hospedeiros (BUCHANAN & GIBBONS, 1974).

A maioria das espécies estudadas, incluindo as parasitas, ndo requerem nenhum fator
de crescimento e podem se desenvolver em meio mineral com um composto organico como
Unica fonte de carbono e energia. Poucas espécies requerem aminoacidos ou vitaminas. O
acetato pode ser usado como principal nutriente por todas as espécies que tém sido
caracterizadas. O lactato, o succinato e a glicose podem ser usados pela maioria, mas nao por

todas as espécies. Uma caracteristica marcante de muitos membros do género é sua habilidade



em usar uma grande variedade de compostos organicos como Unica ou principal fonte de
crescimento: alguns isolados utilizam mais de 100 diferentes substratos (BUCHANAN &
GIBBONS, 1974).

O grupo fluorescente produz pigmentos amarelo-esverdeados, que fluorescem em luz
ultravioleta (comprimento de onda abaixo de 260 nm), particularmente em meios deficientes
em ferro (por exemplo: meio B de KING et al., 1954). Algumas espécies de Pseudomonas
fluorescentes também produzem pigmentos denominados fenazinas, que podem ser azuis,
alaranjados ou verdes, particularmente no meio A de KING et al. (1954).

Muitos estudos vém indicando que as bactérias do género Pseudomonas
frequentemente dominam a rizosfera, onde tém papel fundamental na ciclagem de nutrientes e
na fertilidade do solo (ROSALES et al., 1995; PICARD et al., 2000) e como rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) (PICARD et al., 2000; ROSS et al., 2000;
BERGSMA-VLAMI et al., 2005).

Dentre as RPCPs, as Pseudomonas, principalmente as do grupo fluorescente, sdo as
bactérias mais bem estudadas, devido a suas caracteristicas como presenca em diversos
ambientes e em elevadas populacdes, versatilidade nutricional, antagonismo a diversos
patogenos e producdo de antibidticos, sideroforos e horménios de crescimento vegetal
(MELO & AZEVEDO, 1998).

2.2 As RPCPs e suas Interagdes com Plantas

A rizosfera abriga uma variedade de microrganismos, que podem ser benéficos,
prejudiciais ou neutros ao crescimento da planta. Entre os benéficos estdo as RPCPs, cuja
acdo tem sido mostrada em diferentes condi¢Ges de clima, solo e temperatura e em diferentes
espécies de plantas (arroz, trigo, alface, milho, leguminosas etc.), como mostram os estudos
de FREITAS & GERMIDA (1992a); SINDHU et al. (2002); EGAMBERDIYEVA &
HOFLICH (2003); FREITAS et al. (2003); CONG et al. (2009); entre muitos outros.

Os efeitos benéficos das RPCPs tém sido observados tanto no aumento da
produtividade das culturas como na reducdo de comunidades de microrganismos patogénicos.
EGAMBERDIYEVA & HOFLICH (2003), por exemplo, perceberam que algumas espécies
de Pseudomonas causaram um aumento significativo na absor¢do de P e K em trigo e que
espécies de Mycobacterium também tiveram efeito positivo em trigo, causando maior
absorcdo de N, P e K. Todas as espécies promoveram aumento da massa de matéria seca das

raizes e da parte aérea. Posteriormente, EGAMBERDIEVA (2007) novamente detectou 0s



mesmos beneficios proporcionados por essas bactérias em milho. ROSAS et al. (2009)
obtiveram resultados semelhantes com as mesmas espécies vegetais (trigo e milho) que
receberam o inoculo de Pseudomonas aurantiaca. Além disso, aplicaram também
fertilizantes, demonstrando que o indculo reduziu a necessidade de fertilizantes a base de
uréia, o que concorda com o trabalho de CONG et al. (2009), que conseguiram economizar 43
kg ha™ de N em arroz, com aumento da producéo de 270 kg ha™, em duas estagdes chuvosas
subsequentes, ajudando, além da economia, a mitigar a poluicdo por nitrogénio inorganico de
aguas superficiais e subterraneas.

NAIMAN et al. (2009) relataram para trigo um aumento na massa de matéria seca na
fase de preenchimento de gréos, em plantas que receberam inoculantes comerciais, um com P.
fluorescens e dois com Azospirillum brasiliense. As plantas que receberam P. fluorescens
apresentaram um aumento de 23% na biomassa da parte aérea, de 46% na massa de matéria
seca da raiz e de 19% na producéo de grdos em comparagdo com o controle.

Efeitos semelhantes foram observados por outros pesquisadores, com o inoculo de
varias bactérias consideradas promotoras de crescimento, como a elongacéo de raizes e parte
aerea de canola, alface e tomate (GLICK et al., 1997; FREITAS et al., 2003); aumento da
concentracdo de nutrientes na parte aérea e raizes de plantas e melhor eficiéncia na utilizacéo
na utilizacdo destes (EGAMBERDIYEVA & HOFLICH, 2003; EGAMBERDIYEVA, 2007,
BARRETTI et al., 2008; REIS-JUNIOR et al., 2008;); aumento da area foliar e massa de
matéria seca e/ou fresca da parte aérea e/ou raizes (FREITAS, 1989; SINDHU et al., 1999,
2002; GOMES et al., 2003; FREITAS & AGUILAR-VILDOSO, 2004; BARRETI et al.,
2008; REIS-JUNIOR et al., 2008); além de promover a germinacio de sementes de grao de
bico e soja (DILEEP KUMAR & DUBE, 1992); aumento do contetdo de agUcar em beterraba
(CAKMAKCI et al., 2006) e aumento do niumero de nédulos de feijdo mungo (Vigna radiata)
(SINDHU et al., 1999). Mesmo em condic6es extremas (estresse salino ou de temperatura), 0s
isolados de canola (colonizadores efetivos de canola) promoveram o crescimento das plantas,
enquanto os introduzidos ndo apresentaram o mesmo desempenho (GLICK et al., 1997).

CAKMAKCI et al. (2006), aléem de observarem maior crescimento de beterraba,
comprovando os efeitos benéficos da RPCPs, ainda observaram que 0s maiores beneficios
ocorreram logo nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta, ou seja, a rapida resposta
inicial as bactérias inoculadas fez com que as folhas se expandissem antes que o esperado e
que as raizes alcangassem rapidamente seu pico de desenvolvimento.

Assim, muitos estudos tém comprovado a acdo benéfica das RPCPs a muitas culturas e

por mecanismos variados, muitos dos quais estdo descritos na literatura, e cujo conhecimento



é imprescindivel para a exploracdo dos diferentes potenciais de cada uma das bactérias, nas
varias culturas e condi¢cGes ambientais.

Um bom exemplo de um mecanismo foi a producdo de enzimas por bactérias do
género Pseudomonas, em trabalho realizado por SHAHAROONA et al. (2006). Em seus
experimentos com milho, percebeu que muitas linhagens de Pseudomonas causaram
crescimento da planta, das raizes e a biomassa geral, mesmo em niveis étimos de N, visto que
altos niveis de NOs na regido da raiz levam ao aumento da producdo de etileno, que é
inibitério ao crescimento de raizes, além de ser provavel que reduzam a eficiéncia das RPCPs.
O autor chegou a concluséo de que esse resultado se deveu a atividade da ACC-deaminase
produzido pelas bactérias, que baixaram os niveis de etileno, pelo “seqiiestro” do ACC, um
precursor do etileno, promovendo o crescimento das raizes. A linhagem de P. fluorescens foi
a mais eficaz, o que pode ter sido devido a alta capacidade de colonizacdo dessa bactéria,
segundo o autor, e pela atividade das enzimas quitinase e ACC-deaminase.

EGAMBERDIYEVA (2007) detectou a producéo de outras enzimas (amilase, lipase,
celulase e protease) por diferentes isolados de Pseudomonas e Mycobacterium, sendo que 0s
isolados que produziram essas enzimas também inibiram o crescimento de fungos patogénicos
do género Fusarium.

Outros trabalhos relataram a producdo de fitorménios por RPCPs, como
DUBEIKOVSKY et al. (1993), em que dois isolados de Pseudomonas, cuja producéo de
acido indol acético (AlA) foi detectada, foram inoculados em arvores de groselha. Houve um
efeito estimulante no desenvolvimento radicular dessas plantas, tendo o tamanho da
populacdo do isolado inoculado na superficie radicular se correlacionado com o efeito
observado. Fato semelhante foi relatado por EGAMBERDIYEVA & HOFLICH (2003), em
que todos os isolados que promoveram o aumento do conteudo de nutrientes nas plantas
produziram auxinas, servindo provavelmente como um regulador que estimulou o
desenvolvimento das raizes, resultando em uma melhor absorcdo de nutrientes e de agua.
Além das auxinas, a producéo de citocininas foi detectada em_Paenibacillus polymyxa durante
sua fase estacionaria de crescimento (TIMMUSK et al., 1999).

Além da promocao direta de crescimento, hd também varios estudos que comprovam a
acdo das RPCPs na supressdo de microrganismos deletérios, como os estudos feitos por
SINDHU et al. (1999, 2002), em que espécies de Pseudomonas isoladas da rizosfera de grama
foram inoculadas em solos infestados com potenciais patdgenos (Aspergillus sp., Curvularia
sp., Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani), inibindo o crescimento desses fungos; de
maneira semelhante, em resultados relatados por EGAMBERDIYEVA (2007), espécies de



Mycobacterium, Pseudomonas e Bacillus apresentaram reacdo antagOnica contra fungo
patogénico do género Fusarium. No Brasil, AGNANI et al. (2005) e FREITAS &
PIZZINATTO (1997), entre outros, observaram também a inibicdo da manifestacdo de
patdgenos em plantas citricas e em algodoeiro, respectivamente.

A atividade de promocdo de crescimento também pode ocorrer pela producdo de
sideréforos, quelantes de ferro de baixo peso molecular, excretados sob condigdes de
deficiéncia de ferro. Assim, os siderdforos séo ligantes especificos de Fe(lll), e desempenham
a funcdo de sequestrar e transportar esse ion, incorporando-o ao metabolismo celular
(BENITE et al., 2002). Dessa forma, os sider6foros produzidos pelas bactérias complexam o
ferro do ambiente, tornando-o menos disponivel a certos microrganismos do solo
(KLOEPPER et al., 1980). No trabalho conduzido por SINDHU et al. (2002), isolados de
Pseudomonas produtores de sider6foros e de antibidticos foram os responsaveis pelo
antagonismo, inibindo o crescimento de varios fungos patogénicos (Aspergillus sp.,
Curvularia sp., Fusarium sp. e Rhizoctonia sp.). Também se relatou a agdo supressora do
antibiotico fenazina-1-acido-carboxilico produzido por Pseudomonas fluorescens contra o
microrganismo patogénico Gaeumannomyces graminis (BULL et al., 1991).

As RPCPS podem ainda estimular a inducéo de resisténcia sistémica (IRS) na planta,
ou seja, um aumento da capacidade defensiva das plantas contra um amplo espectro de
patdgenos, que € adquirida apds um estimulo apropriado (RAMAMOORTHY et al., 2001).
Em um estudo em que se aplicou Pseudomonas em plantas de arroz contaminadas com
Rhizoctonia solani, NANDAKUMAR et al. (2001) detectaram a reducdo da severidade da
doenca causada pelo fungo e a promocédo do crescimento da planta sob condicGes de casa de
vegetacdo e de campo. Assim, chegou-se a conclusdo que a reducdo da doenca ocorreu pela
IRS, provavelmente pela inducdo de enzimas de defesa, ou diretamente pela inibicdo do
crescimento do fungo pela producéo de quitinases ou antibidticos.

Semelhantemente, DUTTA et al. (2008) testaram o efeito de dois isolados de RPCPs
(Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa), na inducdo de resisténcia sistémica contra
Fusarium udum em ervilhas-de-angola. Concluiu-se que essas bactérias foram capazes de
induzir a resisténcia sistémica na planta. Duas enzimas liticas produzidas pelo fungo,
responsaveis pela superacdo da resisténcia natural das plantas hospedeiras e pela solubilizacédo
de produtos que podem ser absorvidos e usados como alimento, foram fortemente reduzidas
na presenca das bactérias. Além disso, os autores acharam ndo sO que as bactérias foram
capazes de induzir resisténcia sistémica em ervilha-de-angola, como demonstraram que a

combinacéo desses isolados mostrou ser ainda mais eficiente.



H& evidéncias que sugerem que Pseudomonas spp. agiram sinergisticamente com
espécies de Mesorhizobium sp., como os resultados obtidos por STURZ et al. (1997). Esses
autores demonstraram que a inoculacdo conjunta de linhagens bacterianas, que
individualmente inibiam o crescimento da planta, pode estimular o crescimento. Fato
semelhante foi relatado nos estudos realizados por SINDHU et al. (2002), em que tanto a
inoculagdo somente com Pseudomonas quanto a inoculagdo somente com Mesorhizobium
resultaram em aumento da biomassa e teor de N da planta, mas uma co-inoculacdo de
Mesorhizobium e Pseudomonas resultou em um aumento ainda maior na massa de matéria
fresca do nodulo e da raiz e na massa de matéria seca da parte aérea, além de um aumento
significativo do N total da planta.

Estudando a agdo de microrganismos — incluindo algumas espécies de Pseudomonas —
quanto ao efeito de crescimento em plantas de tomate infectadas com Pythium, GRAVEL et
al. (2007) mostraram o efeito estimulante de P. putida na producdo de frutos e no
crescimento de plantas de tomate cultivadas em sistemas hidropdnicos, ou seja, uma possivel
reacdo antagonistica a esse fungo patogénico. Esse estudo também mostrou que P. putida €
capaz de sintetizar AlA in vitro a partir de diversos precursores, 0 que suporta a teoria de que
0 AIA microbiano pode estar envolvido no estimulo de crescimento observado nos
experimentos. Assim, chegaram a conclusdo de que a capacidade de P. putida de promover
crescimento deve ser um efeito sinérgico de varios modos de acdo exibidos por cada
microrganismo testado, incluindo a regulacdo de concentracdes de AIA  na rizosfera e a
regulacdo da concentracdo de etileno dentro das raizes.

Assim, de acordo com os relatos descritos na literatura, os mecanismos ou modos de
acdo das RPCPs podem ser sintetizados em:

e Mobilizacdo de nutrientes insollveis e consequente aumento de sua absorcdo pelas
plantas (GOMES et al., 2003; CAKMAKCI et al., 2006; BARRETTI et al., 2008);

e Estimulacdo de crescimento pela producédo de fitormdnios como auxinas, citocininas e
giberelinas (DUBEIKOVSKY et al, 1993; TIMMUSK et al, 1999;
EGAMBERDIYEVA & HOFLICH, 2003; EGAMBERDIYEVA, 2007);

e Antagonismo a patdgenos de plantas (SINDHU et al., 2002; FREITAS & AGUILAR-
VILDOSO, 2004; AGNANI et al., 2005; COSTA et al., 2006);

e Producdo de sideroforos e antibidticos (KLOEPPER et al., 1980; BULL et al., 1991;
SINDHU et al., 2002);



e Producdo de enzimas hidroliticas (FRIDLENDER et al., 1993; EGAMBERDIYEVA
& HOFLICH, 2003; EGAMBERDIYEVA, 2007);
e Inducdo de resisténcia sistémica (NANDAKUMAR et al., 2001; DUTTA et al., 2008)

Apesar de os efeitos benéficos das RPCPs serem conhecidos hd muito tempo, com a
maioria dos trabalhos apresentando resultados positivos, nem sempre esses resultados se
repetem (STURTZ & CHRISTIE, 2003), e por isso ndo sdo conhecidos muitos casos do uso
dessas bactérias para a producdo de inoculantes.

De fato, REIS-JUNIOR et al. (2008) também encontraram inconsisténcia em seu
trabalho, pois, apesar de outros trabalhos citarem o efeito da inoculagdo com Azospirillum na
atividade das enzimas nitrato redutase e glutamina sintetase, em seu estudo ndo se observou
esse efeito. Essa inconsisténcia também pode se expressar pela obtencdo de resultados in
vitro que ndo se repetem no campo (GOMES et al., 2003).

Face aos inimeros fatores que influenciam a interacdo planta-bactéria, diversas podem
ser as causas dessa instabilidade nos resultados. Entre as hipdteses do porqué dessas
variacOes esta a de que os isolados bacterianos ndo estejam colonizando a rizosfera e
consequentemente ndo hd manutencdo de uma comunidade viavel na zona radicular (STURZ
& CHRISTIE, 2003), ndo havendo interacdo com a planta.

SOTTERO et al. (2006), por exemplo, verificaram que 10 de 64 isolados de
Pseudomonas testados ndo colonizaram a rizosfera, e que um entre eles ainda assim
promoveu o crescimento. Os autores chegaram a concluséo de que se tratava de uma bactéria
endofitica. As outras que ndo colonizaram também ndo promoveram o crescimento. Além
disso, detectaram que a maioria das bactérias colonizou a regido do colo, chegando a
conclusdo de que a colonizacdo do colo ja é suficiente para demonstrar que houve interacdo
de bactérias e plantas.

Ja os autores KUMAR et al. (2007) relataram aumento de 144,9% na producao de
milho, comparado ao controle, quando as plantas receberam inoculo de Pseudomonas
corrugata, atribuindo os bons resultados ao fato de que houve o estabelecimento, na rizosfera,
da bactéria inoculada, ou seja, sobreviveu em numero suficiente e colonizou as raizes. Esses
resultados podem, entdo, ser atribuidos ao fato de que, segundo os autores, Pseudomonas
corrugata tem uma alta e rapida capacidade de colonizacao da raiz de milho.

Assim, além de ser necessaria uma colonizacdo eficiente, EGAMBERDIYEVA &
HOFLICH (2003), pela analise de seus resultados e em concordancia com o trabalho de
FREITAS & GERMIDA (1992b), chegaram a conclusdo de que para obtencdo de bons



resultados com RPCPs é necessério que as bactérias colonizem rapidamente o sistema
radicular, processo influenciado pela temperatura e pelo tipo de solo, e que para aplicacdes
praticas o sistema planta-RPCPs deve ser estabelecido para cada tipo de ambiente, ja que as
bactérias oriundas de uma regido de clima semi-continental foram mais eficientes em
temperaturas relativamente baixas, enquanto que as oriundas de regifes de clima semi-arido
apresentaram resultados mais efetivos em climas relativamente mais quentes. Da mesma
forma KUMAR et al. (2007) relataram que as bactérias com maior sucesso e que
apresentaram maiores beneficios para o milho foram aquelas isoladas do proprio milho e de
regides com clima igual ao do local onde foram isoladas. As outras bactérias, isoladas de
outras plantas, também foram inoculadas em milho, mas apresentaram beneficios menores.

H& outros relatos de que os resultados provenientes da inoculagdo desses
microrganismos podem ser grandemente influenciados pelo contetdo de nutrientes (PAULA
et al, 1992) e tipo de solo, como observados por CAKMAKCI et al. (2006),
EGAMBERDIYEVA & HOFLICH (2003), EGAMBERDIYEVA (2007) e FREITAS &
GERMIDA (1992b), que obtiveram seus melhores resultados em solos com baixos teores de
nutrientes. A deficiéncia de nutrientes do solo teria sido compensada pela producéo
microbiana de substancias reguladoras na interface solo-raiz, o que, por sua vez, teria
estimulado um melhor desenvolvimento das raizes, resultando numa melhor absorcéo de agua
e nutrientes do solo (EGAMBERDIYEVA, 2007). No Brasil, FREITAS et al. (2003)
detectaram respostas diferentes no crescimento de alface de acordo com a fertilidade de
diferentes substratos testados.

Da mesma forma, dois diferentes tipos de substratos influenciaram a exsudacéo,
qualitativa e quantitativamente, sendo que um deles estimulou a exsudacdo de &cidos e
acucares, enguanto que o outro ndo alterou substancialmente os padrfes de exsudacédo
(KAMILOVA et al., 2006).

Assim, outros fatores podem influenciar a acdo das RPCPs, pela flutuacdo dos fatores
edaficos como temperatura (LOPER et al., 1984; SEONG et al., 1991), variacdo da umidade
do solo (PARKE et al., 1986; HOWIE et al., 1987), do pH (HOPER et al., 1995), tipo de solo
e histérico de cultura (LATOUR et al.,, 1999), diferentes interacbes com a microbiota
rizosférica predominante de determinada cultura (MILLER et al., 1989; SEONG et al., 1991,
SINDHU et al., 1999), ou mais especificamente, diferentes tipos de interacdo com riz6bios
predominantes na rizosfera de algumas leguminosas (PARMAR & DADARWAL, 1999;
SINDHU et al., 1999). Sabe-se inclusive que diferentes pCO, alteram o comportamento de

Pseudomonas spp. quanto a producdo de sideréforos e quanto a frequéncia de produtores de



HCN e redutores de nitrato, sendo esses fatores também alterados pelo estadio de vida da
planta amostrada e fracdo do solo (rizosférico, ndo rizosférico ou raiz propriamente dita)
(TARNAWSKI et al., 2006).

Outra hipdtese do porqué das variagcdes nos resultados é o fato de que diferentes
quantidades e composi¢cdo dos exsudatos radiculares liberados pelas raizes poderiam levar a
diferentes resultados, ja que a exsudacdo radicular influencia diretamente o ambiente
rizosférico. Ha muito se sabe que plantas liberam pelas raizes uma grande variedade de
substancias organicas, como acUcares, aminoacidos, acidos graxos e outros (BOWEN &
ROVIRA, 1987).

Segundo os estudos realizados, a quantidade e a qualidade dos exsudatos liberados
pelas plantas sdo diretamente influenciadas por varios fatores como espécie da planta
hospedeira (GRAYSTON et al., 1998; COELHO et al., 2007), estadio de desenvolvimento da
planta (PILET et al., 1979), seu estado fisiolégico (SANDNES et al., 2005) e por outros
fatores como condi¢gdes ambientais (HASSINK et al., 1991) e concentracdo de nutrientes,
como observaram KRAFFCZYIK et al. (1984), que demonstraram que, sob diferentes
concentracdes de potassio, a exsudacdo radicular de milho foi alterada. Por isso NEHL et al.
(1996) comentam que a classificacéo entre rizobacterias benéficas, prejudiciais e neutras pode
induzir ao erro, ja que o efeito das bactérias pode ser alterado de acordo com esses varios
fatores.

Com relagéo a alface, COELHO et al. (2007) verificaram que sua rizosfera favorece o
estabelecimento de bactérias fluorescentes do género Pseudomonas, em comparacdo com
outras plantas (salsa, rucula, chicoria e tiririca) e outra bactéria rizosférica do género Bacillus.
Na maior parte dos resultados, as quantidades de Pseudomonas em alface, tanto crespa como
lisa, foram bem maiores, em relacdo as outras plantas, mesmo no caso da chicoria, que
pertence a mesma familia da alface. E esses resultados foram detectados independentemente
do ambiente, ou seja, das caracteristicas do solo ou condi¢cdes de cultivo. Dessa forma, as
autoras chegaram a conclusao de que pode ter havido uma diferenca entre as exsudacgdes das
plantas, tanto na composi¢do quanto na quantidade liberada; a composicdo e as quantidades
das substancias liberadas pela alface favoreceram as bactérias fluorescentes do género
Pseudomonas, em relacao a Bacillus.

Em concordancia com esses dados, LUGTENBERG et al. (1999) também
demonstraram que nos diferentes estadios de tomateiro a composicdo e a quantidade dos
exsudatos variavam e por isso as comunidades colonizadoras também deveriam variar. De

fato, MALONEY et al. (1997), comparando a abundancia e a distribuicdo espacial de
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comunidades de bactérias fisiologicamente diferentes que existem em diferentes porcoes da
raiz de tomateiro e alface, encontraram distribuices muito diferentes nas varias regibes da
raiz e entre as duas culturas também, indicando diferencas qualitativas e quantitativas nas
exsudacdes radiculares entre tomate e alface, com diferengas no desenvolvimento das plantas
e diferentes morfologias radiculares.

Semelhantemente, a inoculagéo de Pseudomonas spp. isoladas de feijdo mungo (Vigna
radiata) teve efeito inibitério na elongacdo da radicula em sementes de grdo-de-bico
ocorrendo parada de crescimento das plantulas ap6s 5 dias de observacdo; no entanto, depois
do 9° dia observou-se crescimento, mostrando que os efeitos sdo variados, dependendo da
planta e de seu estadio de desenvolvimento (SINDHU et al., 2002). Ja FREITAS &
AGUILAR-VILDOSO (2004), apesar de acharem um grande numero de bactérias,
principalmente do género Pseudomonas, que promoveram o crescimento de plantas citricas,
verificaram diferentes capacidades de promocéo de crescimento das plantas, dependendo das
condicbes como espécie vegetal, estadio de desenvolvimento e ambiente (campo ou

citropotes).

2.3 Exsudacao Radicular

A exsudacdo de compostos organicos variados, pelas raizes das plantas, € um fato
conhecido ha muitas décadas (BOWEN & ROVIRA, 1987). Esses compostos sdo liberados,
ativa ou passivamente, durante todas as fases do desenvolvimento das plantas, em quantidades
e composicdes diversas, dependendo de varios fatores, como a espécie da planta e as
condicBes de estresse as quais sdo submetidas (JONES, 1998). Os principais compostos
exsudados sdo os carboidratos, os &cidos organicos e 0s aminoacidos, que sdo liberados
passivamente, ao longo de um gradiente de concentracdo (BOWEN & ROVIRA, 1987;
LYNCH & WHIPPS, 1990; GRAYSTON et al., 1998).

Dentre os carboidratos tém sido relatados como componentes dos exsudatos glicose,
frutose, maltose, ribose, xilose, arabinose, ramnose e sacarose, além de oligossacarideos
(ROVIRA, 1969; SMITH, 1970; LUGTENBERG et al., 1999; KAMILOVA et al., 2006). As
quantidades variam com as espécies de plantas, fase de desenvolvimento e inclusive com o
método de coleta. LUGTENBERG et al. (1999), por exemplo, detectaram, para tomate, que
0s acUcares glicose e frutose estavam presentes na proporcdo de 37% e 10% do total de
carboidratos, respectivamente, enquanto KAMILOVA et al. (2006), detectaram esses mesmos

acucares, também em tomate, na proporcdo de 33% e 60%, respectivamente, quando 0S
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exsudatos foram coletados em & de rocha (stonewool) e 37% e 58%, respectivamente, quando
coletados em esferas de vidro (glass beads). Nesse mesmo trabalho as concentragcdes de
acidos organicos também variaram de acordo com o método de coleta, mas em uma proporcao
ainda maior.

Os acidos mais comumente encontrados nos exsudatos sao o citrico, acético, piravico,
malico, maldnico, butirico, latico, oxalacético, t-aconitico, succinico, fumarico e
piroglutdmico (SMITH, 1970; JONES, 1998; KAMILOVA et al., 2006).

Os aminodcidos parecem ser menos estudados nos exsudatos, e dentre esses
compostos SMITH (1970) e ROVIRA (1969) relataram a presenga de alanina, glutamina,
acido glutdmico, é&cido aspartico, glicina, homoserina, leucina, isoleucina, metionina,
fenilalanina, serina, treonina, tirosina, asparagina e valina.

Sabe-se que as plantas séo capazes de influenciar a composicdo de sua comunidade
rizosférica pela liberacdo justamente dessa variedade de compostos organicos (GRAYSTON
et al., 1998) e que esses microrganismos podem apresentar alguma especificidade, inclusive
para cultivares de uma mesma espécie (CHANWAY et al., 1988; SICILIANO et al., 1998),
ou ainda iniciar mudangas na bioquimica radicular (PARMAR & DARDAWAL, 1999),
apoiando a hipdtese de que a parceria rizobactéria-planta tem uma longa historia de uma bem
sucedida co-evolucdo (STURZ & CHRISTIE, 2003).

Dessa forma, muitos estudos tém mostrado que rizosferas diferentes possuem
comunidades microbianas diferentes, provavelmente devido aos diferentes padrdes de
exsudacao (ZAK et al., 1994; GRAYSTON & CAMPBELL, 1996; GRAYSTON et al., 1998;
YANG & CROWLEY, 2000).

Em um estudo com exsudatos e sua influéncia nas comunidades rizosféricas, LANDI
et al. (2006) concluiram que, dos compostos exsudados, o &cido oxalico induziu maior
nimero de mudancas nos grupos de bactérias que habitam o ambiente rizosférico, comparado
a glicose. Isso seria devido ao fato de que a glicose ¢ decomposta por um maior nimero de
microrganismos, em oposi¢do ao acido oxalico, que, por ser utilizado por um nlimero mais
restrito de espécies microbianas, modificou 0s grupos de microrganismos presentes na
rizosfera.

LUGTENBERG et al. (1999), por sua vez, trabalharam com espécies selvagens e
mutantes de Pseudomonas com objetivo de desvendar a caracteristica dos exsudatos de
tomateiro e de entender seu papel na colonizagéo radicular pelas bactérias. Assim, utilizando-
se de uma espécie mutante, que era incapaz de utilizar a glicose como Unica fonte de carbono,

chegaram a conclusdo de que a habilidade de usar os acucares exsudados ndo desempenha um
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papel tdo importante na colonizagcdo radicular, havendo, portanto, outros fatores que
influenciam a colonizagdo, como os acidos organicos e polimeros, por exemplo.

LANDI et al. (2006) observaram que a glicose — e ndo o &cido oxalico — é usada pela
maioria das comunidades bacterianas do solo. Constataram também que a atividade
microbiana e a composicdo da comunidade dependem do “pool” de compostos organicos de

baixo peso molecular, principalmente na rizosfera.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Montagem do Sistema Gnotobiotico

Montou-se um sistema gnotobidtico baseado em modelo proposto por SIMONS et al.
(1996), de modo que as sementes fossem colocadas no interior de tubos de vidro vedados e
esterilizados, permitindo o desenvolvimento das plantulas sem que os exsudatos liberados por
elas fossem decompostos por microrganismos.

Nesse sistema, um tubo de vidro aberto em ambas as extremidades foi fechado com
uma gaze em sua extremidade inferior, para suportar as plantulas em crescimento. Esse tubo
foi encaixado em um tubo de ensaio de maior didmetro, sendo vedado primeiramente por uma
camada de algodao entre as paredes do tubo interno e externo e posteriormente pela aplicacéo
de silicone no topo do tubo de ensaio. O tubo interno foi entdo tapado em sua extremidade
superior com um tampédo de algoddo (Figura 1). Todo o sistema foi esterilizado antes de

receber as sementes superficialmente desinfetadas e pré-germinadas.
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Tampéao de algodao

Tubo "2 entradas”
Vedacao com silicone

—— Algoddo

}——— Tubo de ensaio

—— Plantula
e GAZE

Solug&o nutritiva

Figura 1 - Esquema de sistema gnotobidtico para coleta de exsudatos radiculares

3.2 Experimentos de Coleta e Analise de Exsudatos

3.2.1 Liberacéo e coleta dos exsudatos

Neste experimento cultivaram-se plantas de alface (“Elisabeth”), chicéria (“Barbarela
Gigante”) e racula (“Lisa Mariana Gigante”), sendo que as duas Ultimas serviram como base
para comprovar se havia diferencas significativas entre os exsudatos das trés especies.

A solucdo nutritiva foi preparada a partir das solucdes estoque a seguir, armazenadas

em geladeira a 5°C:

Solucdo A:  Ca(NOs3),.4H,0 ................... 270,0 ¢
NHsNO3.....ooviviiiiiiiieen 33,89
Solucdo B:  KCl....oooveeiieiiivcecieces 18,6 ¢
K2SO4. i 4409
KNO3..ooiciie s 24,6 g
Solugdo C: Mg(NO3)2.6H20................... 142,49
Solugdo D:  KH2PO4..eoevvviieiiiciiiiciie 1769
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Solugdo E:  MNnCL.4H0.........cccvevnnne. 2,34 g

H3BO3.ooiieicieiiceciceian 2,049
ZnSO4.7TH20....ccocvciiicine, 0,88 ¢
CuSO4.5H0....ccccciiiiiin. 0,20¢g
Na;M00,4.2H,0..........ccu...... 0,26 ¢

Cada uma das solugdes de A a E teve seu volume completado para 1L com &gua
destilada.
A solugdo nutritiva foi preparada pela adicdo de 3,3 mL da solucdo A; 2,3 mL da

solucdo B; 1,4 mL da solugdo C; 4,0 mL da solucdo D e 0,75 mL da solucdo E, a 1L de agua
destilada. Essa solugéo foi transferida para dois frascos de Erlenmeyer de 500 mL; um deles
recebeu 7g de agar, para ser posteriormente vertido em placas de Petri para pré-germinacdo
das sementes, e o0 outro foi colocado nos sistemas gnotobidticos para desenvolvimento das
plantulas, sendo ambos esterilizados.

A desinfecgéo superficial das sementes foi feita com uma solugéo de agua sanitaria na
proporcao de 1:3 (agua sanitaria:agua destilada), onde as sementes foram colocadas e agitadas
por 5 minutos.

As plantulas foram cultivadas no sistema gnotobidtico descrito. Para isso 0 conjunto
todo foi esterilizado, recebendo uma aliquota (3mL) da solucéo nutritiva também esterilizada.
As sementes que sofreram desinfeccdo superficial como descrito anteriormente foram preé-
germinadas em placas de Petri contendo a mesma solugcdo nutritiva adicionada ao sistema
gnotobiotico, no entanto com adicdo de agar, até o inicio da emissdo da radicula. Foram
posteriormente colocadas no interior do sistema, em camara de fluxo laminar, e foi mantido
com adicdo agua esterilizada, de modo que os exsudatos ndo fossem decompostos por
microrganismos.

Aos 7 e 21 dias apds emergéncia da radicula, os exsudatos foram coletados e
analisados quanto a seu teor total em acucares e proteinas. Para possibilitar as duas coletas —
uma vez que o0 experimento é destrutivo — prepararam-se sistemas em dobro, de modo a
permitir que metade fosse coletada na primeira semana e a outra metade, no final do
experimento (21 dias), mantendo trés repetices de cada tratamento, nas duas coletas, para

cada componente do exsudato a ser analisado (acUcares e proteinas).
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3.2.2 Identificacdo e quantificacdo de carboidratos

As quantidades dos principais agucares presentes nos exsudatos foram avaliadas pelo
uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, ou, na sigla em inglés, mais
conhecida, HPLC).

As amostras foram passadas por filtros de membrana de porosidade 0,33um sendo
entdo imediatamente analisadas. Utilizou-se um detector amperométrico pulsado, coluna de
troca aniénica CarboPac PA 1 de 4x25 mm e pré coluna CarboPac PA1 de 4x50 mm, ambas
da marca Dionex, loop de 20 uL e sistema de injecdo automatico. Como eluente empregou-se
4gua ultrapura 18,2Q, na vazdo de 1 mL min™. Apenas para separacdo da glicose, sacarose e
maltose usou-se como eluente uma solucdo de NaOH 200 mmol L™. (HORWITZ, 2002;
ROGERS et al, 1999).

Assim, os carboidratos encontrados nos exsudatos de alface, chicoria e racula puderam
ser analisados e comparados pelos cromatogramas obtidos, pela comparacdo dos tempos de
retencdo dos agucares dos exsudatos com os agucares dos padrdes previamente preparados.

A concentracdo de cada carboidrato foi calculada pela area do pico usando como
padrdes solucBes de mistura de D(-)arabinose, D(+)galactose, D(+)glicose, sacarose, D(-)

frutose, D(+)xilose, D(+)manose e maltose.

3.2.3 Analise do teor de proteinas

A analise de proteinas totais foi realizada pelo uso de espectrofotémetro, pelo método
proposto pela Embrapa (GUEDES et al., 2007), uma adaptacdo do método de Lowry as
condicdes de analise.

Assim, para a analise de proteinas nos exsudatos coletados adicionou-se uma aliquota
de 100 pL de cada amostra homogeneizada a tubos de ensaio contendo 400 pL de agua
destilada esterilizada e 500 pL de NaOH 1 mol L™. Os tubos foram entéo agitados em vértex
e aquecidos a 100°C durante 5 minutos.

Passado esse periodo adicionaram-se a cada tubo 2,5 mL do reagente de Lowry, que
contém a mistura dos seguintes reagentes nas proporc¢des descritas a seguir: 50 mL de solucao
de carbonato de sodio (50g de Na,CO3z em 1L de agua), 1 mL de solucdo de tartarato de sddio
e potassio (20g de KNaC4H;06.4H,0 em 1L de agua) e 1 mL de solucdo de sulfato de cobre
(10g de CuSO4.5H,0 em 1L de &gua). Os tubos foram novamente agitados e incubados no

escuro por um periodo de 10 minutos.
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A seguir adicionaram-se 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 1M diluido na
propor¢cdo de 1:2 (reagente:dgua destilada), e as amostras foram novamente incubadas no
escuro por um periodo de 30 minutos.

Apo6s esses procedimentos, as amostras foram submetidas a avaliacdo pela leitura da
absorbancia em espectrofotometro, a um comprimento de onda de 750 nm.

Para calibrar o aparelho foi utilizada como branco uma amostra da solugéo nutritiva
utilizada para suportar o crescimento das plantulas, submetida ao mesmo tratamento descrito.

Para determinacdo da concentracdo das proteinas, usou-se uma curva padrdo obtida
pelos valores de absorbancia de solugbes submetidas ao mesmo tratamento descrito, contendo
a proteina albumina bovina (BSA), nas seguintes concentracdes (em pg mL™): 7,5; 15; 22,5;
30; 45; 60; 75; 90; 120 e 150.

3.3 Experimento de Utilizacéo, Pelos Isolados, dos A¢ucares Contidos nos Exsudatos

Neste experimento, foram selecionados os isolados de Pseudomonas sp. sobre os quais
havia informagdes de serem favorecidos em rizosfera de alface, rucula ou chicéria (COELHO
et al., 2007; CIPRIANO, 2009).

Esses isolados pertencem a colecdo de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia do Solo do Instituto Agronémico (Tabela 1).

Prepararam-se meios de cultura aos quais foram adicionados 0s principais agucares
detectados, no experimento anterior, nos exsudatos radiculares de alface, chicoria e rucula.

Os meios de cultura utilizados foram o meio B de King (King et al., 1954) e um meio
mineral minimo (LARPENT & LARPENT-GOURGAUD, 1975), descritos a seguir.

17



Tabela 1 - Origem dos isolados de Pseudomonas utilizados nos experimentos

Isolado Origem
LP10 alface
LP12 alface
LP13 alface
LP16 racula
LP17 alface
LP22 chicoria
LP25 alface
LP28 alface
LP44 alface
LP47 rucula
Ps852c alface
Ps864c alface
Ps866b alface
Ps871b alface
Meio B de King:
Proteose-peptona.........ccccevvvveiiiiniiieeniieesniee e, 20,0 g
GHCEIOL.....ve it 10,0 ¢
KoHPO . e 159
MUOSO 4 159
AGAC oo 18,0 ¢
Agua destilada..............coovvvenreireieee e 1000 mL

KoHPO . o 3049
NAZHPO ..o 6,09
NACL. oo 50¢
NHACL oo 209



*QObs: Os aclcares adicionados foram os encontrados no experimento anterior, separadamente, em diferentes

frascos.

Tanto o meio B de King como o meio mineral minimo foram preparados com a adicao
dos aglcares na concentracdo de 8 g L™, que é a concentracdo de acticar recomendada na
literatura consultada, e no dobro da concentracdo em que ele foi encontrado nos exsudatos.
Os aclicares e suas concentracdes foram os seguintes: 2 mg L™ para a arabinose, 3 mg L™ para
a glicose e 5 mg L™ para a frutose.

Assim, os isolados foram repicados para placas de Petri contendo os meios de cultura
preparados como descrito, para avaliagcdo de utilizagdo de cada acucar. O meio B de King foi

utilizado apenas como um controle do crescimento dos isolados.
3.4 Experimento de Avaliacdo de Colonizacgédo das Raizes pelos Isolados

Os isolados (Tabela 1) foram repicados a partir das culturas-estoque mantidas em meio
B de KING et al. (1954), cobertas com 6leo mineral, a 5°C, e usados para preparo de
suspensdes. Assim, transferiram-se duas “algadas” de cada isolado cultivado em meio B de
King, em tubo inclinado, para frascos de Erlenmeyer com volume de 25 mL contendo 18 mL
de solugdo de MgSO,a 0,01 mol L™, sendo agitados em agitador mecanico por 30 minutos.

As sementes foram pré germinadas em placas de Petri contendo a mesma solucao
nutritiva adicionada ao sistema gnotobidtico, no entanto com adicdo de agar, até o inicio da
emergéncia da radicula. Assim, 15 sementes pré-germinadas de cada espécie vegetal (alface,
chicdria e racula) foram imersas em frascos de Erlenmeyer contendo as suspensdes dos 14
isolados separadamente, sendo ali mantidas por cerca de 30 minutos.

Decorrido esse tempo as sementes foram transferidas para o sistema gnotobidtico,
cada um recebendo 5 sementes que haviam sido imersas nas suspensdes dos diferentes
isolados. Foram montados 3 tubos para cada sistema planta-isolado, ou seja, 2 para avaliacdo
visual da colonizacdo, medicdo das raizes e para obtencdo da massa de matéria fresca, e um
para plagueamento das raizes. Foram colocados em incubadora (BOD) com fotoperiodo de 12

horas a 26+2°C, por um periodo de 10 dias.
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Apos dez dias, as plantulas foram analisadas quanto a colonizacdo, pelo plaqueamento
das raizes e pela andlise visual dos sistemas gnotobidticos. Avaliou-se a colonizacéo pela
coleta das plantulas, separacdo asséptica das raizes e posterior plagueamento em meio B de
King. Nas placas com raizes colonizadas deveria haver crescimento bacteriano.

O namero de unidades formadoras de coldnias (UFCs) nas suspensdes das bactérias
inoculadas foi estimado. A partir das suspensdes bacterianas usadas na bacterizacdo das
sementes, prepararam-se diluicdes seriadas, em solugdo de MgSO; a 0,01 mol L™
Posteriormente, procedeu-se o plagueamento de 0,1 mL de algumas diluicbes em meio B de
King, incubagdo a 28°C por 24 horas e contagem do nimero de UFCs/mL. As plantulas

também foram avaliadas quanto ao comprimento e massa de matéria seca das raizes.

3.5 Anélise de Variancia

Os resultados da composicdo dos exsudatos em agucares e proteinas foram submetidos
ao calculo de média e desvio padrao.

Os resultados obtidos da massa de matéria seca das plantas que receberam o0s
diferentes isolados foram submetidos a analise de variancia e posteriormente ao teste de Scott-

Knott ao nivel de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construcdo do Sistema Gnotobiético

O silicone e o algod&o de vedacdo fecharam muito bem o sistema, de forma que péde
ser esterilizado e mantido nessa condi¢do durante todo o experimento. No entanto, o sistema
tem uma limitacdo de tempo, para as condi¢cdes dos experimentos realizados, em torno de 21
dias, e uma evaporacdo de agua que pbde ser solucionada com adicdo de agua destilada e
esterilizada.

O sistema foi construido de modo a ter a vantagem da auséncia de microrganismos,
impedindo a decomposicdo dos exsudatos, pois 0s microrganismos podem agir como drenos
(BOWEN & ROVIRA, 1976; VAN HEES et al., 2002) ou fontes (ROZYCKI, 1985; WELCH

et al., 2002) dos compostos organicos liberados, ou podem ainda estimular as raizes a
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aumentar sua exsudagdo (MEHARG & KILLHAM, 1991, 1995). Assim, para o objetivo
proposto, a auséncia de microrganismos foi fundamental.

Este sistema, em especial, tem a vantagem de coletar os exsudatos em meio liquido,
visto que, segundo NEUMANN & ROMHELD (2001), quando se usam meios solidos para
estudar exsudatos radiculares, ocorrem interacées — adsorcdo dos exsudatos ao substrato —, 0
que pode ser um problema, principalmente na quantificagdo de seus componentes. Este
método, por sua vez, é simples e reprodutivel, pode ser feito em grande escala, e foi criado
para que os exsudatos fossem liberados em solucdo nutritiva, facilitando a analise, pois ndo
foi necessaria a lavagem de substrato para coleta dos exsudatos.

CASPERSEN et al. (2004) também construiram um sistema gnotobidtico para estudar
exsudacdo de carbono dissolvido (COD) por alface, destacando como principal problema a
perda de &gua do sistema por evaporacdo da solucdo nutritiva, o que afetaria a concentracao
de compostos organicos e inorganicos na solucdo nutritiva. No entanto também resolveram o
problema pela substituicdo ou adicdo de solucdo nutritiva.

Em dois diferentes sistemas gnotobidticos montados (CASPERSEN et al., 2004;
SANDNES et al., 2005), percebeu-se que o pH da solucdo nutritiva diminui com o passar do
tempo (até 21 dias). CASPERSEN et al. (2004) ainda alertam que as quantidades de carbono
organico dissolvido encontradas podem ter sido subestimadas devido a agua aderida ao
sistema radicular. No entanto, seus resultados condizem com outros encontrados na literatura
(HAGGQUIST et al., 1984; DOUSSET et al., 2001 apud CASPERSEN et al., 2004). Além
disso, segundo JONES & DARRAH (1992; 1993a, b), ocorre um equilibrio de concentracédo
de compostos organicos entre a solucdo e a raiz, em um volume finito de solu¢do nutritiva
axénica, devido a absorcdo radicular de compostos organicos de baixo peso molecular, como
acucares e aminoacidos. Portanto, na solucdo nutritiva ao redor das raizes, a concentracao de
compostos que sdo liberados e reabsorvidos pelas raizes pode refletir a quantidade real

liberada no momento da amostragem.

4.2 Composicao de AcUcares dos Exsudatos

Pela analise dos exsudatos no HPLC, detectou-se a presenca de uma grande variedade
de acucares em diferentes concentracdes. Foram identificados apenas aqueles que possuiam
padrdes ja utilizados no laboratorio, ou seja, arabinose, galactose, xilose, manose, frutose e
uma provavel mistura dos acUcares glicose, sacarose e maltose. Estes trés ultimos

apresentaram um tempo de retencdo muito préximo, sendo dificil separa-los. No entanto, com
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a realizacdo de um teste utilizando como eluente uma solugdo de NaOH 200 mM, apenas com
esses trés acucares, constatou-se que, quando presente, a quantidade de sacarose era
desprezivel, e a presenca de maltose ndo pdde ser confirmada, ndo podendo também ser
desprezada. Por isso, os dados referem-se a quantidade de glicose somada & maltose
(glicosetmaltose). Os aclcares presentes em maiores quantidades foram a arabinose, a
glicose+maltose e a frutose. Os demais aglcares encontrados, mas em quantidades muito
baixas foram a galactose, a xilose, a manose e a sacarose.

Pode-se perceber que houve diferencas nas exsudacgdes dos agucares entre as plantas e
em cada planta nos diferentes periodos de amostragem, como pode ser observado na figura 2.

De maneira geral, observa-se que a exsudacao de arabinose aos 7 dias foi maior do que
aos 21, para as trés espécies de plantas. Comparando-se a exsudacdo aos sete dias entre as
trés plantas, nota-se que a ricula exsudou esse aglcar em concentracdo significativamente
maior do que as outras duas, que ndo diferiram entre si. Aos 21 dias, a alface exsudou menos
e a rucula, mais, tendo as trés diferido entre si.

Para a mistura glicose + maltose, dentro de cada espécie vegetal, a exsudagdo foi
também maior aos sete dias que aos 21, para todas as especies. Aos sete dias, a exsudacdo da
chicdria foi significativamente menor do que a das outras duas plantas, que ndo diferiram
entre si. Ja aos 21 dias todas as plantas diferiram entre si, vindo em ordem decrescente:
rucula, alface e chicoria.

Quanto a frutose, sua presenca nos exsudatos de alface e chicdria foi maior, dentro de
cada espécie, aos sete que aos 21 dias, enquanto que na rdcula ndo se observou nenhuma
diferenca. Comparando-se as plantas entre si, aos sete dias a exsudacdo ndo diferiu, mas aos

21 dias foi significativamente maior na rdcula, depois na alface e, finalmente, na chicéria.
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Figura 2 - Concentracdo de arabinose, glicose+maltose e frutose em exsudatos de

alface, racula e chicoria aos sete e vinte e um dias apds emergéncia da radicula, em condicoes

gnotobioticas. Cada valor é a média de 3 repeti¢cBes. Os dados foram expressos em pg do

acucar por mg de massa de matéria seca da planta.
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Além disso, a chicdria diferenciou-se por ser a Unica a exsudar sacarose em
quantidades traco na avaliacdo feita aos sete dias, enquanto que xilose e manose e a galactose
estavam presentes em todas as plantas, também em quantidades trago. A racula, diferenciou-
se por ser a Unica a exsudar galactose em quantidades traco, aos 21 dias, enquanto nenhuma
das plantas exsudou sacarose, xilose e manose neste periodo (dados ndo mostrados).

De maneira geral, a glicose+maltose e a arabinose tiveram exsudagdes estatisticamente
diferentes nas plantas na comparacao entre os dois periodos amostrados. Além disso, o agucar
presente em maiores concentracfes em todas as plantas foi a frutose. Estes dados concordam,
em parte, com o trabalho de KAMILOVA et al. (2006), que também encontraram a frutose
como o principal constituinte dos exsudatos de tomate, pepino e pimenta, além da
glicose+maltose, embora em diferentes quantidades entre as plantas, como no presente
trabalho, e como foi visto também por LUGTENBERG et al. (1999).

Todavia, KAMILOVA et al. (2006) encontraram diferentes concentracdes dos
mesmos agucares, nas diferentes culturas, assim como nos diferentes periodos, sendo que a
quantidade total de acucares aumentou com o passar do tempo (14 para 21 dias), o que difere
dos resultados aqui apresentados, pois quando houve diferencas entre os periodos amostrados,
a maior exsudacao ocorreu sempre aos 7 dias.

Essa alteracdo na concentracdo de substancias componentes dos exsudatos vegetais
também foi detectada por GRAYSTON et al. (1996), que observou uma mudanga da
composicdo de &cidos organicos encontrados nos exsudatos de arvores, assim como um
aumento do carbono organico dissolvido, com o passar do tempo, comprovando o papel do
estadio de desenvolvimento e da biomassa da muda nos aspectos quantitativo e qualitativo da
exsudacdo radicular.

Assim, tanto a composicao quanto a concentracdo de acUcares exsudados variou de
acordo com a espécie e com a idade da planta, e essas diferencas devem influenciar a
composicdo da microbiota rizosférica e a colonizacédo radicular ao longo do desenvolvimento
da planta, como observado por LUGTENBERG et al. (1999), em plantas de tomate, e por
BAUDOIN et al. (2003), que encontraram diferentes estruturas das comunidades bacterianas,
guantitativa e qualitativamente, de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta de
milho e com a regido da raiz. MALONEY et al. (1997) obteve resultados semelhantes ao
estudar as diferentes comunidades presentes em diferentes porcBes das raizes de plantas de
tomate e alface, encontrando também diferencas na composicdo e quantidade de exsudatos

liberados pelas diferentes plantas.
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Sabe-se, por exemplo, que as espécies fluorescentes de Pseudomonas séo favorecidas
em rizosfera de alface em comparagdo com as outras duas espécies (rucula e chicoria)
(COELHO et al., 2007). Sabe-se também, pelo amplo estudo realizado por STANIER et al.
(1966), que a maioria das espécies fluorescentes de Pseudomonas sp. sdo capazes de utilizar a
glicose e a frutose como Unica fonte de carbono e energia, mas ndo possuem a mesma
capacidade com relacdo aos outros agucares estudados (arabinose, maltose, sacarose, xilose e
manose). Neste mesmo estudo, por exemplo, dos 274 isolados estudados, 99% usaram glicose
e 91% utilizaram frutose, enquanto nenhum utilizou a arabinose e apenas 1% utilizou a
maltose como Unica fonte de carbono e energia.

Dessa forma, os acUcares estudados presentes nos exsudatos de alface em maior
concentragdo parecem ndo serem os Unicos responsaveis pela aparente “preferéncia” das
bactérias do grupo fluorescente do género Pseudomonas pela rizosfera de alface, conforme
observaram COELHO et al. (2007). De fato, LUGTENBERG (1999) concluiu que a
habilidade em usar os agucares exsudados ndo desempenha um papel tdo importante na
colonizacéo radicular, concluindo que outros fatores parecem influenciar a colonizagdo, como
0s &cidos organicos e polimeros.

Adicionalmente, KAMILOVA et al. (2006) mostraram que 0s exsudatos de tomate,
pepino e pimenta continham muito mais acidos organicos que agucares, e que o acido citrico
predomina completamente sobre o0s outros encontrados, sendo a maior fonte de carbono
encontrada nos exsudatos. No entanto ndo se sabe se essa alta concentragdo de acidos € um
fator importante na rapida colonizacgéo radicular inicial, necessaria para o estabelecimento do

isolado. Essa possivel importancia ndo foi avaliada neste trabalho.
4.3 Concentracao de Proteinas dos Exsudatos
Os valores médios da concentracdo de proteinas encontrados nos exsudatos de alface,

chicdria e racula, nos diferentes periodos de coleta, podem ser vistos na figura 3. Os dados

foram transformados de mg/mL para pg/mg, devido a massa de matéria seca das plantas.
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Figura 3 - Valores médios do contetdo de proteina nos exsudatos de alface, chicoria e ricula,
aos 7 e 21 dias de coleta. Dados expressos em pg de proteinas por mg de massa de materia

seca da planta.

N&o houve diferencas significativas no teor de proteinas presentes no exsudato entre
os diferentes periodos em cada planta, e também entre as plantas. Nao foi objetivo deste
trabalho identificar as proteinas exsudadas e, portanto, ndo se conhece a composicdo de
proteinas e de aminoacidos. Podem ser proteinas diferentes, que influenciariam de diversas
maneiras a microbiota que se utiliza dos exsudatos. No entanto, se se considerar apenas a
quantidade total de proteinas, ndo foi possivel detectar diferencas entre as exsudacdes das trés
espécies vegetais que pudessem explicar diferencas de colonizacéo.

N&o se encontraram dados na literatura acerca da composicdo de proteinas dos
exsudatos radiculares. No entanto alguns pesquisadores (ROVIRA, 1969; SMITH, 1970)
citam sua composicdao em aminoacidos. Segundo esses autores, 0s aminoacidos juntamente
com os agUcares e acidos organicos compreendem a maior parte dos exsudatos radiculares,
enquanto as proteinas e mucilagem compreendem a menor parte. As proteinas geralmente sdo
exsudadas juntamente com pequenas moléculas, como sinalizadores, ou seja, auxiliando na
comunicacdo entre raizes, entre raiz e microrganismos ou ainda entre microrganismos
(WALKER et al., 2003).
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4.4 Utilizacao, pelos Isolados Bacterianos, dos Acucares Contidos nos Exsudatos

Pode-se observar pela tabela 3 que todos os isolados cresceram no meio B de King
(KING et al., 1954), um meio préprio para evidenciagcdo do crescimento de Pseudomonas do
grupo fluorescente, pela emissao de fluorescéncia pelos isolados sob luz com comprimento de
onda préximo ao ultravioleta. O meio B é de composicdo complexa e tem outras substancias
que podem fornecer energia as bactérias. J& no meio minimo, os agUcares sdo a Unica forma
que os microrganismos tém de obter energia. No meio B, dada sua composi¢do, outras
substancias podem ter concorrido para permitir o crescimento das bactérias, ndo apenas o
acucar, como, por exemplo, um eventual produto da decomposicdo da proteose peptona, que
serve como fonte principalmente de aminoacidos e nitrogénio, mas também como fonte de
carbono, enxofre, vitaminas e elementos trago.

Como houve crescimento de todos os isolados, em todas as concentragdes de agucares
no meio B, mas ndo no meio minimo, considera-se que este ultimo foi 0 meio de cultura
adequado para diferenciar a eventual utilizagdo de agucares pelas bactérias. No meio mineral
minimo (M) com adicdo dos agUcares arabinose, glicose e frutose em alta concentracdo, ou
seja, 8 g L™ (A8, G8 e F8), a maioria dos isolados cresceu, demonstrando a utilizacdo dos
acucares, principalmente da glicose (Tabela 3).

No entanto, no meio mineral minimo com adi¢do dos agucares arabinose, glicose e
frutose nas concentragdes encontradas nos exsudatos, ou seja, 2 mg L*, 3mg L e 5 mg L™,
respectivamente (A2, G3 e F5), nenhum dos isolados cresceu, mostrando que, pelo menos
com tais concentracfes, nenhum deles utiliza esses agucares como Unica fonte de carbono e
energia.

Ja na concentracdo mais alta, 6 dos 14 isolados (LP16, LP17, LP25, LP28, LP44 e
Ps871b) utilizaram a arabinose como Unica fonte de energia, mas ndo nas concentracdes
encontradas nos exsudatos; apenas 1 isolado ndo usou a frutose (Ps852c) e todos os isolados
usaram a glicose, mas novamente nao nas concentracoes utilizadas nos exsudatos.

Deve-se considerar que a planta esta liberando uma grande variedade de compostos
organicos (BOWEN & ROVIRA, 1987; GRAYSTON et al., 1998), e, portanto, que as
bactérias irdo colonizar a raiz pela utilizagdo de varios compostos dos exsudatos mesmo que
as concentracBes de acUcares encontradas nos exsudatos analisados neste trabalho sejam
consideradas baixas. A glicose foi 0 Unico acUcar utilizado, no meio minimo, por todos os
isolados — seguida pela frutose, que apenas um isolado ndo utilizou. Como o crescimento

ocorreu no meio minimo, pode-se definir a utilizacdo da glicose realmente como fonte de
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energia. Observou-se que, de maneira geral, este foi 0 segundo acUcar liberado em maiores
concentracdes pelas plantas, ficando atrés apenas da frutose. Bioquimicamente, é o agucar de
mais facil decomposicdo, que pode ser utilizado pela maioria das bactérias como Unica fonte
de carbono e energia (STANIER et al., 1966).

Tabela 3 - Utilizacdo, pelos isolados bacterianos, dos agucares arabinose (A), glicose (G) e

frutose (F) contidos nos exsudatos e em concentragdes adequadas.

K M

Isolados A2 A8 F5 F8 G3 G8 A2 A8 F5 F8 G3 G8

LP10 + + + + + + - - - + - +
LP12 + + + + + + - - - + - +
LP13 + + + + + + - - - + - +
LP16 + + + + + + - + - + - +
LP17 + + + + + + - + - + - +
LP22 + + + + + + - - - + - +
LP25 + + + + + + - + - + - +
LP28 + + + + + + - + - + - +
LP44 + + + + + + - + - + - +
LP47 + + + + + + - - - + - +
Ps852¢c + + + + + + - - - - - +
Ps864c + + + + + + - - - + - +
Ps866b + + + + + + - - - + - +
Ps871b + + + + + + - + - + - +

Obs.: K= meio B de King; M=meio mineral minimo; A2=arabinose 2 mg/L; G3=glicose 3 mg/L; F5=frutose 5
mg/L; A8=arabinose 8g/L; G8=glicose 8g/L; F8=frutose 8g/L.
Crescimento simbolizado por + e ndo-crescimento, por - .

Nos registros de crescimento dos isolados no meio minimo observa-se que houve
confirmacdo do que foi observado por GRAYSTON et al. (1998). Os autores relataram que
diferentes comunidades, de diferentes rizosferas, tém padrdes caracteristicos de utilizacdo das

fontes de carbono. Isso leva ao fato de que diferentes plantas devem possuir diferentes
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comunidades rizosféricas, tanto quanto ao nimero de microrganismos, quanto a presenca das
populacdes. Neste trabalho, com Pseudomonas, observou-se que os isolados utilizaram todas
as fontes de carbono adicionadas, mas houve diferencas na utilizacdo entre os isolados
estudados.

A utilizagdo diferencial de fontes de carbono entre as culturas sugere que a
disponibilidade de variadas fontes de carbono nas rizosferas pode definir a proliferagéo de
comunidades particulares de microrganismos (GRAYSTON et al., 1998), conforme também
observado por COELHO et al. (2007). Nesse ultimo trabalho sugeriu-se que a diversidade de
microrganismos encontrada nas diferentes espécies de plantas — entre as quais se incluiam as
espécies estudadas neste trabalho — poderia ser explicada pela variacdo de compostos de
carbono exsudados pelas plantas.

Neste trabalho, os isolados se comportaram de maneira diferente: seis deles foram
capazes de utilizar os trés acUcares, sete utilizaram glicose e frutose mas ndo arabinose e
apenas um usou somente a glicose como Unica fonte de carbono e energia. Assim, devem
colonizar diferentes rizosferas, que os beneficiem com a exsudacdo dos compostos
preferencialmente utilizados. Os isolados que conseguem crescer na presenca de maior
namero de aclcares tém vantagem competitiva na rizosfera em comparacdo com outros
isolados que utilizam uma gama menor de agucares.

Sendo assim, a estrutura da comunidade seria caracteristica de cada ambiente
rizosférico. MALONEY et al. (1997), estudando a rizosfera de alface e tomate, verificaram
que dois importantes fatores que influenciam as populacdes bacterianas e a estrutura das
comunidades rizosféricas sdo: as interacdes competitivas entre 0s microrganismos e 0s
aspectos fisiologicos com respeito a afinidade por substratos. Assim, o crescimento de
diferentes populacdes em determinadas regides da raiz dependeria das quantidades de carbono
liberados por essas regides, caracteristica que varia espacialmente na rizosfera e entre as
plantas, e da forma como os microrganismos utilizam essas fontes de carbono.

Utilizando métodos mais apurados como os moleculares, utilizando primers
especificos, BERG & SMALLA (2009), em sua revisao, relataram que as espécies de plantas
e suas posicdes filogenéticas podem influenciar na composicdo da comunidade rizosférica.
Por exemplo, espécies de gramineas monocotiledéneas mostraram alta similaridade em suas
comunidades rizosféricas, como demonstrado também em outros estudos citados.

Assim existem muitos estudos que visam determinar a estrutura de comunidades

rizosféricas de diferentes plantas e o porqué da variacdo ou ndo, e tém apontado para fatores
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como esses — espécie da planta e zona da raiz, compostos exsudados — ou ainda o tipo de solo,
além de alguns outros fatores (RIDDER-DUINE et al., 2005; MARSCHNER et al., 2001).

4.5 Colonizagdo das Raizes pelos Isolados

Pela analise visual dos sistemas gnotobidticos contendo as plantulas de alface, chicoria
e ricula, cujas sementes haviam sido colocadas em suspensbes de bactérias, foi possivel
observar a colonizacao de todas as raizes, ou seja, em todos os casos havia uma fina pelicula
branca transllcida ao redor das raizes. Apenas 0s controles, ou seja, as plantas que nao
receberam o indculo ndo apresentaram pelicula e a solucéo nutritiva se encontrava totalmente
transparente.

Pelo plagueamento das raizes também se constatou a colonizagdo de todas as raizes,
como pode ser exemplificado pela figura 4. Sob luz com comprimento de onda visivel,
observa-se a area imediatamente ao redor de cada raiz, totalmente colonizada. Sob luz com
comprimento de onda proximo ao ultravioleta essas col6nias apresentaram-se fluorescentes,
em todos 0s casos, ja que se tratava de espécies fluorescentes do género Pseudomonas.

O teste de observacdo da colonizagdo no sistema gnotobidtico e o teste de
plaqueamento das raizes em meio B tém uma caracteristica em comum: nos dois casos as
bactérias estavam na presenca de exsudatos radiculares. De certa forma, a colonizacdo de
todas as raizes por todos os isolados mostra que o ambiente tinha condigcdes ideais de
temperatura, luminosidade, entre outras caracteristicas, pois 0 ambiente era controlado. Além
disso, possuia compostos usados como fontes de energia pelos isolados, para crescimento e
consequente colonizacao de toda a raiz, vindos exclusivamente dos exsudatos radiculares, ou
seja, a composicdo dos exsudatos das trés espécies de plantas foi satisfatoria para manter o
crescimento dos isolados.

Assim, embora a composi¢do observada dos exsudatos ndo seja idéntica para as trés
plantas estudadas, os isolados puderam se beneficiar de todas, utilizando os exsudatos
liberados para seu crescimento.

Também ha o fato de que os isolados vieram de diferentes plantas: 11 isolados de
alface, 2 de rdcula e 1 de chicoria. No entanto, tiveram sucesso em colonizar todas as raizes,
mostrando que ndo sdo especificas das espécies de plantas de onde foram obtidos, como
mostram também os resultados obtidos por SOTTERO et al. (2006), em que isolados obtidos
de plantas variadas foram benéficas em alface, embora essa especificidade exista em alguns
casos, como mostram os trabalhos de CHANWAY et al. (1988) e SICILIANO et al. (1998).
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Figura 4 - Raizes de alface colonizadas ou ndo (controle) por isolado de Pseudomonas. a. Sob
luz com comprimento de onda préximo ao ultravioleta, onde se observa a emissdo de
fluorescéncia; b. Sob luz com comprimento de onda visivel; neste caso pode-se ver com mais

detalhe as raizes e as col6nias ao redor; c. Controle, raizes ndo colonizadas.
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No entanto, sabe-se também que as bactérias do género Pseudomonas sdo conhecidas
por estarem presentes em ambientes variados, podendo se utilizar de um amplo espectro de
compostos organicos, aléem de poderem se desenvolver em meio com apenas um composto
organico como fonte de carbono e energia (STANIER et al., 1966; BUCHANAN &
GIBBONS, 1974).As plantas avaliadas quanto a presenca de uma fina pelicula ao redor das
raizes, como explicado anteriormente, também foram secas em estufa, de onde se obteve a
massa de matéria seca total, cujas médias podem ser vistas na tabela 4.

Em alface e rucula observa-se que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, ou seja, a massa de matéria seca alcangcada por estas plantas foi semelhante,
independente do isolado inoculado e néo diferiu do controle sem inoculacdo (Tabela 4).

Em chicéria, no entanto, houve diferenca entre os tratamentos. As plantas que
receberam os isolados LP10, LP17, LP22, LP28, LP47, Ps852c e Ps871b foram as que
apresentaram as maiores massas. Ressalta-se que entre estes isolados esta o que foi isolado de
chicoria (LP22). Ao mesmo grupo pertence o controle, mostrando que esses isolados ndo
beneficiaram as plantulas em seu crescimento. Semelhantemente, a maioria dos isolados
utilizados por SOTTERO et al. (2006) ndo promoveram crescimento. Ha também dois grupos
intermediarios, composto por quatro — LP13, LP16, Ps864c e Ps866¢c — e um — LP 25 —
isolados. Por fim houve dois tratamentos — LP12 e LP44 — em que as plantas praticamente ndo
se desenvolveram. Com excecdo do primeiro grupo, que nao diferiu do controle, em todos os
outros observou-se efeito deletério das bactérias sobre as plantulas. SINDHU et al. (2002)
também detectou efeito inibitério de Pseudomonas spp. na elongacao de raizes de gréo-de-
bico e interrupcdo do crescimento das plantulas. De forma semelhante, FREITAS et al (2003)
utilizou um isolado de Pseudomonas (Ps 91) em experimentos com alface, sendo que em
alguns casos este isolado comportou-se beneficamente, e em outros mostrou-se patogénico,
dependendo do substrato utilizado.

Em geral notou-se que ndo houve estimulo ao crescimento das plantulas pelos isolados
bacterianos. No entanto, notou-se um efeito patogénico de alguns isolados, como se sabe que
é possivel ocorrer. Poréem, deve-se considerar que a massa de matéria fresca foi obtida quando
as plantulas eram ainda muito jovens (10 dias), e pode ser que nesse periodo ainda ndo fosse
possivel observar a promocéo de crescimento. Pode acontecer, por exemplo, de ocorrer parada
de crescimento numa fase muito inicial do desenvolvimento da planta e sua retomada num
periodo posterior, como demonstrado por SINDHU et al. (2002). Além disso, um ndmero
maior de repeticGes poderia resultar em dados mais homogéneos e em um menor coeficiente

de variagéo.
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Tabela 4 - Valores médios de massa de matéria seca total (mg) de alface, chicoria e rdcula
que receberam indculo de diferentes isolados.

Isolado Espécie vegetal
Alface Chicoria Rucula
Controle 1,20 a 1,16 a 1,14 a
LP10 1,26 a 1,10 a 1,64 a
LP12 1,02 a 0,10d 1,48 a
LP13 1,08 a 0,76 b 0,88a
LP16 0,98 a 0,86 b 1,46a
LP17 1,38 a 1,06 a 1,66 a
LP22 1,08 a 1,22 a 1,70 a
LP25 1,66 a 0,52 ¢ 1,36 a
LP28 0,76 a 1,08 a 1,78 a
LP44 0,96 a 0,10d 1,42 a
LP47 1,24 a 1,28 a 1,32a
Ps852c 1,44 a 1,10 a 1,72 a
Ps864c 1,20 a 0,96 b 1,56 a
Ps866¢ 1,34 a 0,88 b 2,02 a
Ps871b 1,26 a 1,26 a 1,56 a
CV (%) 40,51 24,84 43,98

Médias seguidas de mesma letra minusculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knot ao nivel
de 5%.

4.6 Consideracdes Finais

Dessa forma, em geral, com o sistema gnotobidtico proposto foi possivel analisar a
composicdo dos exsudatos, pelo menos em acgucares, embora se saiba que na natureza essa
composicdo pode ser um pouco modificada devido a presenca de microrganismos e outros
fatores, como o substrato ou a composicdo de nutrientes no solo (KAMILOVA et al., 2006;
GRAYSTON et al., 1996; ROVIRA, 1969).
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A frutose, a glicose e a arabinose, nessa ordem, foram os agUcares encontrados em
maior concentracdo para as trés espécies de plantas, resultado semelhante ao encontrado por
KAMILOVA et al. (2006) em seu trabalho, embora em concentracdes frequentemente
diferentes entre as plantas e periodos de amostragem, ainda que em algumas ocasifes as
exsudacdes tenham sido estatisticamente semelhantes.

Todos os isolados colonizaram as raizes de alface, chicoria e racula, independente de
serem oriundos de diferentes plantas, embora a maioria tenha sido originado de alface. Claro,
a visualizacdo de crescimento abundante no meio de cultura deve ser principalmente resultado
do préprio meio, o B de King. No entanto, na visualizacdo macroscopica do crescimento de
uma pelicula ainda no interior do sistema gnotobiético, a indicacdo de crescimento ocorreu
para todos os isolados. N&o é possivel, com os dados obtidos, concluir pela exsudacdo de
acucares como o principal diferencial na colonizacdo de raizes de alface por bactérias do
grupo fluorescente de Pseudomonas sp. em relacdo a chicoria e rucula.

No entanto, se se considerar a tabela 4, com os valores de matéria seca das plantas, a
coluna que apresenta os dados referentes a chicdria, sdo 0s Unicos em que os isolados tiverem
efeitos significativamente diferentes entre si, as bactérias provenientes de alface nem sempre
tiveram o melhor efeito na chicodria; no entanto, a Unica bactéria obtida de chicdria esteve no
grupo das maiores plantulas. Todavia, isso pode ser considerado apenas evidéncias, sendo
necessarios mais estudos a respeito. RIDDER-DUINE et al. (2005) ndo encontraram uma
forte dependéncia entre comunidade rizosférica e a espécie da planta como também mostram
os resultados de GRAYSTON et al. (1998). Neste trabalho, quando se avaliou o crescimento
bacteriano em meios de cultura com os acUcares encontrados, houve algumas diferencas entre
os isolados. O efeito das bactérias sobre a chicoria, especificamente, parece ter revelado
algumas evidéncias de que, ainda que ndo se tenham dados definitivos, estudos mais
detalhados, incluindo tanto outras substancias na analise de exsudacdo como mais isolados
provenientes de cada planta, poderdo trazer luz a esse aspecto. A concentracdo de proteinas de
maneira geral, também ndo apresentou diferencas. Mas também se sabe que a composicao dos
exsudatos influencia diretamente a microbiota que colonizara a raiz (GRAYSTON et al.,
1998; LANDI et al, 2006). Portanto, ha necessidade de aprofundar os estudos.

Seis isolados utilizaram os 3 agucares presentes em maior quantidade (glicose, frutose
e arabinose) e 7 utilizaram os dois agucares presentes em maior quantidade (frutose e glicose).
Ou seja, pelo menos quanto aos acgucares presentes, 13 dos 14 isolados utilizam pelo menos 2
dos 3 aclcares presentes em maiores quantidades. KAMILOVA et al. (2006) também

atestaram a utilizacdo do &cido citrico, a maior fonte de carbono encontrado nos exsudatos das
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plantas avaliadas em seu trabalho (tomate, pepino e pimenta), pelos quatro isolados de
Pseudomonas selecionados por serem bons colonizadores das raizes das mesmas plantas. Esse
é um fato importante, visto que a utilizacdo dos principais componentes exsudados seria uma
importante caracteristica para uma colonizacéo eficiente da rizosfera

Assim, embora os agucares sozinhos parecam explicar a colonizacdo diferencial dos
isolados em algumas situacfes mas ndo em outras, podem ser um dos fatores que influencie,
visto que uma composicdo parecida resultou em uma colonizagdo aparentemente semelhante.
Talvez se a composicdo de agUcares e proteinas apresentasse diferencas significativas entre as
plantas, a colonizacdo fosse diferente. Pode ser, ainda, que no campo 0s mesmos isolados
colonizem diferentemente as mesmas plantas, devido a fatores como a presenca de outros
organismos ja existentes no solo, por si s6 um ambiente muito mais complexo
(DEVLIEGHER et al., 1995).

Embora a composicao de exsudatos das plantas realmente tenha um efeito seletivo nas
bactérias que colonizam sua rizosfera, para RIDDER-DUINE et al. (2005) o que ira
determinar a colonizagdo rizosférica, & o conjunto de bactérias competitivas que habitam o
solo ndo rizosférico, ou seja, as bactérias presentes no solo nédo rizosférico, mas que tém
capacidade de utilizar os compostos exsudados pelas plantas, tais como 0s acucares,
aminodcidos e acido organicos mais comuns.

Neste trabalho, os isolados colonizaram as raizes de todas as plantas, e influenciaram
na massa de matéria seca obtida. Na comparacao feita entre os isolados, em alface e rucula
todos obtiveram efeitos semelhantes, mas em chicoria a influéncia foi diferente. Varios
isolados podem colonizar as raizes, mas os efeitos obtidos serdo diferentes.

Assim, 0s acucares ou proteinas sozinhos parecem ndo explicar a colonizacéo
preferencial de Pseudomonas em raizes de alface, como relatado por COELHO et al. (2007),
embora esse efeito ndo tenha sido observado neste trabalho. Aqui, a composi¢édo parecida dos
exsudatos, parece ter favorecido uma colonizacdo semelhante. E importante lembrar que
houve um namero limitado de componentes analisados, o0 que pode levar a conclusées menos

fundamentadas.
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5 CONCLUSOES

Frutose, glicose+maltose e arabinose foram os aglcares encontrados em maiores
concentracdes nos exsudatos de alface, chicoria e rdcula

De maneira geral, a exsudacdo de acUcares foi maior no estadio inicial de
desenvolvimento, para as trés plantas estudadas.

As proteinas estavam presentes em concentracfes semelhantes nas diferentes plantas e
diferentes periodos.

Nenhum isolado utilizou os agUcares, em meio de cultura, nas concentracdes
encontradas nos exsudatos.

As raizes de todas as plantas foram colonizadas por todos os isolados,
independentemente da planta de origem.

Os agucares sozinhos, na quantidade e na composi¢do em que foram avaliados, ou as
proteinas nas quantidades encontradas, ndo explicaram a colonizacdo preferencial de

Pseudomonas em raizes de alface.
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