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Utilizacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas na producao de alface
e crisantemo

RESUMO

Na producéo de hortalicas e plantas ornamentais, a alface e o crisantemo séo de grande
importancia para o mercado nacional. A producdo de ambas as culturas esté dividida em duas
etapas: inicial, com a producdo de mudas e a fase seguinte, ap0s o transplante onde as plantas
se desenvolvem até atingirem o ponto de colheita para comercializa¢do. Diversas técnicas sao
utilizadas para melhorar a qualidade das plantas e aumentar a producdo. Uma alternativa
viavel e promissora é a utilizacdo de microrganismos benéficos, com destaque para as
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs), como as pertencentes ao grupo
fluorescente do género Pseudomonas. Os objetivos do trabalho foram verificar se isolados de
RPCPs produzem susbtéancias inddlicas, acido hidrocianico e solubilizam fosfato inorganico
envolvidos na promocéo de crescimento de plantas, caracterizar alguns isolados por meio do
sequenciamento do gene 16S DNA e verificar o efeito das rizobactérias na producdo de
mudas e no desenvolvimento das plantas de crisantemo e alface no campo. Na primeira parte
do trabalho, foi feita a selecdo de 107 isolados de RPCPs em mudas de alface em ambiente
protegido. Depois de 20 dias as mudas foram colhidas e a parte aérea separada das raizes,
sendo ambas as partes lavadas e secas em estufa para obtencdo de massa de matéria seca. Na
segunda parte do trabalho, foi feita a caracterizacdo molecular de alguns isolados selecionados
na primeira parte. Esses isolados também foram testados em experimentos com plantas de
crisantemo e novamente em alface onde foram avaliadas as mudas e as plantas adultas, por
meio das mesmas varidveis supracitadas. Concluiu-se que a producdo de metabdlitos
envolvidos na promocdo de crescimento é ocorréncia comum em RPCPs, a maioria dos
isolados apresentaram alta similaridade com Pseudomonas putida e que essas rizobactérias
podem tanto promover o crescimento tanto de mudas, apenas de plantas adultas e de plantas

em ambos estadios de desenvolvimento.

Palavras chave: Dendranthema sp., Lactuca sativa L., Pseudomonas spp., promocdo de

crescimento.
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Use of plant growth promoting rhizobacteria on plant production of lettuce and

chrysanthemum

ABSTRACT

In the production of vegetables and ornamental plants, lettuce and chrysanthemum are
of great importance for the brazilian market. The production of both cultures is divided into
two stages: initial seedling production and a subsequent phase after transplantation where the
plants are grown to reach the point of harvest. Various techniques are used to improve the
quality and increase plant production. A viable and promising alternative is the use of
beneficial microorganisms, with emphasis on plant growth promoting rhizobacteria (PGPR),
that belong to the genus Pseudomonas fluorescent group. The objectives were to observe if
isolated RPCPs produce indolic substances, hydrocyanic acid, solubilize inorganic phosphate
involved in promoting plant growth, characterize some isolates by sequencing the 16S DNA
and verify the effect of rhizobacteria in plant propagation and development of chrysanthemum
plants and lettuce in the field. In the first part the screening used 107 PGPR isolates in lettuce
seedlings in greenhouse. After 20 days the plants were harvested and the shoots separated
from roots, washed and dried in an oven to obtain dry mass. In the second part of the work the
molecular characterization of some isolates selected in the first part was made. These isolates
were also tested again in experiments with plants of chrysanthemum and lettuce in which we
evaluated the seedlings and mature plants, by means of the same variables mentioned above. It
was concluded that production of metabolites involved in the promotion of growth is common
occurrence in RPCPs, most of the isolates showed high similarity with Pseudomonas putida
and that these rhizobacteria can promote the growth of both seedlings, only mature plants and

plants in both developmental stages.

Key words: Dendranthema spp., Lactuca sativa L., Pseudomonas, growth promotion.
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INTRODUCAO

A alface é a hortalica folhosa mais cultivada em territério nacional e seu
consumo esta vinculado a alguns beneficios como o alto teor de vitaminas, sais
minerais, além de ser facilmente preparada para consumo. O cultivo de alface é
realizado perto dos grandes centros urbanos. Os cinturfes-verdes representam o0s
municipios onde se concentram a producédo de hortalicas, sendo que a alface esta entre
as culturas cujo cultivo esta em constante aprimoramento. Entre os aprimoramentos do
cultivo dessa cultura, estd a diversidade de cultivares disponivel no mercado, que
permitem a producdo de alface o ano inteiro, independente do clima. A busca pela
melhor forma de cultivo relacionado ao sombreamento, substratos alternativos,
utilizacdo e aperfeicoamento do cultivo hidrop6nico também sdo alvos das pesquisas
com alface.

Além das hortalicas, outro mercado em expansdo € a comercializacdo de plantas
ornamentais, entre elas o crisantemo, que se destaca na producéo de flores. O comércio
dessa planta ornamental ocorre principalmente nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro
e Minas Gerais. As plantas de crisantemo sdo conhecidas pela beleza e alta diversidade
de cores e formas, que sdos os grandes atrativos para a comercializacdo, aliados a
durabilidade das flores.

A producdo de alface e de crisantemo esta dividida em duas fases: a produc¢éo de
mudas e o transplantio para canteiros, no campo. A fase de producdo de mudas é
importante para se obter plantas sadias capazes de completar o ciclo no campo. Existem
empresas especializadas na producdo e comercializacdo de alface e crisantemo. O
aprimoramento do cultivo de mudas e das plantas no campo é constante e diversas
técnicas podem ser usadas para as diferentes variedades de inflorescéncia.

A utilizacdo de microrganismos benéficos as plantas € conhecida e difundida,
destacando-se as rizobactérias pertencentes ao grupo fluorescente do género
Pseudomonas, conhecidas como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs). As rizobactérias promovem beneficios as plantas por diferentes mecanismos,
ou por um conjunto deles, resultando em maior crescimento das plantas, aumento do
numero de flores e frutos e resisténcia a diversos patogenos. O beneficio que as RPCPs
exercem em alface j& foi observado, mas pouco se sabe sobre 0s efeitos dessa interagao
especificamente sobre as mudas dessa hortalica, fase essencial para o desenvolvimento

de plantas sadias. Quanto ao crisantemo, cujo mercado € exigente quanto ao volume de



producdo, qualidade visual, producdo e sanidade, sdo escassos os relatos do uso de
microrganismos que beneficiem o desenvolvimento da cultura. Além disso, o estudo do
desempenho desses microrganismos benéficos na fase de mudas das plantas e na fase
posterior, no campo, é pouco estudado nas condi¢Ges do Brasil. Esses estudos que
avaliam essas diferentes fases de cultivo sdo primordiais para se avancar com a pesquisa
sobre 0 uso de microrganismos benéficos na agricultura. Dessa forma, devido a
importancia dessas culturas no mercado nacional, principalmente no cultivo protegido,
estudos ainda sdo necessarios afim de que o produtor seja beneficiado com a obtencéo
de mudas com maior qualidade, aliado a um menor tempo de cultivo de mudas e plantas
desenvolvidas.

O objetivo do projeto foi avaliar a interacdo de isolados de Pseudomonas do
grupo fluorescente e plantas de alface e de crisantemo, com vistas a qualidade do
produto final. Todavia, ndo basta conseguir isolados eficientes sem que se conheca seu
modo de acdo, que pode permitir seu manejo dentro do conjunto de atividades da
producdo da cultura agricola propriamente dita.

Desse modo, os objetivos especificos foram:

e Verificar se os isolados produzem metabdlitos envolvidos na promocdo do
crescimento das plantas;

e Caracterizar alguns dos isolados por meio da verificacdo de gene especifico e
sequenciamento do gene 16S rDNA,;

e Avaliar o desempenho de isolados de rizobactérias do grupo fluorescente de
Pseudomonas na promocdo de crescimento de plantas de alface e crisantemo,
na producdo de mudas e em condic¢des de campo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Alface

No Brasil, a alface (Lactuca sativa L.) ¢ a hortalica folhosa mais comercializada,
com importancia econémica relevante. A producao anual se estende por todo territorio
brasileiro principalmente nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro e S&o
Paulo. Em Séo Paulo os municipios de Ibiina, Mogi das Cruzes e Campinas sdo
grandes produtores e entre o janeiro e julho de 2011 foram comercializadas 28.815
toneladas de alface (Sandri et al., 2007; Agrianual, 2012). E a hortalica mais consumida
no pais devido a algumas caracteristicas como baixo teor de calorias, facilidade no
preparo para consumo e por ser boa fonte de vitamina e sais minerais (Kataiama, 1993;
Lopes et al., 2003). E uma cultura adaptada a climas amenos, sendo propria para cultivo
no inverno, mas muitas cultivares foram adaptadas para o cultivo no verdo ou em
regides tropicais, 0 que garante a producdo de alface o ano inteiro (Oliveira et al., 2004;
Henz & Suinaga, 2009).

Os sistemas de cultivo de alface mais utilizados est&o divididos entre os cultivos
organico, convencional, hidropbnico, em campo aberto e cultivo protegido (Filgueira,
2005; Resende et al., 2007). O cultivo convencional no campo € o mais utilizado e as
areas de produgdo concentram-se proximas aos grandes centros urbanos.

Alguns aspectos sdo importantes na producdo de alface como a coloracdo,
tamanho e quantidades de folhas e sanidade, que resultam em menor perda ao produtor
e consequentemente um produto final mais barato e com melhor qualidade para o
consumidor. Em busca de um produto mais rentavel ao produtor, com uso reduzido de
agrotoxicos para agregar maior qualidade ao produto, diversos trabalhos sdo realizados.
Entre eles estdo a busca pelo melhor ambiente, época e preparo do solo para o plantio,
como melhoria das condicdes fisica e quimica por meio de adicdo de compostos
organicos (Souza et al., 2005; Aradjo Neto et al., 2012). Outras solu¢des também sao
investigadas como a utilizagdo de substratos alternativos aos convencionais, fontes
alternativas de nutrientes, aplicacdo de extratos foliares e microrganismos benéficos
como as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (Gomes et al., 2003;
Sottero et al., 2006; Resende et al., 2007; Azevedo Filho et al. 2011; Guelfi-Silva et al.,
2013).

Toda técnica e desenvolvimento cientifico alcancado sdo ferramentas

importantes para melhorar o cultivo de alface no Brasil, que apresenta um mercado em



constante inovacgao tanto na area de fitotecnia como no melhoramento genético (Sala &
Costa, 2012).

2.2 Crisantemo

O mercado de flores no Brasil cresce entre 10 e 15 % e movimenta cerca de US$
800 milhdes por ano (Neves & Amaral, 2007; Ibraflor, 2013). O crisdntemo, juntamente
com a rosa, lidera o mercado na horticultura ornamental, com picos de vendas nos
feriados do dia das méaes e finados (Tavares et al., 2005).

As plantas de crisantemo, pertencentes ao género Dendranthema, possuem
inimeras cultivares e ao longo do tempo, por meio do melhoramento genético,
diferentes genétipos foram desenvolvidos. Sdo plantas que possuem uma grande
variedade de tipos de inflorescéncias, com grande durabilidade, diferentes formatos,
além de apresentarem ampla versatilidade, uma vez que podem ser cultivadas para corte
de flor ou em vasos (Lopes et al., 2004). O crisantemo € uma planta sensivel ao
fotoperiodo e é considerada uma planta de dia curto. Desse modo é necesséario fornecer
as condicdes ideais de luminosidade para o desenvolvimento inicial nas condi¢des do
Brasil, que variam de acordo com a cultivar e época do ano (Barbosa et al., 2005).

Pesquisas para gerar conhecimento e tecnologia que aprimorem o cultivo de
crisantemo séo realizadas, como o manejo adequado da adubagdo organica e mineral
para o desenvolvimento da planta (Conte & Castro et al., 2010). O adequado
desenvolvimento devido ao manejo da adubacdo também pode ser atingido pela
utilizacdo de microrganismos benéficos, como os fungos micorrizicos. A interagdo de
espécies de fungos do género Glomus spp. com as raizes de plantas de crisantemo
diminuiu a adubacédo fosfatada e melhorou o aproveitamento dos nutrientes fornecidos
pela adubacdo, além de aumentar o desenvolvimento e florescimento das plantas
(Silveira & Lima, 1996).

Para aperfeicoar o cultivo de crisdntemo, diversas técnicas sdo desenvolvidas,
como por exemplo, a otimizacdo de substratos e utilizacdo de substratos supressivos
(Pinto et al., 2010). Em busca de substratos alternativos aos comerciais para a producao
em vaso, Terra et al. (2011) verificaram que a utilizagdo da casca de arroz carbonizada
pode ser usado, além de ser um bom destino para esse rejeito industrial. O
aprimoramento da irrigagdo também pode resultar em beneficio aos produtores, através
da diminuicdo de danos causados as plantas, como a podriddo de raizes causada por

fitopatogenos (Elmer et al., 2012). A utilizacdo de microrganismos benéficos em



trabalhos mais recentes, que sera abordado posteriormente, também é um recurso
pesquisado para potencializar o cultivo de crisantemo, apesar de ainda ser pouco
estudado.

Entre as limitacbes ao desenvolvimento dessa cultura no Brasil estd a
dependéncia do desenvolvimento técnico-cientifico de paises como Holanda, Japao e
Estados Unidos, de onde novas cultivares sdo importadas. Por isso, trabalhos que
desenvolvam novas técnicas para cultivo da cultura no Brasil, principalmente aquelas
relacionadas a aplicacdo de microrganismos que beneficiam o desenvolvimento da
plantas, sdo de suma importancia para atender um mercado em expansdo, exigente e

competitivo.

2.3 Producdo de mudas

Na agricultura, apenas a avaliagdo do produto final para se aprimorar
cientificamente seu cultivo ndo é suficiente (Sandri et al., 2007). Uma etapa téo
importante quanto o cultivo adequado de plantas sadias € a obtencdo de mudas sadias e
isso se torna mais evidente — e factivel — com plantas que passam rotineiramente por
uma fase de producdo de mudas. E o caso da alface (Lactuca sativa) e do crisantemo
(Dendranthema grandiflora), plantas largamente produzidas no Brasil. O
aprimoramento da producdo de mudas de uma forma geral é importante, pois 0 avango
nessa etapa de producdo pode ser significativo para os produtores que trabalham apenas
com a producdo de mudas, seja de alface ou crisdntemo. Sabe-se que mudas mal
formadas dardo origem a plantas com producdo abaixo de seu potencial genético
(Caniizares et al., 2002, Bezerra Neto et al., 2005).

A obtencdo de mudas de boa qualidade é primordial, pois uma muda infectada
por microrganismo patogénico pode transferir o problema para o campo e atingir um
grande numero de plantas causando prejuizos de até 100 % ao produtor, dependendo da
cultura. Além disso, uma planta obtida na fase de producdo de muda precisa apresentar
alto vigor, folhas vistosas, com quantidade de raizes adequadas para se estabelecer de
forma adequada no campo. Essas caracteristicas desejaveis podem ser atingidas quando
essas plantas sdo tratadas com microrganismos benéficos.

A producéo e comercializacdo de mudas de alface € um mercado que se estende
por todo o Brasil, diferente do mercado de produgdo de mudas de crisdntemo. Existem
poucos produtores de mudas dessa planta ornamental, distribuidos pelo pais o que torna

acirrada a disputa pelo mercado de producdo de flores entre eles. Dessa forma,



pesquisas que resultem em melhor formacdo da planta, com maior quantidade de raizes
aliada ao baixo custo e tempo de producéo desejével, sdo validas tanto para alface como

crisdntemo e de grande valia para o mercado agricola.

2.4 Microrganismos benéficos na agricultura

O uso de microrganismos que beneficiam o desenvolvimento das plantas é
conhecido hd muito tempo e empregada pelos agricultores (Romeiro, 2007).

Dessa forma, o emprego de bactérias, cianobactérias e fungos no cultivo de
diferentes culturas € uma alternativa viavel na agricultura e cada vez mais estudada na
busca por um aumento de produtividade e qualidade aliado & diminuicdo dos danos
causados ao solo e a producdo de alimentos (Berg, 2009; Singh et al. 2011). O
aprimoramento e busca de novas alternativas ao uso de agroquimicos que poluem o
meio ambiente e causam danos ao homem, animais e plantas — principalmente aquelas
de interesse agricola — potencializam o uso de microrganismos na agricultura. Entre
esses microrganismos estdo os que vivem sob influéncia da rizosfera, regido do solo
influenciada pelas raizes das plantas (Hiltner, 1904). Nessa regido concentram-se as
rizobactérias que podem promover o crescimento das plantas, as chamadas rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas — RPCPs (Singh et al. 2011). Representadas por
uma ampla diversidade de bactérias do solo, o uso desses microrganismos € uma
alternativa viavel e atende as novas expectativas do mercado consumidor, por agregar
maior qualidade ao produto. As rizobactérias podem estimular o crescimento
disponibilizando elementos como nitrogénio e fosforo para a planta, melhorar a
estrutura do solo para cultivo, controlar ou inibir fitopatégenos, entre outros beneficios
(Ahemad & Kibret, 2013; Bolle et al., 2013, Venturini & Fuqua, 2013).

A rizosfera tem importancia fundamental no estabelecimento da interacéo
planta-rizobactéria. Tanto as condicdes fisico-quimicas do solo quanto as atividades do
restante da comunidade microbiana serdo fatores determinantes no pleno
estabelecimento de uma interacdo. Dessa forma, fator importante para a colonizagdo
radicular realizada pelos microrganismos sdo as mudangas que podem ocorrer no solo
devido a adicdo de fertilizantes e agroquimicos, tratamento térmico, contaminagéo por
metal pesado e manejo adotado, que podem interferir nas populacbes de
microrganismos do solo (D’Andréa et al., 2002; Andrade & Silveira, 2004; Donzeli,
2006; Burkett-Cadena, 2011). Além disso, a espécie da planta hospedeira pode interferir

na colonizagcdo radicular de bactérias, sendo que o tamanho e a composi¢do da



comunidade de rizobactérias tém sido descritos como dependente da planta (Coelho et
al., 2007), o que torna importante o estudo da diversidade desses microrganismos. Alids,
esses autores mostram que a rizosfera de alface favorece o desenvolvimento de
Pseudomonas. Em estudo para avaliar a microbiota rizosférica, Burkett-Cadena (2011)
verificou que a colonizacdo por rizobactérias, do género Pseudomonas, nas raizes de
plantas de crisantemo melhorou o desenvolvimento das plantas. Muitos estudos
mostram que a interacdo raizes-microrganismos do solo pode ser governada, em sua
maior parte, pela exsudacgéo radicular, seja essa interacao benéfica ou ndo (Walker et al.,
2003). Por seu lado, microrganismos produzem substancias variadas que podem
interferir no desenvolvimento das plantas e aumentar a crescimento do sistema radicular
tornando disponiveis alguns elementos envolvidos no crescimento das plantas (Sergeeva
etal., 2007).

A influéncia das rizobactérias sobre a rizosfera e vice-versa, resulta algumas
vezes em mudanca na comunidade de microrganismos com prejuizo a planta, mas na
maioria das vezes, em beneficio da cultura. Pesquisas recentes mostram que a
microbiota rizosférica pode diminuir os distarbios causados nas plantas sob condicdes
adversas (Lau & Lennon, 2012). Em estudo em que a microbiota rizosférica e a
produtividade foram avaliadas, Anderson & Habiger (2012) verificaram que a
produtividade da cultura de trigo esta relacionada com a diversidade de rizobactérias,
sendo que diferentes grupos podem ser encontrados em funcdo do desenvolvimento da
planta. Em partes, os beneficios gerados com a inoculacdo das rizobactérias estdo
relacionados com a promocdo de crescimento tanto da parte aérea como das raizes das
plantas e também com o controle bioldgico de patégenos de plantas.

A promocdo de crescimento de plantas € um efeito que pode ser desencadeado
diretamente pelos microrganismos por diversos mecanismos, como a producdo de
fitormdnios como acido indol-acético, &cido giberélico e citocininas, aumento da
disponibilidade de nutrientes, solubilizacdo de fosfato insoltvel e producdo de
sideroforos (Someya et al., 2008; Rana et al., 2012; Bhattacharyya & Jha, 2012). A
fixacdo bioldgica de nitrogénio é outro mecanismo pelo qual as rizobactérias podem
promover o crescimento das plantas cujo feito € desencadeado pela acdo da enzima
nitrogenase. No entanto, a biossintese dessa enzima sé acontece quando um grupo de
genes denominados nif estdo presentes e ativos (Burris, 1991), sendo que entre esses
genes o nifH é um dos mais estudados. As pesquisas com rizobactérias, como

Pseudomonas, que realizam a fixacéo de nitrogénio € promissora, porque a rizosfera é



uma area densamente colonizada por esses microrganismos, além de exercer influéncia
na atividade microbiana. A fixacdo bioldgica de nitrogénio é maior na rizosfera quando
comparada ao resto do solo, devido a associacao das raizes com os diazotroficos, que se
beneficiam dos esxudatos liberados nessa regido (Yan et al., 2011). Dessa forma, muitos
trabalhos destacam a importancia de se investigar microrganismos pertencentes ao
género Pseudomonas com potencial para fixacdo biologica de nitrogénio, devido a sua
importancia como promotores de crescimento (Mirza et al., 2006)

Em relacdo as formas indiretas de promocdo de crescimento, o controle
bioldgico é bastante explorado. Por meio desse mecanismo, 0S microrganismos
antagonistas podem interferir no crescimento de fitopatdgenos por diversos mecanismos
como antibiose (por producdo de enzimas liticas, toxinas ou acido cianidrico),
competicdo por nichos ecoldgicos, producédo de sideroforos, entre outros (Cardoso Filho
& Minhoni, 2007; Henkes et al., 2011). Outra forma indireta de acdo das rizobactérias é
a inducdo de resisténcia sistémica, modo em que alguns patégenos, como Botrytis
cinerea e Colletotrichum lindemuthianum n&o prejudicam o desenvolvimento de
plantas, como o feijoeiro e tomateiro tratadas com Pseudomonas putida (Hofte, 2005).

Muitos trabalhos sdo realizados utilizando agentes bioldgicos que promovem o
crescimento de plantas e/ou interferem nos processos vitais de fitopatdgenos. Entre
esses agentes destacam-se microrganismos como 0s do género Bacillus, Pseudomonas,
Serratia e o fungo Trichoderma, entre outros microrganismos (Hassan et al., 2011;
Almaghrabi et al., 2013). Produtos comerciais formulados a base desses
microrganismos estdo disponiveis tanto no mercado internacional como nacional
(Mariano et al., 2004; Rosas et al., 2009). No Brasil, existem produtos comerciais a base

de fungos dos géneros Bouveria e Trichoderma, recomendados para o controle de
patdgenos e incremento da producdo de diversas culturas (Ballagro, 2013), mas nao
existe ainda um produto a base de bactérias, como as do género Pseudomonas. A busca
por bactérias que possam se tornar inoculantes recomendaveis para incremento da
producdo e controle de patdgenos é crescente.

Essa busca aumenta com os resultados obtidos de diversos trabalhos que
comprovam a eficiéncia das rizobactérias, particularmente em plantas de alface. Por
exemplo, sabe-se que essa cultura favorece a colonizacdo de rizobactérias do género
Pseudomonas, quando comparada a outras culturas como chicéria, salsa e rucula

(Coelho et al., 2007). Em outro estudo realizado com Pseudomonas, Cipriano et al.



(2013) verificaram que isolados desse género produzem metabolitos relacionados que
beneficiam a planta e promovem o crescimento em plantas de alface hidropdnica, na
presenca de Pythium aphanidermatum. Freitas et al. (2003) também verificaram que as
rizobactérias do género Pseudomonas atuam como promotoras do crescimento dessas
plantas de alface, cultivadas em substrato comercial. As rizobactérias também podem
melhorar o desenvolvimento de alface em condig¢des limitantes de nutrientes e melhorar
a nutrigdo da planta por meio do aumento dos teores de nitrogénio e ferro (Gomes et al.,
2003; Someya et al., 2008). Em relacdo a producdo de mudas de alface alguns trabalhos
indicam o uso de substratos alternativos nessa fase de producédo (Gomes et al., 2008;
Freitas et al., 2013). O efeito da inoculagéo de isolados de Bacillus, avaliado por Gomes
et al. (2003), mostraram que as mudas tratadas por alguns isolados tiveram aumento de
massa de matéria fresca e seca das mudas, mas esse efeito benéfico ndo se estendeu as
plantas cultivas no campo. No entanto, os poucos estudos realizados que abordam a
utilizacdo de rizobactérias no cultivo de alface, principalmente o efeito desses
microrganismos na producdo de mudas e posterior efeito nas plantas adultas, ndo
esgotaram as duvidas sobre a interacdo planta-micorganismos na producdo dessa
cultura.

Além disso, o beneficio desempenhado por esses microrganismos nao esta
restrito apenas a cultura da alface: as RPCPs podem promover o crescimento de culturas
como alfafa, inclusive na presenca do patdgeno Pythium ultimum (Quagliotto et al.,
2009) e em plantas de citros e café (Freitas & Vildoso, 2004; Freitas, 1989), mesmo que
esses isolados ndo tenham sido obtidos dessas plantas. Isso comprova a eficiéncia das
rizobactérias também em culturas diferentes das quais foram obtidas. Ao selecionar
rizobactérias que promovessem aumento de massa de matéria fresca de mudas de alface,
Gomes et al. (2003) verificaram que as espécies Bacillus pumilus e Bacillus
thuringiensis possuem esse potencial, mesmo levando em conta o fato de essas
rizobactérias terem sido obtidas de couve, evidenciando que ndo ha especificidade para
um hospedeiro, pelo menos para o género Bacillus. Dessa forma, o uso de
microrganismos com potencial benéfico pode se estender a diversas culturas, como o
crisantemo. Dentro desse contexto, ao avaliar o efeito da inoculagdo de isolados das
rizobactérias Pseudomonas chlororaphis e Bacillus cereus em crisdntemo hidropénico,
Liu et al. (2007) verificaram que esses microrganismos possuem potencial para diminuir
0 escurecimento das raizes causado por P. aphanidermatum e Pythium dissotocum. Em

outro trabalho ao avaliar o efeito benéfico de Trichoderma spp. em crisantemo,



observou-se que as plantas tratadas com o antagonista foram menos prejudicadas pela
murcha causada por Fusarium sp. sem, entretanto, haver aumento no enraizamento das

plantas (Menezes, 2003).

3 MATERIAL E METODOS

Os isolados de rizobactérias selecionados para a realizacdo de todos o0s
experimentos pertencem a colecdo de microrganismos do laboratorio de Microbiologia
do Solo, do Centro de Solo e Recursos Ambientais, do Instituto Agronémico (Tabela 1).
Os microrganismos, preservados em meio de cultura B de King et al. (1954) (BK), com
6leo mineral a 4 °C, foram repicados e multiplicados em meio de cultura BK solido e
liquido, de acordo com a finalidade de cada teste.

Os experimentos foram divididos em duas partes: na primeira parte, os isolados
foram testados quanto a capacidade de produzir alguns metabodlitos que beneficiam o
desenvolvimento das plantas e também foi avaliado o desempenho desses isolados em
mudas de alface produzidas em ambiente protegido. Na segunda parte foi realizada a
caracterizacdo molecular de um numero reduzido dos mesmos isolados testados na
primeira parte. Além dessa caracterizacdo, o efeito desses isolados no crescimento de
mudas e no desenvolvimento de plantas de alface e crisantemo no campo também foi

avaliado.

3.1. Primeira parte
Nesta primeira parte do trabalho, os métodos descritos dentro no 3.1.1 foram

empregados para 107 isolados de rizobactérias.

3.1.1 Testes in vitro — producéo de metabolitos
3.1.1.1 Acido hidrocianico (HCN)

O método utilizado foi o descrito por Bakker & Schippers (1987), no qual os
isolados foram repicados em meio de cultura BK, suplementado com glicina. Na tampa
de cada placa de Petri foi adicionado papel de filtro umedecido com solucdo de acido
picrico a 5 % e carbonato de sédio a 2 % e as placas foram seladas com parafilme e
incubadas a 28 °C por até 36 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata para
cada isolado e a mudanca da coloragéo do papel de amarelo para vermelho-alaranjado

indicou a capacidade do isolado de produzir HCN.
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Tabela 1 — Origem e nomenclatura dos isolados testados.

Origem Isolados Origem Isolados Origem Isolados

Alface LP10 Crisantemo M5 Crisantemo M45
LP12 M6 M46
LP13 M7 M47
LP17 M8 M48
LP25 M9 M49
LP28 M10 M50
LP44 M11 M51
Ps89 M12 M52
Ps193 M14 M53
Ps852C M15 PsC1
Ps853B M16 PsC2
Ps853C M17 PsC3
Ps856B M18 PsC4
Ps857C M21 PsC5
Ps861A M22 PsC6
Ps864C M23 PsC7
Ps866B M24 PsC8
Ps870A M25 PsC9
Ps871B M26 PsC10
Ps874 M27 PsC11

Algodoeiro Ps21A M28 PsC12
Ps21C M29 PsC13
Ps22A M30 PsC14
Ps22B M31 PsC40

Cana R7H M32 Milho 136RN

Chicoria LP22 M33 Pimentao Ps92

Citros Ps60B M34 Ruacula LP16
Ps62 M35 LP47
Ps74 M36 MP1
Ps76 M37 Ps141

Crisantemo E17 M38 Ps143C
E20B M39 Soja Ps43C
E21G1 M41 Solo solarizado  Ps221
E22C M42 Ps222
M2 M43 Tomateiro Ps51A
M4 M44

3.1.1.2 Substancias indélicas

Para avaliar a producéo de substancias inddlicas foi utilizado o método descrito

por Bric et al. (1991). Cada isolado de rizobactéria foi repicado em meio de cultura (4 g

de tripticaseina, 15 g de agar e 1,06 g de L-triptofano em um litro de agua destilada)

obtendo-se quatro col6nias por placa. Em seguida os isolados repicados foram cobertos

com uma membrana de nitrocelulose e as placas de Petri foram incubadas a 28 °C, no

escuro em incubadora do tipo BOD, por 24 horas. Decorrido o tempo, as membranas de
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nitrocelulose foram imersas em solucdo de Salkowski (1 mL de FeCl3.6H,O em 50 mL
de HCIO4, a 35 %) e incubadas a temperatura ambiente por até trés horas. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os isolados que formaram halo

avermelhado na membrana foram considerados produtores de substancias indolicas.

3.1.1.3 Solubilizac¢éo de fosfato

O método proposto por Katznelson & Bose (1959) foi utilizado para verificar a
habilidade dos isolados em solubilizar fosfato inorganico na forma de CaHPO,4. O meio
de cultura inicial foi preparado com 1 L de agua destilada, com 1 % de glicose, 2 % de
agar, 0,2 % de asparagina, 0,05 % de MgSOy,, 0,01 % de NaCl, 0,01 % de KCI, 0,05 %
de extrato de levedura. Depois da esterilizacdo do meio de cultura e ao atingir 50 °C
foram adicionados 50 mL da solucdo de K,HPO, (10 %) e 100 mL da solucédo de CaCl,
(10 %), ambas esterilizadas por filtracdo. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH
esterilizado.

Os isolados de rizobactérias foram repicados no meio de cultura, de forma que
se obtiveram cinco colénias em cada placa de Petri. A avaliacdo foi realizada a cada dia,
totalizando um periodo de cinco dias. O experimento foi realizado em triplicata para
cada isolado. A habilidade do isolado em solubilizar fosfato de célcio foi verificada por
meio da formacdo de halo claro ao redor das col6nias dos isolados.

3.1.2 Efeito da inoculacdo de rizobactérias em mudas de alface produzidas em
ambiente protegido

O preparo da suspensao bacteriana de Pseudomonas spp. foi realizado a partir de
cultivo dos isolados em meio de cultura BK. As rizobactérias foram primeiramente
cultivadas em 120 mL desse meio liquido, depois centrifugadas e transferidas para
solucdo de MgS0,4.7H,0 a 0,01 mol.L™. Realizou-se uma estimativa do niimero de
células bacterianas contidas na suspensdo por meio da contagem do nimero de unidades
formadoras de col6nias (UFCs), realizada em placas de Petri com meio de cultura BK.
Esse método para obtencdo da suspensdo bacteriana também foi utilizado nos
experimentos posteriores, que serdo descritos nos proximos itens, e a concentracao de
indculo utilizada nos experimentos foi de 1,2 x 10° UFC.mL™.

Para avaliar o efeito da inoculagdo dos 107 isolados de rizobactérias, foram
realizados sete experimentos distintos. Para tanto, foram semeadas sementes peletizadas

de alface crespa, cv. Veronica (Sakata), em bandejas com 200 células, com substrato
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comercial (Tropstrato HA Hortaligas), cuja analise quimica consta na tabela 2. Apos a
emergéncia das sementes foi inoculado um volume de 4 mL de suspensdo bacteriana
dos isolados de rizobactérias, em cada célula, e decorridos 7 e 15 dias as mudas foram
tratadas com solugédo nutritiva adaptada e formulada de acordo com a recomendacdo de
Furlani et al. (1999). A colheita foi realizada entre 20 e 23 dias ap6s a semeadura,
quando as mudas tinham entre 3 e 4 folhas verdadeiras. Nesse momento, as raizes foram
separadas da parte aérea, lavadas e todo o material foi mantido em estufa a 70 °C para
secagem. Em seguida as partes das plantas foram pesadas para obtencdo de massa de
matéria seca. Cada tratamento foi composto por cinco repeticBes, sendo que cada

repeticdo composta por 5 mudas.

Tabela 2 — Andlise quimica do substrato utilizado na producdo de mudas.
Substrato  pH EC N-nitrato P  CI S N-Ambénia K

mg. L™
5,6 1,7 43,2 1,3 19,2 179,3 7,2 164,7
Na Ca Mg B Cu Fe Mn Z
mg. L™
18,4 106,8 80,1 0,1 0,04 05 0,2 0,1

EC: condutividade elétrica. Método de extragdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinacdo: N-
(amoniacal e nitrato): destilacdo; K,Ca,Mg,P,S,Cu,Fe, Mn, Zn: ICP-OES.

3.2 Segunda parte

Na segunda parte do trabalho, foram realizados testes moleculares, avaliaces
do efeito da inoculagdo de 13 isolados de rizobactérias em mudas e plantas de alface e
crisantemo cultivadas em ambiente protegido e no campo, além de avaliacbes da
biomassa e atividade microbiana. Na segunda parte foram escolhidos os isolados que
apresentaram efeitos distintos obtidos nos experimentos realizados na primeira parte,
como: producdo ou ndo de metabdlitos, aumentou ou ndo da massa de matéria seca da
planta. Baseados nessas informacdes foram escolhidos isolados que desencadearam

diferentes efeitos nas plantas avaliadas na primeira parte dos resultados.

3.2.1 Caracterizacdo molecular

3.2.1.1 Extracdo de DNA dos isolados
A extracdo de DNA dos isolados selecionados para a segunda etapa foi realizada
de acordo com o método de Pitcher et al. (1989). Foram utilizados cerca de 100 mg de

biomassa das rizobactérias contidas no meio de cultura nutriente agar (NA). As células
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bacterianas foram suspensas em 100 uL de solugédo tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM) contendo 2 mg.mL™ de lisozima dissolvida e incubadas a 37 °C por
uma hora. Em seguida foram adicionados 500 pL da solucdo de guanidina (5 M) e as
amostras foram agitadas e posteriormente incubadas a temperatura ambiente por 10
minutos. A seguir, foram adicionados 250 pL de acetato de aménio (7,5 M) e depois de
agitadas as amostras permaneceram no gelo por 10 minutos. Um volume de 500 uL de
cloroférmio-isoamilico (24:1) foi adicionado as amostras, as quais foram agitadas e
centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa das amostras foi transferida
para novos tubos e adicionaram-se 430 pL de isopropanol para que o DNA precipitasse.
Os tubos foram invertidos vérias vezes para homogeneizagdo das solucbes até a
visualizagdo de um precipitado branco e fibroso. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm por 2 min, o precipitado de DNA foi lavado por trés vezes
com etanol 70 % e as amostras secas a temperatura ambiente. Os precipitados foram
ressuspensos em 200 pL de TE pH 8,0, adicionados 2 pL de RNAse (10 mg/mL) e
incubados por uma hora a 37 °C. Posteriormente, foram adicionados 240 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico e 40 L de cloreto de litio (4 M). As amostras foram
agitadas e centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos. O DNA foi recuperado e
transferido para um novo tubo ao qual foram adicionados 400 pL de etanol absoluto. Os
precipitados obtidos foram lavados duas vezes com etanol 70 % antes de serem secos a
temperatura ambiente. As amostras de DNA obtidas foram suspensas em 30 uL de 4gua
Milli-Q e estocadas a - 20° C.

Para avaliar a pureza e quantidade de DNA das amostras obtidas foi realizada
eletroforese em gel de agarose 0,6 % em tampdo TAE 1X (0,4 M Tris-acetato/0,001 M
EDTA). Os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg.mL™), visualizados em
transluminador sob luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de

fotodocumentagdo Alpha Innotech 2200.

3.2.1.2 Amplificac¢éo do gene nifH

Treze isolados foram avaliados quanto a presenca do gene nifH. Para tanto, nas
amplificacdes utilizaram-se os primers PolF (TGC GAY CCS AAR GCB GAC TC) e
PoIR (ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA) descritos por Poly et al. (2001). Também
foram utilizados outros dois microrganismos com capacidade de amplificar o gene nifH:

Pseudomonas sp. (Freitas, 2011) e Rhizobium leguminosarum (CCT n°® 4163).
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Primeiramente realizou-se um teste de gradiente para verificar a melhor
temperatura de anelamento e em seguida foram utilizadas as condi¢des de amplificacéo
descritas por Poly et al. (2001). A quantidade de DNA utilizada foi de aproximadamente
200 ng de DNA gendmico em reacOes de 25 uL contendo 2,0 U de Taq polimerase
(Fermentas); tampdo da enzima Taq (Fermentas) 1X; 0,2 uM de uma mistura de dNTPs;
e 0,4 uM de cada primer. O programa de amplificacdo das amostras foi de um ciclo de
desnaturacéo inicial a 95 °C/2 min.; seguido de 30 ciclos a 94 °C/1 min.; 60 °C/1 min. e
72 °C/3 min; e um ciclo a 72 °C/5 min. (extensdo final). Os experimentos foram
realizados em termociclador (Axygen). A observacdo dos produtos de amplificacdo
obtidos foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 1,5 % em tampédo TAE
1X. Os géis foram corados com brometo de etideo, visualizados em fonte de luz U.V. e

fotografados em sistema digital Alpha Innotech 2200.

3.2.1.3 Sequenciamento

O sequenciamento do gene 16S DNAr dos isolados foi realizado partir dos
produtos de amplificagdo utilizando-se os primers 27f (5> AGA GTT TGA TCM TGG
CTC AG 3’) ¢ 1100r (5 AGG GTT GGG GTG GTT G 3’) (Lane, 1991). Os produtos
obtidos da PCR foram purificados por meio do kit Big Dye (Applied Biosystems),
seguindo as descri¢des recomendadas pelo fabricante. Em seguida as amostras de DNA
foram secas, suspensas em tampdo apropriado e submetidas a eletroforese no
sequenciador automatico (marca Applied Biosystem-Hitachi, modelo ABI PRism 3700
DNA Analyzer). O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Sequenciamento e
Genotipagem do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG),
Unicamp, Campinas, SP. As sequéncias obtidas foram comparadas com outras 20

sequéncias obtidas no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.gov/Genbank).

As sequéncias foram editadas e alinhadas por meio do programa BioEdit (Hall, 1999) e
em seguida construiu-se a arvore filogenética pelo método Neighbor-joining (Saitou &
Nei, 1987). A partir dos dados de alinhamento também foi construida a matriz de
similaridade, por meio do parametro Kimura 2 de correcdo (Kimura, 1980), no
programa MEGA 5.

3.2.2 Experimentos em condi¢do de campo
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O método utilizado para obtencdo das suspensfes de rizobactérias utilizadas
como indculo nos experimentos que serdo descritos foram obtidas da mesma forma
como descrita no inicio do item 3.1.2. Os experimentos com alface e crisdntemo foram
realizados em duas etapas diferentes denominadas de primeira etapa (fase de mudas
cultivadas em bandejas) e segunda etapa (desenvolvimento das plantas em canteiros até

a colheita).

3.2.2.1 Experimentos de producao de alface

Os experimentos com alface foram realizados na empresa Ballagro,
especializada em produtos de controle bioldgico, localizada na cidade Bom Jesus dos
Perddes/SP (23°08°08” de latitude Sul e 46°27°55” de longitude Oeste altitude 770 m).
Foram realizados trés experimentos, onde se avaliou o efeito de 13 isolados de
rizobactérias, separadamente, na producdo de mudas e no desenvolvimento das plantas,
em canteiros, até a época de colheita. No primeiro experimento, conduzido entre 5 de
outubro e 22 de dezembro, foram testados 5 isolados (LP10, LP12, LP13, M5 e PsC13);
no segundo, conduzido entre 8 de fevereiro e 10 de abril, 4 isolados (136RN, E21G1,
M8, Ps874) e um quinto tratamento composto pela mistura desses quatro isolados e que
foi denominado de Mix foram testados; o Ultimo experimento, conduzido entre 9 de
mar¢o e 15 de maio, foi composto por 5 tratamentos (E22C, PsC4, Ps143C, Ps871B e
Mix).

Na primeira etapa, sementes peletizadas de alface crespa cv. Veronica (Sakata)
foram semeadas em bandejas de isopor com 200 células, em substrato comercial
(Tropstrato HA Hortalicas). Apds a emergéncia das plantulas foi inoculada uma
suspensdo de rizobactérias (4 mL), em cada célula. Nessa fase as mudas foram adubadas
com fosfato monoaménico (100 g.100 L™) e o fertilizante mineral de carbonato de
célcio Pick Up Ca (50 mL.100 L™), cujas concentracdes estdo descritas na tabela 2.
Essas adubacOes foram realizadas duas vezes, sendo a primeira feita 10 dias e a segunda
20 dias apo6s a germinacdo das sementes. Os diferentes adubos foram aplicados por
aspersdo em dias diferentes. Depois de um més nas bandejas parte das mudas, com 4
folhas verdadeiras, foi colhida e a parte aérea separada das raizes e ambas secas em
estufa, a 70 °C, até obtencdo de matéria seca constante e em seguida as mudas foram
pesadas. Paralelamente, realizou-se a solariza¢do do solo dos canteiros, numa tentativa
de diminuir a incidéncia de plantas daninhas e patégenos de solo. Para tanto, 0s

canteiros permaneceram cobertos com plastico transparente, por aproximadamente 45
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dias. O solo dos canteiros foi classificado, de acordo com a classificacao textural, como
franco-argiloarenosa. Realizou-se também uma adubacdo de base onde foram aplicados
04-14-08 (500 kg/ha), Super Fosfato Simples (1500 kg/ha) e calcéario dolomitico

(1000kg/ha), cujas concentracdes de cada nutriente estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3— Teores de nutrientes dos fertilizantes utilizados no cultivo de alface.

Produto/nutriente N P K S Ca B WMn Cu Z
4-14-8 4 14 8
10-10-10 10 10 10
MAP 11 52
Super fosfato simples 18 12 20 - e e e
Pick Up Ca 35 - e e
Pick Up CaB 20 5
Pick Up Trio - - 33 82 14

Na segunda etapa as mudas que ndo foram colhidas para avaliacdo foram
tratadas com 4 mL de suspensdo das mesmas rizobactérias inoculadas na fase inicial. No
dia seguinte essas mudas foram transferidas para canteiros (1 x 10 m) proprios para o
desenvolvimento das plantas até atingirem o ponto de colheita (aproximadamente um
més) (Figura 1). Nos canteiros foram realizadas adubac6es de cobertura com fertilizante
N-P,0s-K,0 (10-10-10), na quantidade de 1200 kg ha™ aos 10, 20 e 30 dias ap6s o
transplantio — DAT, calcio e boro (Pick Up Cab: 100 mL/100 L com aplicacdes aos 15,
30 e 40 DAT) e cobre, manganés e zinco (Pick Up Trio: 50 mL/100L com aplicacdes
aos 15 e 30 DAT), cujas concentracdes estdo descritas na tabela 1.

No momento da colheita das plantas, foram coletados também amostras do solo
rizosférico, de cada tratamento, para avaliar o carbono da biomassa microbiana (CBM)
e liberacdo de CO, realizada pelos microrganismos. Para tanto, as plantas foram
retiradas dos canteiros cuidadosamente para que a perda de raizes na colheita fosse a
menor possivel. Nesse momento o solo que estava sob influéncia das raizes foi coletado
e armazenado em sacos plasticos. Em relacdo as plantas, os mesmos procedimentos e

variaveis analisadas nas as mudas foram adotados para as plantas adultas.
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Figura 1 — Detalhe dos canteiros com plantas de alface tratadas com rizobactérias.

3.2.2.2 Experimentos de producéo de crisantemo

Os experimentos com mudas foram realizados na empresa Mudaflor®, que é
especializada na producdo e comercializacdo de mudas de crisantemos, localizada na
cidade Bom Jesus dos Perddes/SP (latitude 22° 34'23" Sul, longitude 47° 10'21" Oeste, e
altitude de 588 m). Realizaram-se quatro experimentos distintos cujos fatores, hormonio
de enraizamento (acido indolbutirico-AIB, 2000 ppm) e rizobactérias (13 isolados, 0s
mesmos testados em alface), foram analisados na producdo de mudas e no
desenvolvimento da planta até a época de colheita dos crisantemos. No primeiro
experimento, conduzido entre 14 de setembro e 14 de dezembro de 2012, foram
testados 3 isolados no esquema fatorial 2 (sem hormonio de enraizamento AIB e com
AIB) x 3 (isolados LP10, M5 e PsC13); no segundo experimento, conduzido entre 19 de
outubro de 2012 e 30 de janeiro de 2013, foram testados 4 tratamentos no esquema
fatorial 2 (sem hormonio de enraizamento AIB e com AIB) x 4 (isolados E21G1, LP12,
LP13 e M8), no terceiro experimento, conduzido entre 21 de fevereiro e 20 de maio de
2013, 4 isolados no esquema fatorial 2 (sem horménio de enraizamento AIB e com
AIB) x4 (136RN, PsC4, Ps874 e o quarto tratamento — conduzido entre 22 de marcgo e
4 de abril — composto pela mistura dos outros trés isolados denominado de Mix); o
quarto e ultimo experimento 2 (sem hormonio de enraizamento AIB e com AIB) x 4
(tratamentos E22C, Ps143C, Ps871B e Mix).

Para o preparo das mudas, primeira etapa, foram utilizadas estacas de 5 cm,

obtidas de plantas matrizes (variedade Zembla). As estacas foram colocadas em
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bandejas préprias para a producdo de mudas (63 células), com substrato esterilizado
(mistura de palha de arroz e casca de pinus) em caldeira. Em seguida foi aplicado um
volume de 4 mL da suspensdo de rizobactérias e as mudas permaneceram em estufa
agricola com iluminacéo artificial (3 horas com ciclos de 15 minutos durante a noite),
por um periodo de 14 dias. Nessa fase, as plantas receberam pulverizagdes preventivas
dos fungicidas Clorotalonil e Triazol, de acordo com as recomendagdes dos fabricantes.
Na segunda etapa, metade das mudas foi colhida e o restante novamente tratadas com o
mesmo volume da suspensdo bacteriana e transferidas para os canteiros, onde
permaneceram por aproximadamente 75 dias (Figura 2). Esses canteiros estdo
localizados no Sitio Sdo Pedro, na cidade de Cordeirdpolis (22°28°55” de latitude Sul e
47°27°24” de longitude Oeste altitude 668 m).

O solo dos canteiros, classificado como argiloso, foi adubado antes do plantio
das mudas de crisantemo, onde o adubo organico BioBokashi foi incorporado ao solo,
de acordo com as instrugdes do fabricante. Depois do transplantio das mudas, a
adubacdo foi realizada aos 15, 30 e 45 DAT para esse adubo, intercalado com a
adubacdo de Sulfammo 11 (18 — 0 — 18) , nos mesmos intervalos ja descritos. As plantas
também foram tratadas com os fungicidas Cercobim 700WP (ingrediente ativo:
tiofanato-metilico), Dithane NT (ingrediente ativo: mancozebe), acaricida/fungicida
Score (ingrediente ativo: difenoconazol) e o fungicida bioldgico Ecotrich® composto

por Trichoderma harzianum, seguindo as recomendagdes dos fabricantes.

Y

Figura 2 — Vista geral do experimento conduzido a campo com plantas de crisdntemo
tratadas com rizobactérias.
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As colheitas das mudas, plantas desenvolvidas e do solo rizosférico foram

realizadas da mesma forma como descrito no item anterior.

3.2.3 Analise microbioldgica do solo
As amostras de solo coletadas dos canteiros de alface e crisantemo foram secas
em temperatura ambiente, peneiradas em peneira de 2 mm e armazenadas em geladeira,

a4 °C antes da realizagdo dos experimentos.

3.2.3.1 Carbono da biomassa microbiana (CBM)

O método utilizado foi o da fumigacdo-extracdo, pelo qual parte da amostra foi
fumigada com cloroférmio livre de etanol e a outra parte foi mantida ao natural. A
extracdo do carbono foi feita com K,SO, a 0,5 mol L™ Os extratos de solo obtidos
foram submetidos a digestdo por dicromato de potéssio e depois quantificados por
titulacdo com solugdo padronizada de sulfato amoniacal. Pela diferenca entre o volume
excedente do dicromato das amostras, fumigadas e ndo fumigadas, foi calculado o
carbono extraido proveniente das células lisadas. Os resultados foram expressos em pg
C g™ de substrato (Vance et al. 1987).

3.2.3.2 Liberagéo de CO, pela respiracdo dos microrganismos do solo

A analise dessa variavel foi realizada de acordo com a metodologia adaptada de
Alef (1995). As amostras foram mantidas em frascos herméticos, com um Erlenmeyer
contendo uma solugdo de NaOH 1 N. Essa solucéo ao reagir com o CO; liberado pela
respiracdo dos microrganismos forma Na,COs3, sob incubacdo a 28 °C dos frascos por
alguns dias, de acordo com a amostra de solo de cada cultura (trés dias para alface e um
dia para crisantemo). Para avaliar a quantidade de CO, liberado pela quantidade de
NaOH foram adicionados 1 mL de BaCl; e trés gotas de fenolftaleina para titulagdo com
HCI 1N. Os resultados foram expressos em pg C-CO, g™ dia™.

3.2.3.3 Quociente metabdlico — qCO,

Essa variavel foi estimada pela relacdo do C-CO, pelo CBM (Anderson &
Domsh, 1989).
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3.3 Forma de analise dos resultados

Os metabdlitos produzidos foram avaliados quanto a capacidade de produzir
(positivo) ou ndo (negativo) determinados compostos.

Nos experimentos com mudas de alface cada tratamento foi composto por cinco
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por cinco plantas. Os experimentos com
plantas de alface no campo foram compostos por 10 repeti¢des, cada uma com cinco
plantas. Nos experimentos com mudas de crisantemo, cada tratamento foi composto por
cinco repeticdes e cada repeticdo com cinco plantas; o0 mesmo nimero de repeticdes foi
utilizado nos experimentos em canteiros. Todos os experimentos foram inteiramente
casualizados. Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. O programa estatistico utilizado para a andlise foi o
SISVAR.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao dos isolados — producéo de metabolitos

Foram avaliados 107 isolados de rizobactérias pertencentes ao grupo
fluorescente do género Pseudomonas quanto a capacidade de produzir substancias
inddlicas (SI), acido hidrocianico (HCN) e solubilizar fosfato inorganico (SF) (Tabela
4).

Tabela 4 — Origem dos isolados de rizobactérias, nimero total de isolados testados e
porcentagem de isolados produtores de substancias inddlicas (SI), acido hidrocianico
(HCN) e solubilizadores de fosfato (SF).

Origem N° de isolados SI (%) HCN (%) SF (%)
Alface 21 33 43 43
Algodoeiro 4 75 50 100
Crisantemo 66 53 23 21
Cana 1 0 0 0
Citros 4 75 o5 0
Chicoria 1 100 0 0
Milho 1 100 100 100
Pimentdo 1 100 0 0
Rucula 4 75 75 o5
Soja 1 0 0 100
Solo 2 50 0 0
Tomateiro 1 100 0 0
Total 107 56 29 28
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A maioria dos isolados testados nos experimentos in vitro foi obtida de plantas
de crisdntemo. Diversos trabalhos mostram estudos com rizobactérias obtidas de
diferentes culturas como a alface, cana-de-agucar, girassol, trigo (Someya et al., 2008;
Campos, 2010; Ambrosini et al., 2012), entre outras, mas este € o primeiro relato de
que, pelo menos nas condicdes dos solos brasileiros, se obtém rizobactérias de plantas
de crisdntemo. As rizobactérias isoladas da rizosfera de alface, algodoeiro, chicoria,
citros, milho, racula, soja, tomateiro (Freitas et al., 2003; Coelho, 2006) e cana-de-
acucar (Freitas, 2011) também foram empregadas no presente trabalho. Os resultados
obtidos nos experimentos in vitro mostraram que 52 % dos isolados sdo capazes de
produzir substancias inddlicas, 29 % sdo produtores de HCN e 28 % solubilizadores de
fosfato. A caracterizagdo de rizobactérias para os testes realizados é importante, pois
esses dados podem fornecer subsidios para selecdo de microrganismos benéficos as
plantas cultivadas em condi¢6es de ambiente protegido e no campo.

A producgdo de metabolitos pelas rizobactérias pode variar dentro do mesmo
género de microrganismos e até mesmo dentro da mesma espécie de planta. Por
exemplo, a producdo de substancias indolicas variou entre os isolados obtidos de plantas
de alface, que foram obtidos da rizosfera de diferentes plantas e a mesma observacéo foi
feita para isolados de crisantemo. Isso pode acontecer porque os isolados foram obtidos
de diferentes ambientes, com caracteristicas diversas, cuja rizosfera pode selecionar
grupos diferentes de microrganismos, como os produtores de substancias indolicas que
favorecem o crescimento das raizes Sharma et al. (2011). Bactérias produtoras de
substancias indolicas, podem indicar a capacidade de producdo de fitormonios
(Salamone et al., 2010) que podem aumentar o crescimento das raizes e parte aérea da
planta (Ali & Hasnain, 2007; Idris et al. 2007).

A mesma explicacdo pode ser dada para a selecdo de rizobactérias produtoras de
HCN, como os isolados obtidos da rizosfera de crisantemo e rdcula. A inoculacdo de
rizobactérias produtoras de HCN, em plantas de alface e também em outras culturas
como o milho, por exemplo, pode diminuir a incidéncia de diversos patogenos (Marques
et al., 2010; Cipriano et al., 2013), contribuindo para o bom desenvolvimento da cultura.
Os microrganismos que produzem HCN atuam no controle bioldgico, pois a producéo
desse composto volatil inibe o desenvolvimento de fitopatogenos (Utkhede et al., 2000).
Dessa forma a selecdo de isolados produtores de HCN ¢ valida, pois o ciclo da alface se
completa no campo, onde a microbiota é mais diversificada e a planta podera ter contato

com diversos fitopatogenos.

22



A obtencdo de rizobactérias solubilizadoras de fosfatos também pode estar
relacionada a origem do ambiente rizosférico. No presente trabalho esses
microrganismos foram isolados de diferentes culturas e observou-se que para
rizobactérias obtidas de uma mesma cultura ocorreu diferenca quanto a capacidade de
solubilizar fosfato. N&o se tém informacdes quanto a adubacéo dos solos de origem das
plantas utilizadas no isolamento, mas estudos realizados por Da Costa et al. (2013)
mostram que a fertilidade do solo pode influenciar na obtencéo desses microrganismos.
Os autores observaram que em solo rizosférico sem adubacéo péde-se isolar um numero
maior de rizobactérias solubilizadoras de fosfato, em comparagdo com um solo

moderadamente adubado.

4.2 Efeito da inoculacdo de rizobactérias em mudas de alface produzidas em
ambiente protegido

No primeiro experimento (Tabela 5) verificou-se promogéo de crescimento da
parte aérea das plantas tratadas com os isolados M4, M5, Ps21A, Ps141 e PsC40.

Tabela 5 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas de alface
tratadas separadamente, com 10 isolados de Pseudomonas, producdo (+) ou nédo (-) de
substancias inddlicas (SI), acido hidrocianico (HCN) e solubilizacdo de fosfato (SF), do
primeiro experimento.

Tratamentos  Origem  P. aérea (mg) Raizes(mg) SI HCN SF

Controle 63,2 b* 27,7a — - -
E21G1 Crisantemo 70,0b 27,0a - - -
MP1 Ruacula 58,0b 38,5a + + -
M2 Crisantemo 64,0 b 32,0a - + -
M4 Crisantemo 90,7 a 340a - - -
M5 Crisantemo 83,0a 25,2a - - -
Ps21A Algodoeiro 79,5a 36,0 a - - +
Ps60B Citros 63,5b 35,2a + + -
Ps141 Rdcula 75,7 a 335a - - -
Ps871B Alface 65,0 b 29,5a + + +
PsC40 Crisantemo 80,0 a 38,0a - + -
CV (%) 16,7 27,1

*Médias com letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Trés desses isolados (M4, M5 e Ps141) ndo produziram nenhum metabdlito
investigado. Os resultados mostram que o isolado Ps21A solubiliza fosfato e o isolado
PsC40 ¢ produtor de HCN e ambos favoreceram o crescimento da parte aérea. Pdde-se

observar também que nenhum dos isolados que promoveu o crescimento das mudas de
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alface foi obtido dessa cultura, demonstrando que microrganismos isolados de
diferentes culturas podem beneficiar uma cultura diferente de sua origem. Por exemplo,
estudos mostram que rizobactérias do género Pseudomonas, obtidas da rizosfera de
soja, aumentaram o crescimento da parte aérea de plantas de alface (Donzeli, 2006).

Ao analisar os dados obtidos no segundo experimento foi possivel verificar que
a maioria dos isolados empregados, 80 %, promoveu o0 crescimento da parte aérea, dass
raizes ou da planta interia, quando comparado ao controle (Tabela 6). Além dos isolados
de alface, produtores de alguns metabdlitos — como substancias inddlicas e
solubilizadores de fosfatoto — trés isolados de crisdntemo, um de rucula e um isolado
obtido de cana-de-actcar também foram benéficos, no entanto ndo produziram nenhum

dos metabolitos investigados.

Tabela 6 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas de alface
tratadas separadamente, com 20 isolados de Pseudomonas, producdo (+) ou nédo (-) de
substancias inddlicas (Sl), acido hidrocianico (HCN) e solubilizacdo de fosfato (SF), do
segundo experimento.

Tratamentos Origem P.aérea (mg) Raizes(mg) SI HCN SF

Controle 68,7 c* 240b --
PsC1 Crisantemo 100,2 a 38,2a + - -
PsC2 Crisantemo 715¢c¢ 33,0a - + -
PsC3 Crisantemo 71,7¢c 330a + + +
PsC4 Crisantemo 109,7 a 370a + + +
PsC5 Crisantemo 85,0b 26,5b - + -
PsC6 Crisantemo 70,0c 32,2a - + -
PsC7 Crisantemo 8l5¢c 43,0a - - -
PsC8 Crisantemo 67,2 ¢ 17,2 b + + -
PsC9 Crisantemo 85,5b 35,2a - - -
PsC10 Crisantemo 61,7 c 28,2b - + +
PsC11 Crisantemo 73,0c 33,2a + + +
PsC12 Crisantemo 70,5¢ 20,0b + - -
PsC13 Crisantemo 105,0 a 295b + - +
PsC14 Crisantemo 80,7 ¢ 38,2a + + +
LP16 Rucula 76,0 c 37,7a + + +
LP17 Alface 595¢ 25,2 b + - +
LP44 Alface 745c 215b + + +
LP47 Rucula 71,7c 37,2a + + -
Ps89 Couve 72,0cC 34,0a - - +
R7H Cana 875b 340a - - -
CV (%) 20,1 31,2

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.

E claro que o fato de alguns isolados ndo produzirem os metabélitos

investigados, ndo quer dizer que o microrganismo ndo seja promotor de crescimento,
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pois existem outros mecanismos pelos quais a rizobactéria pode beneficiar o
crescimento da planta, como a producdo de outros compostos volateis (Santoro et al.,
2011). Além disso, quatro isolados (PsCl, PsC4, PsC9 e R7H) aumentaram a

quantidade de massa de matéria seca tanto da parte aérea como das raizes.

Os dados obtidos no terceiro experimento (Tabela 7) mostram também que um

grande nimero de isolados beneficiou o desenvolvimento das mudas.

Tabela 7 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas de alface
tratadas separadamente, com 14 isolados de Pseudomonas, producéo (+) ou nédo (-) de
substancias inddlicas (SI), acido hidrocianico (HCN) e solubilizacdo de fosfato (SF), do
terceiro experimento.

Tratamentos Origem P. aérea (mg) Raizes(mg) SI HCN SF

Controle 58,5b 11,0b —— - -
M4 Crisantemo 72,7 a 11,7b - - -
M5 Crisantemo 86,7 a 15,5a - - -
M6 Crisantemo 64,7 b 125a - - -
M7 Crisantemo 350¢c 11,0b + + -
M8 Crisantemo 63,0 b 122b - - -
M9 Crisantemo 69,2 a 105b - - -
M10 Crisantemo 735a 12,7 a - - -
M12 Crisantemo 70,5a 115b - - -
M14 Crisantemo 63,0 b 12,7 a + + -
M15 Crisantemo 70,7 a 14,0 a - - -
M16 Crisantemo 61,5b 15,0 a - - +
M17 Crisantemo 575b 13,2 a + + -
M18 Crisantemo 61,2 b 10,7b + + -
M21 Crtisantemo 53,7b 8,7b + - -
CV (%) 18,6 18,9

*Médias com letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Nesse experimento ficou clara, a questdo abordada na andlise do experimento
anterior: a auséncia de producdo dos metabolitos investigados, pelos isolados que
promoveram o crescimento da planta. A maioria dos isolados que desencadearam esse
beneficio (M4, M5, M6, M9, M10, M12 e M15) ndo produziu nenhum dos metabolitos
analisados, além de terem sido todos obtidos de plantas de crisantemo. Essa questdo
reforca os dados apresentados anteriormente, referentes aos microrganismos
beneficiarem uma cultura diferente da que foi obtida. Resultados semelhantes em
estudos com rizobactérias do género Bacillus, obtidas de plantas de couve, mostraram

que esses microrganismos promoveram o crescimento das mudas de alface, apesar de
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ndo terem produzido substancias indolicas, acido cianidrico e ndo solubilizarem fosfato
inorganico (Gomes et al., 2003). Os resultados neste trabalho e em outros mostram que
ndo ha especificidade para uma planta hospedeira, de modo que as rizobactérias podem
beneficiar culturas diferentes das que foram obtidas, pelo menos no que se refere aos
efeitos benéficos de Bacillus e Pseudomonas (Gomes et al., 2003; Donzeli, 2006)

A promogéo de crescimento das mudas de alface verificada neste experimento,
por rizobactérias que ndo produziram 0s metabdlitos investigados, sugere que esse
efeito benéfico pode ter sido desencadeado por outras vias — ndo exploradas neste
trabalhno — como a producdo de sideroforos. Ao avaliar o efeito da inoculacdo de
Pseudomonas em diferentes cultivares de alface, sob diferentes concentragdes de ferro,
Someya et al. (2008) observaram que em condi¢es limitantes desse elemento, as
rizobactérias promoveram o crescimento da planta. Os sideroforos, quelatos de baixo
peso molecular, sdo produzidos por rizobactérias, como as Pseudomonas, em condicdes
limitantes de ferro e podem ser fonte desse elemento para as plantas (Bar-Ness et al.,
2001; Radzki et al., 2013). A fixacdo bioldgica de nitrogénio também é outro
mecanismo pelo qual os microrganismos benéficos aumentam o crescimento e o teor de
nitrogénio e outros elementos na planta (Berger et al., 2103).

No quarto experimento, verificou-se que houve promocdo de crescimento da
parte aérea das mudas, devido a inoculagdo das rizobactérias e que desses isolados
apenas um (M2) ndo é produtor de substancias inddlicas (Tabela 8). A producdo dessas
substancias, indicadoras da capacidade da producdo de fitorménios — dentre eles o acido
indol acético (AlA) — é um dos efeitos que desencadeia a promocéo de crescimento das
plantas (Khalid et al., 2004; Salamone et al., 2010).

Os resultados obtidos no quinto experimento mostram que apenas dois isolados
(M23 e M41) promoveram o crescimento da parte aérea das mudas de alface (Tabela 9),

sendo que o isolado M23 produziu substancias inddlicas.
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Tabela 8 - Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas de alface
tratadas separadamente, com 17 isolados de Pseudomonas, producdo (+) ou nédo (-) de
substancias inddlicas (SI), acido hidrocianico (HCN) e solubilizacdo de fosfato (SF), do
quarto experimento.

Tratamentos Origem P. aérea (mg) Raizes (mg) SI HCN SF

Controle 275b 10,5a
M2 Crisantemo 36,7 a 13,7a - + -
M11 Crisantemo 41,7 a 13,0 a - - -
M22 Crisantemo 425 a 12,0a + - -
M24 Crisantemo 42,0a 11,0a + - -
M25 Crisantemo 38,0a 11,7 a + - -
M26 Crisantemo 33,7b 16,2 a + - -
M27 Crisantemo 30,2b 110a + - -
M28 Crisantemo 295b 11,0a + - -
M29 Crisantemo 32,2b 145a + - -
M30 Crisantemo 31.2b 12,2 a + - -
M31 Crisantemo 37,7a 13,7 a + - -
M33 Crisantemo 35,0a 8,5a + - -
M34 Crisantemo 395a 9,7a + - -
M35 Crisantemo 28,2b 10,7 a + - -
M36 Crisantemo 38,2a 10,7 a + - -
M37 Crisantemo 26,7 a 13,5a + - -
M38 Crisantemo 40,2 a 12,2 a + - -
CV (%) 18,5 22,3

*Meédias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Tabela 9 - Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas de alface
tratadas separadamente, com 7 isolados de Pseudomonas, producdo (+) ou ndo (-) de
substancias inddlicas (SI), acido hidrocianico (HCN) e solubilizacdo de fosfato (SF), do
quinto experimento.

Tratamentos Origem P.aérea (mg) Raizes(mg) SI HCN SF

Controle 60,5 b* 410a
M23 Crisantemo 118,7 a 66,0 a + - -
M32 Crisantemo 73,2b 48,7 a + - -
M39 Crisantemo 85,5b 52,0a + - -
M41 Crisantemo 97,0a 510a - - -
M42 Crisantemo 735b 36,0 a - - +
M44 Crisantemo 86,5b 52,5a + - +
M45 Crisantemo 75,7b 47,2 a - - +
CV (%) 21,7 19,7

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
No sexto experimento um grande nimero de isolados foi testado, no entanto,

poucos foram capazes de beneficiar o crescimento das mudas (Tabela 10). A promocao

de crescimento ocorreu apenas nas raizes das mudas tratadas com os isolados M46,
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Ps22B, Ps43C, Ps222 e LP25 e esse efeito pode ter sido desencadeado pela producdo de
substancias indolicas e/ou a solubilizagdo de fosfato.

Tabela 10 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas de alface
tratadas separadamente, com 28 isolados de Pseudomonas, producdo (+) ou nédo (-) de
substancias inddlicas (SlI), acido hidrocianico (HCN) e solubilizacdo d fosfato (SF), do
sexto experimento.

Tratamentos Origem  P.aérea(mg) Raizes(mg) SI HCN SF

Controle - 135,0 a* 455b
M43 Crisantemo 98,7b 415c - - +
M46 Crisantemo 126,7b 53,0a - - +
M47 Crisantemo 1192 b 48,0b + - +
M48 Crisantemo 129,7 a 50,7b + - +
M49 Crisantemo 114,7b 45,7b + - -
M50 Crisantemo 139,7 a 46,7 b - - -
M51 Crisantemo 161,7 a 46,0b - - -
M52 Crisantemo 1440 a 475b - - -
M53 Crisantemo 99,0b 330c - - -
Ps21C Algodoeiro 129,5a 46,0 b + - +
Ps22B Algodoeiro 154,0a 53,0a + + +
Ps43C Soja 1512 a 575a - - +
Ps51A Tomateiro 133,2a 43,2b + - -
Ps62 Citros 1355a 41,7¢c + - -
Ps74 Citros 104,0b 350c - - -
Ps76 Citros 139,0 a 375¢ + - -
Ps92 Pimentao 153,5a 450b + - -
Ps193 Alface 121,2b 28,7¢ + - -
Ps853B Alface 103,2b 33,2¢ - - -
Ps856B Alface 109,7 b 440b + - -
Ps861A Alface 139,2 a 46,7b - + +
Ps864C Alface 1515a 39,0c - - -
Ps866B Alface 117,7b 340c - + -
Ps221 Solo solar. 143,7 a 61,2a - - -
Ps222 Solo solar. 1545 a 58,0 a + + -
LP22 Chicoria 139,0 a 495b + - -
LP25 Alface 149,7 a 56,5 a - + +
LP28 Alface 71,7b 32,2¢C - + +
CV(%) 17,5 17,6

*Meédias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.

No sétimo experimento realizado foi verificado resultado parecido com os
obtidos nos experimentos anteriores, ou seja, maior crescimento das plantas por isolados
gue produzem os metabdlitos investigados e também por isolados que ndo os produzem
(Tabela 11). Observou-se também que os isolados LP13, Ps22A e 136RN sao

produtores de todos os metabolitos investigados. Esses dados corroboram aos outros
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estudos que também os investigaram e indicam que o conjunto de diferentes
mecanismos como producdo de substancias inddlicas, solubilizacdo de fosfato,
producdo de siderdforos, fixagdo bioldgica de nitrogénio é responsavel pela promogéo

de crescimento das plantas (Perrig et al., 2007; Farina et al., 2012).

Tabela 11 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas de alface
tratadas separadamente, com 17 isolados de Pseudomonas, producéo (+) ou nédo (-) de
substancias inddlicas (Sl), acido hidrocianico (HCN) e solubilizacdo de fosfato (SF), do
sétimo experimento.

Tratamentos  Origem P.aérea (mg) Raizes(mg) SI HCN SF

Controle 63,5 b* 26,7b -
E17 Crisantemo 55,2b 25,0b - - -
E20B Crisantemo 70,5a 33,0a - - -
E22C Crisantemo 87,7 a 37,2a - - -
LP10 Alface 91,7 a 35,2a - + -
LP12 Alface 72,2a 45,0a - - -
LP13 Alface 77,2 a 38,2 a + + +
Ps22A Algodoeiro 58,5a 29,0b + + +
Ps89 Alface 82,0a 31,7b - - +
Ps853C Alface 60,2 b 210b - - +
Ps143C Ruacula 775a 30,5b - - +
Ps852C Alface 76,5 a 32,0b + - +
Ps857C Alface 56,5b 29,7 a - - -
Ps864C Alface 53,2b 23,0b - - -
Ps870A Alface 61,7b 25,2 b - - +
Ps874 Alface 75,0 a 41,2 a - - -
R7H Cana 57,7b 25,2 b - - -
136RN Cana 8l,2a 36,2 a + + +
CV(%) 19,7 29,0

*Meédias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Os dados que serdo discutidos a partir de agora referem-se aos resultados
supracitados dos seguintes isolados: 136RN, E21G1, E22C, LP10, LP12, LP13, M5,
M8, PsC4, PsC13, PS143C, PS871B e Ps874. Nos experimentos seguintes foram
testadas apenas essas rizobactérias, porque ndo era possivel trabalhar em diferentes
experimentos, principalmente os realizados no campo, com um numero grande de
isolados. Essas treze rizobactérias selecionadas obtiveram diferentes resultados para 0s
metabolitos investigados e nos experimentos com mudas de alface (Tabela 12). Optou-
se por escolher isolados com diferentes caracteristicas, por ndo se saber qual seria 0

efeito desencadeado pelos microrganismos em condic¢do de campo.
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Tabela 12 — Isolados de rizobactérias, origem, producdo (+) ou ndo de substancias
indolicas (SI), acido cianidrico (HC), solubilizadores de fosfato (SF), promotoras (+) ou
ndo (-) do crescimento da parte aérea e raizes de mudas de alface.

Isolados Origem Sl HCN SF  Parteaérea  Raizes
E21G1 Crisantemo - - - - -
E22C Crisantemo - - - + +
LP10 Alface - + - + +
LP12 Alface - - - + +
LP13 Alface + + + + +
Ps143C Rdcula - - + + -
Ps871B Alface + + + - -
Ps874 Alface - - - + +
M5 Crisantemo - - - + +
M8 Crisantemo - - - - -
PsC4 Crisantemo + + + + +
PsC13 Crisantemo + - + + -
136RN Milho + + + + +

4.3 Amplificacao do gene nifH

Na caracterizacdo molecular, ndo foi detectada a presenca do gene nifH nos
isolados que foram selecionados para o0s experimentos em campo (Figura 3). Nesse teste
foram utilizados dois microrganismos, como controle positivo, com capacidade
comprovada de amplificar o gene de interesse: Rhizobium leguminosarum (C1), cujo
género é reconhecido pela capacidade de fixar nitrogénio, em simbiose com

leguminosas, e um isolado de Pseudomonas sp. (C2) obtido de raizes de cana-de-agucar.

Figura 3 — Amplificacdo por PCR do gene nifH, de diferentes isolados de rizobactérias. (M) marcador de
peso molecular 100 pb (Fermentas); (C1) Rhizobium leguminosarum; (1) isolado 136RN; (2) isolado
E22C; (3) isolado E21G1; (4) isolado LP10; (5) isolado LP12, (6) isolado LP13; (C2) Pseudomonas sp.;
(7) isolado M5; (8) isolado M8; (9) isolado PsC4; (10) isolado PsC13; (11) isolado Ps143C; (12) isolado
Ps871B; (13) isolado Ps874.

Os resultados obtidos mostram que ndo houve amplificagdo do gene nifH
para nenhum isolado, exceto para os isolados controle (C1 e C2). A falta de sinal de

amplificacdo pode ser explicada pelo fato de que os primers utilizados foram
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desenhados a partir de sequéncias de Azospirillum, Sinorhizobium e Frankia e, portanto,
diferencas nessas sequéncias podem ter impedido o anelamento dos mesmos com o
DNA dos isolados (Teixeira et al., 2007). Outra possibilidade seria a de que alguns
microrganismos fixadores de nitrogénio (quando cultivados repetidamente em
laboratdrio) podem conter esses genes nos plasmidios, que por sua vez podem ser
perdidos facilmente pela bactéria quando expostas a tratamentos térmicos suaves (Neves
e Rumjaneck, 1992).

Apesar da auséncia de produto de amplificacdo do gene nifH dos isolados
avaliados neste experimento, outros trabalhos mostram que além dos rizobios
(microrganismos simbiontes), microrganismos de vida livre — como as rizobactérias —
também podem fixar nitrogénio. Por exemplo, a inoculagdo conjunta de Rhizobium e
Pseudomonas fluorescens aumentou a fixacdo bioldgica, resultando em maior
quantidade de nitrogénio nas folhas e consequente aumento de matéria seca da parte
aérea de plantas de feijdo (YYadegari et al., 2010). Além disso, rizobactérias do género
Bacillus e Pseudomonas, sdo reconhecidas como fixadoras de nitrogénio e promotoras
do crescimento de plantas de arroz e sugeridas como inculantes para essa cultura (Mirza
et al., 2006; Barua et al., 2012).

4.4 Sequenciamento

De acordo com a arvore filogenética construida com base no sequenciamento do
gene 16S DNAr das rizobactérias foram formados trés grupos distintos, onde estdo
distribuidos os isolados testados neste trabalho: no grupo 1 foram incluidas as
rizobactérias LP13, LP12, M5, E22C, E21G1, M8, 136RN, Ps871B, PsC13 e Psc4; no
grupo 2 o isolado Ps143C, no grupo 3 a rizobactéria Pseudomonas alcaligenes
(sequéncia utilizada apenas para comparacao) e o isolado LP10 ndo foi agrupado com
nenhum dos microrganismos (Figura 4). O produto de amplificacdo do isolado Ps874
néo apresentou boa qualidade para sequenciamento do gene 16S DNA.

No grupo 1 a rizobactéria LP12 apresentou alta similaridade com P. putida
CICRGV2 (96,7 %) e o isolado LP13 com diferentes espécies, inclusive com diferentes
isolados de P. putida (Apéndice 1). Esses dois isolados (LP12 e LP13) também foram
testados em outros trabalhos e foram identificados como P. putida (Coelho et al., 2008).
As rizobactérias E22C, E21G1, M5 e M8 agruparam-se com diferentes isolados de P.

putida, sendo que o isolado E22C apresentou alta similaridade (99,9 %) com diferentes
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isolados de P. putida. Alta similaridade com P. putida também foi verificada para os
isolados 136RN, Ps871B, PsC4 e PsC13.

No grupo 2 a rizobactéria Ps143C apresentou 99,6 % de similaridade com uma
espécie entomopatogénica de Pseudomonas sp. (Matthijs et al., 2009) e 0 mesmo valor
de similaridade com P. fluorescens MS300. Os estudos realizados com a rizobacteéria P.
fluorescens MS300 mostraram a influéncia benéfica dessa espécie no desenvolvimento
de plantas de alface e trigo em condicéo de baixa concentracdo do in6culo (Sundh et al.,
2011).

0i[386778470|gb|IN982334.1| Pseudomonas putida strain RW10S2
0i[289469917|gh|GU396282.1| Pseudomonas putida strain AKMP
0i[239505179]gh|FJ605372.1| Pseudomonas plecoglossicida strain Fn2
0i[351694152|gh|IN656162. 1| Pseudomonas monteilii strain SYA2
0i|67974764|gb|DQ095910.1| Pseudomonas plecoglossicida strain S22
0i[301068272|gb|HM439974.1| Pseudomonas putida strain NBAIl OTN5 E2
0i[333034865]gb|JF703659.1| Pseudomonas putida strain HTca
0i|67974756/gb|DQ095902.1| Pseudomonas plecoglossicida strain S14

LP13
LP12
%L ' o Grupo 1
0i]403084303|gb|JX276777.1| Pseudomonas putida strain CICRGV2

0i[289469919|gb|GU396284.1| Pseudomonas putida strain JGP46
0i[300433035]gh|HM152613.1| Uncultured Pseudomonas sp. clone Filt.25
0i[300433108]gh|HM152686.1| Uncultured Pseudomonas sp. clone Filt.99
64l s

E22C

0i[300433092|gb|HM152670.1| Uncultured Pseudomonas sp. clone Filt.83

E21G1
82
I

L 136RN
 Ps871B
TPsC13

w
S

w

50 PsC4

71‘@06596794|embFM211694.1| Pseudomonas putida strain P9

921 9i|410369546|gh|IX899644.1| Pseudomonas sp. REmamp_189
0i[44888960]gh|AY538263.1| Pseudomonas fluorescens strain PC17
0i[254055135|gh|FJ652611.1| Pseudomonas chlororaphis strain ATCC17411
4i14433326/cbj|D84012. 1PSEATCCLL Pseudomonas corfugata Grupo 2
0i[194593990|gb|EU681004.1| Pseudomonas sp. W15Feb20

52

Ps143
481 i[312434796|gb|HQ589333.1| Pseudomonas fluorescens strain MS300 i
4i[425707008]gb|JXB67714.1| Pseudomonas alcaligenes strain NCIMB 9867 _< Grupo 3
LP10 ] Grupo 4

0i[74474891|dbj|AB194327.1| Stenotrophomonas maltophilia strain:k279a

H
0.001

Figura 4 — Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do gene 16S dos 12 isolados de
rizobactérias (E21G1, E22C, LP10, LP12, LP13, M5, M8, PsC4, PsC13, Ps143C, Ps871B e 136RN) e de
sequéncias obtidas no GenBank, utilizando-se 0 método Neighbour-joining. Os nimeros em cada um dos
ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos com base em analises de bootstrap de 1000
repeticdes. A sequéncia do gene 16S da bactéria Stenotrophomonas maltophilia foi usada como grupo
externo.
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Os isolados LP12 e LP13, que apresentaram alta similaridade entre eles, e ndo
foram inseridos no mesmo grupo do isolado LP10. Entretanto, esses trés
microrganismos foram obtidos da rizosfera de plantas de alface.

As caracteristicas de producdo de metabdlitos, presenca do gene nifH e
promogdo de crescimento das plantas tratadas com as rizobactérias ndo foram
explicadas pela relagdo filogenética apresentada. Em outros trabalhos as caracteristicas
antagonistas de rizobactérias do género Pseudomonas tambeém néo tiveram relacdo com
a arvore filogenética, mas a identificacdo dessas rizobactérias € um importante passo em

estudos com microrganismos benéficos (Hultberg et al., 2010; Someya et al., 2012)

4.5 Producéo de alface — experimentos em bandejas e canteiros

No primeiro experimento realizado nessa segunda etapa, verificou-se que as
mudas de alface produzidas em bandejas e tratadas com os isolados tiveram massa de
matéria seca da parte aérea inferior ao controle sem in6culo (Tabela 13). A inoculagédo

dos isolados ndo resultou em diferenca de matéria seca das raizes das mudas.

Tabela 13 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas e plantas
adultas de alface tratadas separadamente, com 5 isolados de Pseudomonas (primeiro
experimento).

Parte aérea (Q) Raizes (q)

Tratamentos Mudas Adultas Mudas Adultas
Controle 0,77 a* 12,56 a 0,28 a 0,96 b
LP10 0,60 b 12,95 a 0,23 a 1,05a
LP12 0,47 c 12,63 a 0,19 a 1,10a
LP13 0,42c 12,27 a 0,26 a 0,98 b
M5 0,68b 12,80 a 0,24 a 0,97 b
PsC13 0,40 c 12,69 a 0,19a 1,08a
CV (%) 14,8 24,3 23,1 30,2

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%.

Os isolados LP10, LP12 e PsC13 que ndo promoveram aumento de massa de
matéria seca da parte aérea foram, entretanto, benéficos por aumentar a massa de
matéria seca das raizes das plantas. Os isolados LP10 e LP12 ndo sdo produtores de
substancias indélicas e nem solubilizaram fosfato, no entanto o isolado PsC13 possui
essas duas caracteristicas. O crescimento das raizes das plantas tratadas com os isolados

LP10 e LP12 pode ter sido desencadeado pela producdo de horménios relacionados ao
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crescimento que ndo foram avaliados neste trabalho. J& o isolado PsC13 pode ter
produzido quantidades de substancias inddlicas suficientes que beneficiou o
desenvolvimento das raizes. Os isolados LP10 e LP12 também foram testados por
Cipriano et al. (2013), em alface hidrop6nica e esses isolados ndo promoveram o
crescimento das plantas in vivo no entanto, nos testes in vitro, controlaram o
desenvolvimento do fitopatégeno Pythium aphanidermatum nas raizes das plantulas de
alface. Esses resultados e os obtidos no presente trabalho mostram que esses isolados
podem beneficiar a cultura de alface em diferentes condices.

Cabe lembrar que os isolados testados neste experimento ja haviam sido testados
em mudas de alface (item 4.2) e todos haviam aumentado a quantidade de massa de
matéria seca da cultura, nos respectivos experimentos. Deve-se levar em conta que no
presente experimento as plantas permaneceram por um periodo maior
(aproximadamente 12 dias a mais) nas bandejas. Isso pode ter interferido na colonizacao
das rizobactérias nas raizes das plantas, pois a populacdo desses microrganismos pode
aumentar ou diminuir de acordo com o estagio de desenvolvimento das plantas (Farina
et al., 2012). Isso pode se tornar mais evidente no caso da alface por ser uma cultura de
ciclo curto. Ndo se estd comparando esses diferentes experimentos, apesar do substrato
e espécie de planta serem as mesmas — com condic¢des de crescimento parecidas — mas
isso € um bom teste para se avaliar o desempenho dos isolados. Ao atingir o objetivo
maior dos trabalhos com as rizobactérias, esses microrganismos serdo submetidos a
diferentes ambientes e épocas, mesmo que se trabalhe com culturas e manejo iguais. Por
isso os resultados semelhantes do efeito da inoculagdo do mesmo isolado, em diferentes
experimentos, s&o importantes.

A inoculacdo dos isolados nas mudas de alface teve resultados significativos nas
analises referentes ao solo rizosférico das plantas (Tabela 14). Variaveis indicadoras da
atividade microbiana como CBM, liberagdo de CO, e qCO,, permitem conhecer melhor
as caracteristicas bioldgicas gerais da rizosfera em que se desenvolve a interagdo planta-
bactéria. A avaliagio do CBM pode indicar se houve mudanca na quantidade da
comunidade microbiana de uma forma geral e os resultados obtidos nesse primeiro

experimento mostraram que houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Tabela 14 — Carbono da biomassa microbiana (CBM), CO, liberado e quociente
metabdlico (qCO;) das amostras de solos rizosféricos de plantas de alface tratadas com
diferentes isolados de rizobactérias.

CBM CoO CcO
Tratamentos ——— ngCg'—— — g C-CO, 92'1 dia’™— —pug COqug CZBM'ldia'l—
Controle 60 b* 68 c 1,40 a
LP10 88 b 73 ¢ 0,83b
LP12 106 b 48d 0,45b
LP13 118 b 53 d 0,45b
M5 188 a 114 a 0,64b
PsC13 216 a 104 b 0,54b
CV (%) 39,5 6,0 47,7

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%.

O solo rizosférico das plantas tratadas com os isolados M5 e PsC13
apresentaram maior valores de CBM em relagdo aos demais tratamentos, inclusive ao
controle, 0 que mostra aumento da comunidade microbiana devido a inoculacéo desses
isolados. A inoculacdo de microrganismos benéficos como rizobactérias do género
Provencia e cianobactérias, pode beneficiar o desenvolvimento de plantas, como o trigo.
Plantas tratadas com esses microrganismos apresentaram maiores valores de CBM na
rizosfera, além do aumento de macro e micronutrientes nas sementes (Rana et al.,
2012).

A liberacdo de CO,, que mede a atividade bioldgica, pela respiracdo dos
microrganismos, também foi maior para os tratamentos M5 e PsC13. Esses dados,
comparados com os obtidos de CBM, mostraram que a inoculagdo desses isolados
aumentou a comunidade microbiana da rizosfera, e consequentemente houve aumento
da respiracdo dos microrganismos no solo. Em partes esses resultados podem ter sido
decorrentes da inoculacdo do isolado PsC13 que aumentou a quantidade de raizes das
plantas. O aumento da massa de raizes pode gerar aumento de exsudatos ricos em
carbono, que podem aumentar a quantidade de microrganismos na rizosfera (Anderson
& Habiger, 2012).

O aumento da microbiota e da quantidade de CO, liberado pelos
microrganismos, na rizosfera das plantas tratadas com o isolado M5, ndo resultou em
promocéo de crescimento da planta. 1sso pode acontecer, pois essas variaveis medem a
atividade microbiana geral e ndo de um grupo especifico de microrganismos, como as
rizobactérias promotoras de crescimento. Ao avaliar o quociente metabdlico, que é a

relacdo entre o CO, liberado e o CBM, observaram-se resultados diferentes. O
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quociente metabdlito mede a eficiéncia do microrganismo de incorporar carbono a sua
propria biomassa (Anderson & Domsh, 1989). Para essa varidvel o valor de todos os
tratamentos foi significativamente menor que o tratamento controle. Isso indica que a
microbiota desses tratamentos foi mais eficiente na incorporacdo de carbono a sua
prépria biomassa, em relacdo ao controle, o que sugere um maior equilibrio nesses
ambientes.

Os resultados obtidos no segundo experimento mostraram que na fase de
mudas, todos os tratamentos, exceto 0 Mix, promoveram o crescimento da parte aérea

ou das raizes das plantas (Tabela 15).

Tabela 15 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas e plantas
adultas de alface tratadas separadamente, com 4 isolados de Pseudomonas e Mix
(segundo experimento).

Parte aérea (Q) Raizes (g)

Tratamentos Mudas Adultas Mudas Adultas
Controle 0,42 c* 8,91b 0,16 a 0,45b
136RN 0,62 a 9,62 b 0,18 a 0,49b
E21G1 0,53b 9,76 b 0,17 a 0,50 b
M8 0,45c 10,19 a 0,16 a 0,56 a
Ps874 0,48 c 11,07 a 0,16 a 0,58 a
Mix 0,47 c 9,15b 0,17 a 0,47b
CV (%) 10,3 31,2 12,6 27,6

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%.

Na fase de muda, os isolados 136RN e E21G1 promoveram crescimento da parte
aérea sendo que o primeiro é produtor de todos os metabdlitos investigados, diferente do
ultimo que ndo produziu nenhum dos avaliados. O isolado 136RN, também testado
anteriormente (item 4.2, tabela 11) ja havia resultado em efeito benéfico nas mudas, nas
duas variaveis analisadas. Freitas et al. (2003) também avaliaram o desempenho desse
isolado em alface cultivada em vasos com solo e esterco e os autores desse trabalho
também verificaram aumento do crescimento da parte aérea das plantas de alface
tratadas com esse inoculo.

O efeito desencadeado pelas rizobactérias, inoculadas na fase de mudas, ndo se
repetiu nas plantas adultas, no entanto nessas plantas também houve efeito benéfico.
Nessa fase, o efeito foi contrario: os dois isolados (M8 e Ps874) que ndo haviam
promovido o crescimento das mudas promoveram aumento tanto da massa de matéria
seca da parte aérea como das raizes das plantas adultas. Esses dados ddo mais suporte a

hipotese de que as rizobactérias podem beneficiar a cultura em diferentes estagios de
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desenvolvimento (Salamone et al., 2010) como discutido anteriormente. Os
experimentos com mudas e as plantas adultas ndo estdo sendo comparados
estatisticamente, apenas feito um paralelo entre eles, j& que o indculo e condigbes
iniciais de producao foram as mesmas. Essa variacdo dos resultados pode ser devido ao
estagio de desenvolvimento da planta. A abundéncia de rizobactérias pode ser maior na
fase reprodutiva de gramineas, por exemplo, demostrando que pode haver variagao
sazonal desse grupo de microrganismos (Sharma et al., 2011). A variagcdo do
desempenho desses microrganismos também pode ser em fungédo dos fatores bioticos e
abiodticos como solo, clima, atividade microbiana nativa, entre outros (Meena et al.,
2012).

Os resultados obtidos em relagdo aos valores de CBM, respiragdo da microbiota
avaliada pela liberacdo de CO, e 0 quociente metabdlico mostram que a inoculacdo dos

isolados ndo interferiu significativamente nessas variaveis (Tabela 16).

Tabela 16 — Carbono da biomassa microbiana (CBM), CO, liberado e quociente
metabolico (qCO,) das amostras de solos rizosfericos de plantas de alface tratadas com
diferentes isolados de rizobactérias.

CBM CO, CO,
Tratamentos ——— ngCg'—— —pugC-Co, gl dia’™— —pug cozqug CBMdia’—
Controle 160 a* 103 a 0,76 a
136RN 120 a 109 a 0,93 a
E21G1 113 a 102 a 1,05a
M8 112 a 117 a 124 a
Ps874 90 a 146 a 1,60 a
Mix 83 a 115a 1,36 a
CV(%) 429 28,9 40,4

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%.

Essa auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos mostra que a
inoculagéo dos isolados néo alterou a microbiota entre as amostras de rizosfera de, uma
forma geral, mas pode ter havido alteragcbes em diferentes populacbes de
microrganismos, cujas analises ndo permitem detectar. Em estudo para avaliar as
alteracOes ocorridas na comunidade microbiana do solo associada as raizes de plantas de
soja, com diferentes herbicidas, ndo foram detectadas diferencas significativas para
CBM, respiracdo basal e qCO, (Zilli et al., 2008). No entanto, a avalia¢cdo baseada no
DNA mostrou que houve alteragdo na comunidade bacteriana, pois a aplicacdo dos

herbicidas restringiu alguns grupos de bactérias e estimulou o crescimento de outros
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grupos. Em relacdo a este trabalho, deve-se levar em conta também que no primeiro
experimento, houve diferencga significativa para essas variaveis, mas a quantidade de
raizes das plantas era maior do que neste segundo experimento, 0 que pode ter
contribuido para esses resultados. Isso indicaria que a quantidade de raizes pode, em
parte, influenciar a interagdo planta-microbiota.

No terceiro experimento realizado verificou-se, assim como no anterior, que 0s
isolados beneficiaram o desenvolvimento das plantas, exceto o tratamento Mix (Tabela
17).

Tabela 17 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas e plantas
adultas de alface tratadas separadamente, com 4 isolados de Pseudomonas e Mix
(terceiro experimento).

Parte aérea (Q) Raizes (q)

Tratamentos mudas adultas mudas Adultas
Controle 0,40 b* 8,56 b 0,14 a 0,41b
E22C 0,57 a 9,53 b 0,18 a 0,48 a
PsC4 0,57 a 11,20 a 0,17 a 0,53 a
Ps143C 0,47b 10,15 a 0,16 a 0,49 a
Ps871B 0,43 b 9,09b 0,15a 0,47 a
Mix 0,37b 9,42 b 0,15a 0,44 b
CV (%) 16,3 24,3 13,1 20,2

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%.

Na fase de mudas, as plantas que receberam a suspensdo de inéculos dos
isolados E22C e PsC4 apresentaram maior massa de matéria seca da parte aérea, como
evidenciado na Figura 5. Ndo houve, entretanto, efeito no crescimento radicular. Nas
plantas adultas todos os tratamentos testados, exceto o Mix, aumentaram a massa de
matéria seca das raizes e as plantas tratadas com o isolados PsC4 e Ps143C
apresentaram maior massa de matéria seca da parte aérea. Cabe lembrar que os isolados
PsC4 e Ps871B sdo produtores de substancias indélicas, HCN e que todos esses (exceto
0 Ps871B) promoveram, anteriormente, o crescimento das mudas, nos experimentos
discutidos no item 4.2 (Tabelas 5 e 6).
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Controle E22C PsC4

Figura 5 — Mudas de plantas de alface: sem inoculagdo de rizobactérias (Controle) e com
inoculacédo dos isolados E22C e PsC4.

Em alguns trabalhos a mistura de diferentes espécies de microrganismos do
mesmo género, e até de diferentes géneros, beneficiaram a cultura estudada. Por
exemplo, a inoculacdo conjunta de diferentes espécies de Bacillus favoreceu o
desenvolvimento de raizes de pepino e também aumentou a quantidade de frutos, em
tomateiros e a inoculacdo de Burkholderia cepacia e Bacillus atophaeus diminuiu a
incidéncia de Fusarium sp. em plantas de trigo (Kakalis-Barelle, 2002; Shanmugam et
al., 2011). Em outro estudo a inoculacdo conjunta de Achromobacter xylosoxidans e
Bacillus pumilus ndo aumentou o crescimento de mudas de girassol, entretanto
verificou-se diferencas na quantidade de acido indol-acético, &cido jasménico, acido
abscisico e &cido salicilico na parte aérea e raizes das plantas (Castillo et al., 2013).

Os resultados obtidos neste dltimo experimento com alface, também séo
promissores quanto a prospeccdo de isolados como inoculantes. Sottero et al. (2006) e
Cipriano et al. (2013) também selecionaram o isolado Ps871B como um bom
colonizador do colo de plantulas de alface e antagonista dos fitopatdgenos Fusarium sp.
e Pythium. aphanidermatum, além de promover o crescimento de alface hidropdnica, na
presenca desse Ultimo fitopatdgeno. O isolado Ps143C também ja foi testado em outros
trabalhos e demonstrou potencial no controle biolégico de P. aphanidermatum e
promogéo de crescimento das raizes das plantulas de alface em experimentos realizados
in vitro (Bernardes et al., 2010; Cipriano et al., 2013). Portanto, os resultados obtidos no
presente trabalho mostraram que esse isolado possui potencial para promover o
crescimento tanto da parte aérea, como das raizes da planta adulta, obtida em condi¢6es

de canteiros, segundo o manejo adotado pelo produtor.
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O isolado PsC4 também merece destaque, pois promoveu o crescimento da parte
aérea das mudas e também da parte aérea e das raizes das plantas adultas, mostrando
que o efeito benéfico ocorreu nas diferentes fases de producdo da cultura. Esse mesmo
isolado foi positivo para todos os metabdlitos investigados, além de ter promovido o
crescimento das mudas no experimento discutido no item 4.2 (Tabela 6). A obtencéo de
um isolado eficiente, com resultados consistentes — para a promoc¢ao de crescimento —
dentre tantos isolados testados € o maior objetivo que se busca na selecdo de
rizobactérias candidatas a inoculantes comerciais. O conjunto de efeito positivo
desencadeado pelo isolado PsC4 faz parte das caracteristicas desejaveis aos
microrganismos candidatos a formulacdo de inoculantes (Herrmann & Lesueur, 2013).
Donzeli (2006) também testou um grande ndmero de isolados de rizobactérias e
observou que ha uma inconstancia nos resultados obtidos com esses microrganismos. A
mesma constatacdo foi feita em estudo com rizobactérias do género Bacillus, onde
foram testados 80 isolados e desses, cinco promoveram o crescimento de mudas de
alface (Gomes et al., 2003). No entanto, no experimento seguinte, nenhum desses
isolados beneficiou a cultura. Esses trabalhos com rizobactérias mostram que 0s
resultados benéficos em mais de uma fase de desenvolvimento da planta, ou em
experimentos seguintes, nem sempre sdo alcancados. Entretanto, o isolado PsC4
aumentou a quantidade de massa de matéria seca em diferentes fases de
desenvolvimento da planta, permitindo novos estudos com essa bactérias a fim de
produzir um inoculante comercial.

A inoculagdo dos isolados favoreceu o desenvolvimento das plantas, entretanto,
ndo houve alteracdo nos valores de CBM, liberacdo de CO, e quociente metabdlico
(Tabela 18).

Tabela 18 — Carbono da biomassa microbiana (CBM), CO, liberado e quociente
metabolico (qCO,) das amostras de solos rizosféricos de plantas de alface tratadas com
diferentes isolados de rizobacteérias.

CBM CO, CO,
Tratamentos ngCg — g C-CO, gt dia’— —pg COung CBM 'dia’—
Controle 310 a 68 a 0,22 a
E22C 317 a 67 a 0,21a
PsC4 330a 75 a 0,22 a
Ps143C 401 a 80 a 0,21 a
Ps871B 319a 8la 0,25a
Mix 320 a 74 a 0,23 a
CV (%) 17,38 8,26 18, 73

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%.
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4.6 Producéo de crisantemo — experimentos em bandejas e canteiros

No primeiro experimento foram testados trés isolados de rizobactérias, sendo
que um foi obtido da rizosfera de alface (LP10) e outros dois de plantas de crisintemo
(M5 e PsC13). A inoculacdo desses isolados resultou em aumento das varidveis
analisadas (Tabela 19).

Tabela 19 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas e plantas
adultas de crisantemo tratadas, separadamente, com 3 isolados de Pseudomonas, com
aplicacdo ou ndo de hormdnio de enraizamento (primeiro experimento).

Parte aérea (Q) Raizes ()
Sem Com Sem Com
Tratamentos o n . .
hormonio hormonio hormonio hormonio
Controle 1,08 Ba* 1,10 Aa 0,11 Ba 0,13 Ba
Mudas LP10 1,16 Ba 1,24 Aa 0,13 Ab 0,16 Aa
M5 1,26 Ab 1,08 Aa 0,10 Bb 0,15 Ba
PsC13 1,28 Aa 1,15 Aa 0,14 Aa 0,17 Aa
CV (%) 9,79 12,17
Controle 10,03 Aa 7,36 Bb 0,82 Aa 0,63 Bb
Plantas adultas LP10 11,20 Aa 7,86 Bb 0,89 Aa 0,70 Bb
M5 9,16 Aa 9,90 Aa 0,74 Aa 0,87 Aa
PsC13 11,03 Aa 8,56 Bb 0,78 Aa 0,68 Ba
CV(%) 38,1 41,6

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%. Letras mailsculas
comparam médias na vertical (entre os tratamentos) e mindsculas, na horizontal (sem ou com horménio).

Os isolados M5 e PsC13 promoveram o crescimento da parte aérea das mudas,
do tratamento sem o hormonio. Os isolados LP10 e novamente o PsC13 beneficiaram o

desenvolvimento das raizes das plantas nos tratamentos com e sem horménio (Figura 6).

B
W 7[
)

Controle com hormdnio PsC13 com hormonio

Figura 6 — Mudas de plantas de crisantemo sem inoculacéo de rizobactérias (Controle) e com
inoculacédo do isolado LP10.

O resultado da inoculagéo do isolado PsC13 para as raizes indicou que existe a
possibilidade dessa rizobactéria substituir a aplicacdo do hormonio, pois ndo houve

diferenga significativa dentro desse tratamento. Para tanto, sdo necessarios mais estudos
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com esse isolado, pois a auséncia de hormonios nem sempre beneficia o
desenvolvimento das plantas de crisantemo com ganho no numero de folhas,
comprimento da planta e aumento de massa de matéria seca da parte aérea e das raizes
(Andrade et al., 2009). As plantas adultas foram beneficiadas apenas pela inoculacéo do
isolado M5, que promoveu o crescimento tanto da parte aérea como das raizes das
plantas com hormoénio. O maior crescimento da parte aérea (parte que corresponde a
somatoria das hastes, folhas e inflorescéncias), sugere plantas com melhor arquitetura
visual para comercializacdo (Conte e Castro, 2010).

Os resultados obtidos nesse primeiro experimento mostraram efeitos diferentes
entre os tratamentos, em diferentes estagios de desenvolvimento da cultura. Apesar da
fase de producdo de mudas de crisdntemo ser curta (14 dias), esse tempo foi suficiente
para os isolados M5 e PsC13 beneficiarem a parte aérea plantas na fase de mudas dos
tratamentos sem hormonio. No entanto, no mesmo tratamento, esse beneficio ndo foi
observado nas plantas adultas. Efeito contrario foi verificado na parte aérea do
tratamento com hormonio, das plantas tratadas com o isolado M5 que néo teve efeito
significativo nas mudas, mas aumentou a quantidade de massa de matéria seca das
plantas adultas.

A andlise de CBM mostrou que nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos, inclusive em relagdo ao tratamento controle sem planta (Tabela 20).
Esperava-se que nesse tratamento os valores de CBM fossem menores em relagdo aos
tratamentos com plantas, pois a auséncia das raizes pode excluir habitats importantes
que favorecem o crescimento de diferentes populagdes de microrganismos.

Tabela 20 — Carbono da biomassa microbiana (CBM), CO, liberado e quociente
metabolico (qCO,) das amostras de solos rizosféricos de plantas de crisantemo tratadas
com diferentes isolados de rizobactérias.

AL CBM CO CO
Tratamentos Hormonio ——rCp —gCC 022g S —— Oung CéM'l e
Controle s/ planta 310 a* 188 a 0,65a
Controle ¢/ planta 421 a 194 a 0,48 a
LP10 Sem 292 a 207 a 0,83 a
M5 314 a 169 a 0,57 a
PsC13 299 a 94 c 0,31a
Controle ¢/ planta 256 a 208 a 0,84 a
LP10 Com 224 a 141 b 0,66 a
M5 226 a 122 b 0,56 a
PsC13 222 a 200 a 0,89 a
CV (%) 25,9 11,6 35,0

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Esses resultados mostram que a inoculacdo das rizobactérias ndo alterou a
comunidade microbiana. J& os dados obtidos da liberagcdo de CO, pela respiracdo dos
microrganismos do solo mostram que o tratamento sem hormoénio PsC13, e os
tratamentos com horménio LP10 e M5 foram significativamente menores que 0s demais
tratamentos. Esses resultados indicam que a atividade da microbiota nesses tratamentos
foi menor, quando comparado aos demais.

No segundo experimento com plantas de crisantemo, a inoculagdo dos isolados
de rizobactérias ndo interferiu no crescimento da parte aérea das mudas, mas os isolados
LP12, LP13 e M8 afetaram de forma negativa no crescimento das raizes, dos
tratamentos com hormonio (Tabela 21). A quantidade de massa de matéria seca das

raizes foi maior no tratamento E21G1 e também no controle.

Tabela 21 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas e plantas
adultas de crisantemo tratadas, separadamente, com 4 isolados de Pseudomonas, com
aplicagdo ou ndo de hormonio de enraizamento (segundo experimento).

Parte aérea (Q) Raizes ()
Sem Com Sem Com
Tratamentos N n . . .
horménio horménio horménio horménio
Controle 1,77 Aa* 1,75 Aa 0,19 Ab 0,36 Aa
Mudas E21G1 1,77 Aa 1,65 Aa 0,18 Ab 0,31 Aa
LP12 1,62 Aa 1,55 Aa 0,19 Ab 0,28 Ba
LP13 1,72 Aa 1,72 Aa 0,21 Ab 0,27 Ba
M8 1,70 Aa 1,66 Aa 0,18 Aa 0,23 Ba
CV (%) 8,32 18,9
Controle 16,83 Aa 15,76 Aa 0,74 Aa 0,94 Aa
E21G1 15,10 Aa 11,00 Bb 0,86 Aa 1,08 Aa
Plantas adultas  LP12 12,40 Ba 13,36 Ba 0,76 Aa 0,63 Aa
LP13 12,30 Bb 17,20 Aa 0,89 Aa 0,86 Aa
M8 10,16 Bb 15,43 Aa 0,63 Aa 0,74 Aa
CV(%) 36,5 29,9

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%. Letras maiusculas
comparam médias na vertical (entre os tratamentos) e mindsculas, na horizontal (sem ou com horménio).

Esses resultados negativos referentes a inoculagdo dos isolados foram obtidos
apenas nos tratamentos com hormonio, mas sao importantes, uma vez que a aplicacédo
do horménio de enraizamento é feita na producdo de mudas da cultura. Em outro
estudo, rizobactérias do género Pseudomonas obtidas de plantas de crisantemo
prejudicaram o crescimento das raizes de plantulas de alface. Esse feito foi atribuido a
producdo de substancias toxicas, como um dos fatores deletérios desencadeados pelas

rizobactérias (Burkett-Cadena, 2011). No entanto, no presente trabalho, quando se
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avalia a quantidade de materia seca das raizes das plantas adultas, esse efeito negativo
n&o foi verificado.

Em relacdo as plantas adultas, todos os tratamentos com os isolados (exceto o
isolado E21G1) apresentaram menor quantidade de matéria seca da parte aérea, em
relacdo ao controle. No experimento realizado com alface, os isolados E21G1 e M8
promoveram crescimento das plantas na fase de muda e na fase de colheita (Tabela 15),
beneficio esse que ndo foi obtido nos experimentos de crisantemo. Os experimentos sao
diferentes, foram realizados em condi¢bes e com culturas diferentes, mas esses
resultados corroboram o de outros trabalhos onde foi observado inconstancia dos
resultados, pois ora o candidato a inoculante promove beneficio, ora prejudica ora ndo
desencadeia nenhum efeito. Essa instabilidade de alguns isolados também foi verificada
por Freitas et al. (2003), que observaram que um mesmo isolado desempenhou
diferentes efeitos em plantas de alface cultivadas em diferentes substratos e apontaram a
disponibilidade de nutrientes como um importante fator a ser considerado e responsavel
pelo efeito do in6culo. Outra hipétese é que a inoculacdo desses isolados tenha
permitido o crescimento de patdgenos que desencadearam efeitos subclinicos naquele
ambiente (Donzeli, 2006).

A avaliagdo do solo rizosférico mostrou que houve diferenca significativa entre
os tratamentos para as variaveis CBM e liberacdo de CO, pela respiracdo dos

microrganismos (Tabela 22).

Tabela 22 — Carbono da biomassa microbiana (CBM), CO, liberado e quociente
metabolico (qCO,) das amostras de solos rizosféricos de plantas de crisantemo tratadas
com diferentes isolados de rizobactérias.

AL CBM CO CO
Tratamentos Hormonio E—o —gcc Ozzg_l T — Oung CéM'l R
Controle s/ planta 373 b* 149a 0,40 a
Controle ¢/ planta 553 a 130 b 0,24 a
E21G1 sem 394 b 135D 0,34 a
LP12 359D 152 a 0,42 a
LP13 442 b 143 b 0,33 a
M8 480 a 158 a 0,34a
Controle ¢/ planta 489 a 133 Db 0,27 a
E21G1 492 a 179 a 0,36 a
LP12 com 385 b 120 b 0,31a
LP13 618 a 155 a 0,26 a
M8 524 a 166 a 0,32 a
CV (%) 17,6 9,8 17,0

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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O CBM foi maior nos tratamentos controle com planta, M8 sem horménio, e nos
seguintes tratamentos com hormonio: controle com planta, E21G1, LP13 e M8. Os
resultados desses tratamentos foram significativamente maiores, em relacdo ao
tratamento controle sem planta. Uma hipotese para esse resultado € que no solo sem
planta, a auséncia da exsudacdo radicular elimina um habitat importante para
determinados grupos de microrganismos.

Entre os tratamentos supracitados, os resultados obtidos para a liberagcdo de CO,
mostram que o0s tratamentos com inoculagdo de microrganismos foram
significativamente maiores do que os tratamentos apenas com a planta, mas ndo
diferiram do controle sem planta. O quociente metabdlico, ndo foi alterado pelos
tratamentos, sugerindo que os microrganismos inoculados ndo foram eficientes em
manter o equilibrio da rizosfera ou entdo esse ambiente ja estava em equilibrio.

No terceiro experimento com crisantemo, a parte aérea das mudas dos
tratamentos PsC4 e Mix sem horménio e os tratamentos 136RN e Ps874 com hormonio
obtiveram menor massa de matéria seca, no entanto esse feito negativo nessa fase néo se
estendeu para as plantas adultas (Tabela 23). Ainda em relacdo as mudas, os isolados
136RN e Ps874 promoveram o crescimento das raizes, nos tratamentos sem hormonio,

cujo efeito também ndo se estendeu para as raizes das plantas adultas.

Tabela 23 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas e plantas
adultas de crisantemo tratadas, separadamente, com 3 isolados de Pseudomonas e Mix,
com aplicacdo ou ndo de hormonio de enraizamento (terceiro experimento).

Parte aérea (Q) Raizes ()
Sem Com Sem Com
Tratamentos N n . . n
horménio horménio horménio horménio
Mudas Controle 1,59 Aa* 1,66 Aa 0,15 Ab 0,19 Aa
136RN 1,63 Aa 1,35 Bb 0,16 Aa 0,17 Aa
PsC4 1,37 Ba 1,47 Aa 0,14 Ab 0,18 Aa
Ps874 1,65 Aa 1,27 Bb 0,13 Aa 0,14 Ba
Mix 1,43 Ba 1,52 Aa 0,14 Ab 0,19 Aa
CV (%) 10,9 14,3
Controle 12,09 Aa 11,79 Aa 0,92 Aa 0,82 Aa
136RN 11,56 Ab 14,39 Aa 0,81 Aa 0,97 Aa
Plantas adultas  PsC4 12,14 Aa 14,08 Aa 0,94 Aa 0,96 Aa
Ps874 12,97 Aa 12,85 Aa 0,98 Aa 0,88 Aa
Mix 12,10 Aa 11,70 Aa 0,87 Aa 0,94 Aa
CV (%) 34,7 41,9

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%. Letras maiusculas
comparam médias na vertical (entre os tratamentos) e minUsculas, na horizontal (sem ou com horménio).
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As plantas de crisantemo cultivadas nos canteiros ndo tiveram diferenca
significativa que indicasse promocdo de crescimento da parte aérea ou das raizes.
Apenas o isolado 136RN resultou em menor quantidade de massa de matéria seca da
parte aérea quando comparado aos demais tratamentos, inclusive o controle. Esses
resultados assemelham-se aos obtidos no experimento anterior onde foi abordada a
questdo da inconstancia do efeito do indculo.

A anélise do solo rizosférico mostrou que houve aumento do teor de carbono da
biomassa microbiana de forma que todos os tratamentos com as rizobactérias
apresentaram valores significativamente maiores do que todos os tratamentos controle,
inclusive o controle sem plantas (Tabela 24). Esses resultados podem apontar que a
inoculacdo dos isolados aumentou a comunidade de microrganismos daquela rizosfera.
A inoculacdo de microrganismos benéficos pode aumentar os valores de CBM do solo
sob influéncia das raizes e beneficiar o desenvolvimento da planta hospedeira como
maior quantidade de himus, raizes e disponibilidade de fosforo (Prasana et al., 2013).

Os valores obtidos para a liberacdo de CO, também apontaram diferencas
significativas, onde a menor atividade microbiana foi no tratamento controle sem planta,
seguido do tratamento controle com planta sem horménio. No entanto, esses resultados

obtidos ndo resultaram em diferenca significativa para o quociente metabolico.

Tabela 24 — Carbono da biomassa microbiana (CBM), CO, liberado e quociente
metabolico (qCO,) das amostras de solos rizosféricos de plantas de crisantemo tratadas
com diferentes isolados de rizobactérias.

AL CBM CO CO
Tratamentos Hormonio —— Cq" —gcc ozzgl T ——e Ogug czslvrl S
Controle s/ planta 170 b* 98 e 0,66 a
Controle ¢/ planta 353D 116 d 0,38 a
136RN Sem 444 a 154 b 0,40 a
PsC4 485 a 130c 0,27 a
Ps874 482 a 177 a 0,37 a
Mix 436 a 144 b 0,33a
Controle ¢/ planta 355D 135¢ 0,44 a
136RN 538 a 171 a 0,32a
PsC4 com 480 a 147 b 0,33a
Ps874 546 a 164 a 0,30 a
Mix 531 a 128 ¢ 0,25a
CV (%) 26,0 7,0 40,0

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%.
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No ultimo experimento realizado, os inoculos de rizobactérias ndo promoveram
0 crescimento da parte aérea das mudas e ndo beneficiaram o crescimento das raizes.
Apenas o tratamento E22C resultou em menor massa de matéria seca de raizes, nas

plantas sem horménio (Tabela 25). O experimento com as plantas adultas foi perdido.

Tabela 25 — Matéria seca da parte aérea e das raizes das mudas e plantas adultas de
crisantemo tratadas sem e com horménio e separadamente, com 3 isolados de
Pseudomonas e Mix (quarto experimento).

Parte aérea (Q) Raizes ()
Sem Com Sem Com
Tratamentos A - n .
hormdnio hormonio hormonio hormonio

Mudas Controle 1,22 Aa* 1,17 Aa 2,04 Aa 2,26 Aa

E22C 1,07 Aa 1,08 Aa 1,64 Ab 2,10 Aa

Ps143C 1,10 Aa 1,16 Aa 2,06 Aa 2,30 Aa

Ps871B 1,11 Aa 1,14 Aa 1,96 Ab 2,56 Aa

Mix 1,08 Aa 1,12 Aa 2,14 Aa 2,04 Aa

CV(%) 10,6 14,3

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%. Letras maiusculas
comparam meédias na vertical (entre os tratamentos) e minasculas, na horizontal (sem ou com hormdnio).
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

A maioria dos isolados de RPCPs promove 0 aumento de massa de matéria seca
de mudas de alface;

A producdo de metabdlitos envolvidos em promocdo de crescimento é
ocorréncia comum em RPCPs, podendo o mesmo isolado produzir mais de um
metabolito;

A fixacdo de nitrogénio ndo foi responsavel pela promocéo de crescimento, uma
vez que nenhum dos isolados amplificou o gene responsével por essa
caracteristica;

A maioria dos isolados apresentou alta similaridade com Pseudomonas putida;
Tanto para alface como para crisantemo, os isolados podem promover o
crescimento apenas de mudas, apenas de plantas adultas e de plantas em ambos

os estadios de desenvolvimento.
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Apéndice 1 — Matriz de similaridade de isolados de rizobactérias na analise do gene 16S.

E21G1 1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10| 11| 12 13 14| 15 16 17 18 19( 20 21| 22 23| 24 25| 26 27 28| 29| 30| 31| 32| 33
M5 99,4

98,
M8 98,2 2

98, | 97,
PsC4 98,5 7 3

99, 98,| 99,
PsC13 99,4 5 2 2

96, 95,| 96, 97,
Ps143 96,8 8 5 3 0

99, 97,| 98,| 99,| 96,
LP13 98,9 1 7 4 1 6

99, 98,| 98,| 99, 97,| 99,
E22C 99,6 8 4 9 8 0 3

96, 94,| 95| 96, 93,| 96,
LP12 96,1 3 8 9 3 5 1| 965

94, 93,| 94,| 95, 92,| 94, 91,
LP10 94,3 5 0 1 0 3 0] 948 2

99, 98,| 98,| 99, 97,| 99, 96, | 94,
136RNR 99,3 5 1 9 6 0 2| 99,7 4 6

99, 97,] 99,| 99, 97,| 99, 96, | 94, 99,
Ps871BF 99,2 3 9 1 8 1 0] 995 2 8 5
0i[300433035|gh|HM152613.1| 99, 98,| 98,| 99,| 97,| 99,| 100, | 96,| 94,| 99,| 99,
Pseudomonas sp._clone_Filt.25 99,6 8 4 9 8 0 3 0 5 8 7 5
0i|300433092|gb|HM152670.1| 99, 98,| 98,| 99,| 97,| 99,| 100, | 96,| 94,| 99,| 99, | 100,
Pseudomonas sp._clone_Filt.83 99,6 8 4 9 8 0 3 0 5 8 7 5 0
0i|300433108|gb|HM152686.1 99, 98,| 98,| 99, 97,| 99,| 100, | 96,| 94, 99,| 99, | 100, | 100,
Pseudomonas sp._clone_Filt.99 99,6 8 4 9 8 0 3 0 5 8 7 5 0 0
0i[312434796|gb|HQ589333.1| P. 97,| 95,| 96,| 97,| 99,| 97, 93, 92,| 97,| 97, 97,
fluorescens_strain_MS300 97,2 1 7 7 4 6 0] 974 9 7 4 5| 974]| 974 4
0i[333034865|gb[JF703659.1| P. 99, 98, 99,| 99, 97,| 99, 96, | 94,] 99,| 99, 99,
putida_strain_HTca 99,5 7 3 0 7 1 4] 999 6 7 8 6] 999] 99,9 9] 975
gi|386778470|gb|JN982334.1| P. 99, 98, 99, 99, 97,| 99, 96, | 94,] 99,| 99, 99, 100,
putida_strain RW10S2 99,5 7 3 0 7 1 41 999 6 7 8 6] 999] 99,9 9] 975 0
gi|67974764|gb|DQ095910.1| P. 99, 98, 99, 99, 97,| 99, 96, | 94,] 99,| 99, 99, 100, | 100,
plecoglossicida_strain_S22 99,5 7 3 0 7 1 41 99,9 6 7 8 6| 999] 99,9 9] 975 0 0
0i|194593990|gbh|EU681004.1| 97,| 95,| 96,| 97,| 99,| 97, 93, 92,| 97,| 97, 97, | 100,
Pseudomonas sp._W15Feb20 97,2 1 7 7 4 6 0| 974 9 7 4 5[ 974] 974 4 0| 975]| 975 975
gi[206596794|emb|FM211694.1| P. 99,| 97,| 99,| 99,| 96,| 98, 96, | 94,] 99,| 99, 99, 97,
putida_strain_P9 99,2 3 9 2 8 8 9] 995 0 8 4 5] 995] 995 5] 97,1] 995]| 995| 995 1
0i|410369546|gb]JX899644.1| 99, 97,] 99,| 99, 96,| 98, 96, | 94,] 99,| 99, 99, 97, | 100,
Pseudomonas_sp._ REmamp_189 99,2 3 9 2 8 8 9] 995 0 8 4 5] 995] 995 5] 971] 995] 995] 995 1 0
gi|239505179|gb|FJ605372.1| P. 99, 98, 99, 99, 97,| 99, 96, | 94,] 99,| 99, 99, 100, | 100, | 100, | 97, 99,
plecoglossicida_strain_Fn2 99,5 7 3 0 7 1 41 99,9 6 7 8 6| 999]| 99,9 9] 975 0 0 0 5] 99,5 5
gi|254055135|gb|FJ652611.1| P. 97, 96,| 96,| 97, 98,| 97, 94, 92,| 97,| 97, 97, 98, 97,
chlororaphis_strain ATCC17411 97,5 5 0 8 5 3 3| 97,7 3 7 9 4| 97,7 97,7 7]987]| 978]| 97,8| 97,8 7] 972 2] 978
0i[289469917|gb|GU396282.1| P. 99, 98, 99,| 99, 97,| 99, 96, | 94,] 99,| 99, 99, 100, | 100, | 100, | 97, 99, | 100, | 97,
putida_strain_ AKMP 99,5 7 3 0 7 1 4] 999 6 7 8 6] 999] 99,9 9] 975 0 0 0 5] 99,5 5 0 8
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0i|289469919|gb|GU396284.1| P. 99, 98, 98, 99,| 96, | 99, 96, | 94,| 99,| 99, 99, 97, 99, 97,

putida_strain_JGP46 99,5 7 3 9 7 9 21 999 6 7 6 5] 999 99,9 9] 97,3] 99,8 99,8 | 99,8 3] 99,5 5| 99,8 6| 99,8

gi[301068272|gh|HM439974.1| P. 99, 98,| 99,| 99,| 97,| 99, 96, 94,| 99, 99, 99, 100, | 100, | 100, | 97, 99, | 100, | 97,| 100, | 99,

putida_strain_NBAII_OTN5_E2 99,5 7 3 0 7 1 41 99,9 6 7 8 6] 999] 99,9 9] 975 0 0 0 5] 995 5 0 8 0 8

gi[351694152|gb[JIN656162.1| P. 99, 98,| 99,| 99,| 97,| 99, 96, 94,| 99, 99, 99, 100, | 100, | 100, | 97, 99, | 100, | 97,| 100, | 99,| 100,

monteilii_strain_SYA2 99,5 7 3 0 7 1 41 999 6 7 8 6] 999] 99,9 9| 975 0 0 0 5| 995 5 0 8 0 8 0

0i|403084303|gb|JX276777.1| P. 99,| 98,| 98, 99,| 97,| 99, 96, | 94,| 99,| 99, 99, 97, 99, 97, 99,

putida_strain_CICRGV2 99,5 6 2 9 6 0 3] 99,8 7 6 7 5| 99,8] 99,8 8| 97,41 999] 99,9 99,9 41 994 41999 71 99,9 8] 999] 99,9
i|425707008|gb|JX867714.1| P. 98,| 96,| 97, 98,| 96, | 97, 94, 93,| 98,| 98, 98, 96, 97, 97, 98, 98,
alcaligenes_strain_NCIMB_9867 97,9 0 6 5 2 5 7| 98,2 9 4 2 2| 98,2| 98,2 2] 969] 98,3 | 98,3| 98,3 9| 97,9 9| 98,3 1| 98,3 2| 98,3| 98,3 2
gi|4433326|dbj|D84012.1|PSEATC 97,| 96,| 97,| 97,| 98,| 97, 94,1 93,| 97,| 97, 97, 99, 97, 99, 97, 97,| 97,

C11 P. corrugata 97,5 4 0 0 7 7 2] 976 2 0 5 6| 976]| 97,6 6| 991] 97,7| 97,7| 97,7 1] 975 5| 97,7 1| 97,7 51 97,7] 97,7 6 1
gi|44888960|gb|AY538263.1| P. 97,| 96,| 97,| 97,| 97,| 97, 94,1 93,| 97,| 97, 97, 98, 97, 98, 97, 97,| 96,| 98,
fluorescens_strain_PC17 97,5 5 0 1 8 9 3] 97,7 3 1 7 7| 97,7] 97,7 7| 983]| 97,8| 97,8| 97,8 3| 975 5| 978 6| 97,8 6| 97,8| 97,8 7 8 9
gi[74474891|dbj|AB194327 1]

Stenotrophomonas 85, | 84,| 85,| 86,| 84,| 85, 82,| 82,| 85,| 85, 86, 85, 85, 85, 86, 85,| 86,| 84,| 85,
maltophilia_strain:k279a 85,7 8 4 2 2 7 3] 86,1 0 7 9 9| 86,1| 86,1 1| 852 86,0| 86,0| 86,0 2| 859 9| 86,0 0| 86,0 0| 86,0| 86,0 9 1 9 2
gi|67974756|gb|DQ095902.1] P. 99,| 98,| 99,| 99,| 97,| 99, 96, 94, 99,| 99, 99, 100, | 100, | 100, | 97, 99, | 100, | 97,| 100, | 99,| 100, | 100,| 99,| 98,| 97,| 97,| 86,
plecoglossicida_strain_S14_ 99,5 7 3 0 7 1 41 99,9 6 7 8 6| 99,9]| 99,9 9| 975 0 0 0 5| 99,5 5 0 8 0 8 0 0 9 3 7 8 0
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