ISSN 1414-4530

ére
ProdutorRural
n® 59

Ny

'—

Microrganismos
estimulantes na agricultura

Jonathas Pereira Gragas

Camila Ribeiro

Fabiane Aparecida Artioli Coelho
Marcia Eugenia Amaral Carvalho
Paulo Roberto de Camargo e Castro

Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura“Luiz de Queiroz”
Divisao de Biblioteca



Foto da capa: Simone Cristiane Brand
Clamiddsporos de P. indica em fragmentos de raizes de faia.

Piriformospora indica ¢ um fungo endofitico colonizador de raizes de
uma ampla gama de plantas, permitindo que as mesmas possam crescer
sob condigdes de estresse fisico e nutricional. O fungo pode ser cultivado
em meio sintético, sendo de interesse no contexto da pesquisa basica, bem
como para possiveis aplicagoes biotecnoldgicas. Nesse sentido, P. indica
poderia atuar das seguintes maneiras: (1) como promotor de crescimento
vegetal e biofertilizante em solos deficientes em nutrientes; (2) como
bioprotetor contra estresses abidticos e bidticos incluindo patdégenos do
sistema radicular e da parte aérea, bem como insetos; (3) como agente
bioregulador no crescimento de plantas, floragdo precoce, aumento da
producdo de sementes, e no estimulo a produgdo de metabolitos em plantas
medicinais; (4) como agente auxiliar na aclimatagdo de plantas provenientes
de cultura de tecidos (PASCHOLATI et al., 2012).
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1 INTRODUCAO

A presenca de uma grande diversidade de micror-
ganismos na rizosfera, especialmente de rizobactérias,
despertou a curiosidade para o estudo da relagdo
existente entre bactéria-planta, visando esclarecer 0s
beneficios que esta interagdo pode trazer para a
producdo agricola. Das diversas rizobactérias exis-
tentes, destacam-se as denominadas RPCP (Rizo-
bactérias Promotoras de Crescimento das Plantas),
seja pela produgdo de substincias promotoras do
crescimento, como 0s hormdnios vegetais, ou pela
protecdo que oferece as plantas contra doencas e
pragas (MAHESHWARI, 2011; PEREIRA et al., 2012;
CHAUHAN; BAGYARAJ; SHARMA, 2013; GHEVARIYA;
DESAI, 2014).

Rizobactérias estimulantes produzem metabdlitos
diretamente relacionados ao crescimento da planta
(auxinas, giberelinas e citocininas). Também sintetizam
antibioticos, siderdforos e acido hidrocindmico (HCN)
que reduzem a atividade de patégenos. Promovem ainda
melhor desenvolvimento das raizes (e, conse-
quentemente, da planta) por modificar propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo ou substrato
(DIMKPA; WEINAND; ASCH, 2009; MAHESHWARI, 2011;
CHAUHAN; BAGYARAJ; SHARMA, 2013). As rizobactérias
sdo geralmente bactérias ndo simbidticas dos géneros
Pseudomonas e Bacillus, mas também existem muitos
relatos dos efeitos benéficios de Herbaspirillum e
Gluconacetobacter MAHESHWARI, 2011).

0 texto a sequir faz referéncia aos efeitos dos
microrganismos presentes na rizosfera, especialmente
as rizobactérias, sobre o desenvolvimento vegetal, bem
como as aplicagdes das RPCP nas principais espécies
cultivadas.

Microrganismos estimulantes na agricultura
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Por definigdo, a rizosfera é a zona de contato entre
solo e raizes, onde ambos sdo mutuamente influen-
ciados. Esta zona € um ponto de alta diversidade de
organismos, constituindo-se um ecossistema
complexo (HINSINGER; MARSCHNER, 2006). Na
rizosfera sdo encontradas bactérias, fungos, oomi-
cetos, nematoides, protozoarios, algas, virus, artro-
podes e archaea (Figura 1).

2 A BIODIVERSIDADE
DA RIZOSFERA
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Figura 1 - Organismos encontrados na rizosfera. O tamanho dos
circulos, exceto para virus, reflete a média do ndmero de
genes no genoma de espécies representativas de cada
grupo de organismos. O tamanho dos genomas é indica-
do entre paréntesis. Abundancia de cada grupo de orga-
nismos € indicada dentro de colchetes. Organismos
endofiticos ndo foram incluidos (Adaptado de MENDES;
GARBEVA; RAAIJMARKERS, 2013).

Microrganismos estimulantes na agricultura
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A relagdo entre as plantas e estes organismos tém sido
descrita como microbioma. Grande parte dos organismos
utilizam-se de substancias oriundas das plantas e também
podem oferecer substancias de interesse da planta, numa
teia alimentar complexa. Os organismos da rizosfera sao
geralmente estudados devido aos seus efeitos benéficos na
sanidade e crescimento das plantas. Estes séo classificados
como: bactérias fixadoras de nitrogénio, fungos micorrizicos,
rizobactérias promotoras de crescimento das plantas (RPCP),
organismos de controle bioldgico, fungos micoparasiticos
e protozodrios. Os organismos desvantajosos para as
plantas incluem fungos patogénicos, oomicetos, bactérias
e nematoides (MENDES; GARBEVA; RAAIUMARKERS, 2013).
Contudo, o equilibrio entre vantagens e desvantagens deve
considerar a densidade populacional da espécie em questao.

Como exemplo dessa complexa relagdo entre plantas e
organismos na rizosfera, pode-se citar o namero de genes.
Segundo Mendes, Garbeva e Raaijmarkers (2013), o nimero
de genes de microrganismos habitantes da rizosfera excede
0 niimero de genes ocorrentes nas raizes das plantas. Varias
sdo as funcgdes dos produtos codificados por estes genes,
que vao desde interacOes benéficas até desvantajosas para
as plantas, dependendo também da densidade populacional.
Assim, ndo é surpresa que organismos que interajam com
as plantas neste ambiente, possam influenciar inimeros
processos do crescimento e desenvolvimento vegetal, uma
vez que essas interagoes refletem na coevolugdo e na selegao
natural.

Uma evidéncia de que a interacdo entre plantas e
microrganismos é importante, vém dos estudos de
susceptibilidade de plantas a doencas. Naturalmente os
solos possuem organismos patogénicos as plantas, através
da competicdo com seus antagdnicos. Isto ficou evidente

Microrganismos estimulantes na agricultura



pelo simples fato de que a severidade da doenca em plantas
infectadas foi maior quando as mesmas foram cultivadas
em solos submetidos a desinfec¢do comparados a plantas
crescidas em solos ndo desinfectados (BERENDSEN;
PIETERSE; BAKKER, 2012), pois a desinfeccdo elimina os
microrganismos que seriam antag6nicos a ag¢do dos
patdgenos.

Microrganismos estimulantes na agricultura
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3 A PLANTA E O MICROBIOMA

0 carbono é um elemento fundamental para o
crescimento dos organismos, sendo um fator limitante
no microbioma. As plantas secretam compostos
contendo esqueletos de carbono na rizosfera e estes
sdo recrutados pelos microrganismos a fim de se
multiplicarem, colonizando o ambiente. Essa relagdo
benéfica propicia uma alta densidade de microrganismos
ao redor das raizes, chamado de “efeito rizosfera”
(MENDES; GARBEVA; RAAIJMAR-KERS, 2013).

Apesar dessa alta abundéncia, curiosamente, a
biodiversidade ao redor das raizes nao é tdo alta quanto
no restante do solo (BERG; SMALLA, 2009). Isto leva
a um questionamento: Seria a diversidade no
microbioma controlada pela planta? Aparentemente
alguns microrganismos sao selecionados pelas plantas
para se desenvolverem junto as raizes. Uma evidéncia
disto é que plantas do mesmo gendtipo, crescendo
em diferentes tipos de solos, podem formar comuni-
dades microbianas semelhantes (MIETHLING et al.,
2000). Essa relagdo causal foi estabelecida via selegdo
natural e coevolugdo. Assim surge a seguinte pergunta:
Como as plantas fazem isto e quais seriam os
beneficios dessa relagdo?

Uma maneira das plantas selecionarem o0s
organismos que irdo colonizar a zona de contato entre
solo e raizes ou, até mesmo, habitar na propria planta,
é através da secrecdo de compostos. Usualmente, um
composto secretado pode ser atrativo para uma
comunidade microbiana, mas repelente a outra
(DOORNBOS et al., 2012). Alternativamente, sao
secretados compostos secundarios destinados a inibir
o crescimento de organismos indesejaveis (ZHANG et
al., 2011).

Microrganismos estimulantes na agricultura
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Um exemplo vém da interac@o entre milho e rizobactérias.
Plantas de milho secretam um composto conhecido como
DIMBOA que funciona como agente antimicrobiano no solo.
Arizobactéria Pseudomonas putida, além de ndo ser repelida
por esse composto, é quimicamente atraida, em funcao de
sua secrecao (NEAL et al., 2012).

Assim, a planta afasta organismos desfavoraveis (tais
como patogenos) e atrai aqueles desejaveis. Estes, por sua
vez, competem principalmente por nutrientes com 0s
indesejaveis, auxiliando assim o controle de sua populagao.
Deste modo, a planta modula a participagdo dos (micro)
organismos no ambiente da rizosfera. Um exemplo bem
sucedido de tal interacdo é a que ocorre com algumas
rizobactérias, detalhadas nos topicos a seguir.

3.1 Rizobactérias

Arizosfera é o local onde se observa a maior diversidade
de bactérias, visto a disponibilidade frequente de compostos
orgdnicos que sdo fornecidos pelas raizes (GLICK, 1995).
Os estudos com as populacdes de microrganismos presentes
na rizosfera mostram que a interagdo destes com a planta
pode apresentar um efeito neutro, deletério ou benéfico
(CAMPBELL; MADDEN, 1990).

E frequente a inoculagdo de microrganismos benéficos
em plantas visando um melhor desenvolvimento para 0s
vegetais (CARAVACA et al., 2002), bem como para aumentar
a tolerancia a doencas (GREEN et al., 1999) e favorecer o
estabelecimento sob condigGes de estresse, como salinidade
(GIRI; MUKERJI, 2004) e déficit hidrico (RUIZ-LOZANO et
al., 2001). Segundo Lemos (2009), os microrganismos
apresentam uma acentuada influéncia em mudas de viveiro,
promovendo um decréscimo no tempo de produgdo e
potencializando a capacidade de estabelecimento dessas
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mudas no campo. Resultados significantes também foram
obtidos através da inoculagdo de estirpes de Paenibacillus
spp. e Pseudomonas spp. na promogdo de crescimento em
mudas de abeto (Picea glauca) (SHISHIDO; CHANWAY, 2000).

Com relagdo as bactérias que se localizam na rizosfera,
essas ocupam cerca de 7 a 15% da superficie total das raizes
(GRAY; SMITH, 2005). Calcula-se que existam aproxi-
madamente 30.000 espécies de bactérias, sendo que apenas
8% destas foram identificadas (BAREA et al., 2005). As
bactérias capazes de colonizar as raizes sdo denominadas
rizobactérias. Quando benéficas as plantas e de vida livre no
solo, sdao chamadas de RPCP (ou PGPR - plant growth-
promoting rhizobacteria) (KOKALIS-BURELLE; KLOEPPER,;
REDDY, 2006) ou ainda de bactérias capazes de incrementar
a producao (YIB - yield-increasing bacteria) (PIAQ; TANG;
CHEN, 1992). Contudo, Gray e Smith (2005) propuseram
novos conceitos para classificar as RPCP:

* iPGPR - bactérias que residem dentro das células das
plantas, produzindo nddulos, estruturas especializadas
na fixagao de nitrogénio em leguminosas. As espécies
pertencentes ao género Rhizobium sdo as mais
estudadas deste grupo, mas existem outros géneros
bacterianos em solos que pertencem a essa categoria,
tais como Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesor-
hizobium e Allorhizobium.

* ePGPR - bactérias que se desenvolvem extracelularmente
nos tecidos das raizes de diversas plantas, ndo
produzindo nddulos, mas com capacidade de promover
0 crescimento vegetal através da producdo de sinais ou
substancias especificas. Podem ser incluidas nesta
categoria as bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas, Serratia e Burkholderia.

Microrganismos estimulantes na agricultura
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3.2 Interacao planta-rizobactérias

Os efeitos benéficos das RPCP para a agricultura ja tinham
sido comprovados em 1958 na antiga Unido Soviética,
quando foi observado um incremento de 10 a 20% na
produtividade de algumas culturas, através de fertilizantes
bacterianos ndo simbiontes (BROWN, 1974). Todavia, foi
apenas no final da década de 1970 que trabalhos comegaram
apresentar, de forma consistente, o papel das rizobactérias,
assim como a elucidagdo dos mecanismos de a¢do como
promotores do crescimento (MAFIA et al., 2005).

Aacdo das RPCP pode ocorrer de forma direta ou indireta.
A forma direta consiste na producdo de compostos que
funcionam como reguladores vegetais, na fixagao de
nitrogénio, sintese de siderdforos, solubilizagdo de fosforo
e aceleracdo dos processos de mineralizagdo (PERSELLO-
CARTIEAUX; NUSSAUME; ROBAGLIA, 2003), a0 passo que,
de forma indireta, as rizobactérias promovem inducgdo de
resisténcia sistémica nos vegetais, aumento da tolerancia a
estresses abidticos devido a producao de etileno enddgeno,
producdo de antibidticos e antagonismo a fitopatdgenos,
entre outros fatos (OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003;
DONZELLI, 2006).

Diante disso, a utilizacdo de rizobactérias tem se
apresentado como uma alternativa em potencial no controle
de pragas e doencas, possibilitando a reducdo do uso de
agroquimicos, os quais tém causado numerosos problemas
ecoldgicos nas ultimas décadas (NAKKEERAN; DILANTHA
FERNANDO; SIDDIQUI, 2005) e, consequentemente, redu-
zindo os custos de produgao.

0 controle bioldgico de doengas pelas rizobactérias pode
ocorrer pela competicdo por espago e nutrientes com 0s
patogenos (DE LEIJ et al., 1995), pela producdo de
siderdforos (BUCHENAUER, 1998), antibi6ticos (ELLIS et
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al., 1979) e compostos voléteis (VOISARD et al., 1989). Para
a promogdo de crescimento das plantas de forma direta,
sabe-se que as rizobactérias como, por exemplo, certas
espécies de Bacillus, sdo capazes de sintetizar hormdnios
vegetais (Tabela 1) e com isso alterar os niveis dessas
substancias nas plantas.

Tabela 1 - Produgdo de hormonios vegetais por Bacillus

spp.

ESPECIE HORMONIO REFERENCIA
Bacillus spp. auxina Kampert et al. (1975)
B. brevis acido idolilacético,

giberelina Mahmoud et al. (1984)
B. cereus acido idolilacético,

giberelina Mahmoud et al. (1984)
B. megaterium  giberelina Hussain e Vancura (1970)
B. circulans auxina Strzelczyk e Pokojska-Burdziej (1984)
B. circulans citocinina Kampert e Strzelczyk (1984)

Sugere-se que mais de 80% das bactérias isoladas da
rizosfera sao aptas a produzir o cido indolilacético (IAA),
um hormonio vegetal requerido em baixas concentragdes
que promove a proliferacdo e alongamento das raizes pela
divisdo e multiplicagcao celular e, consequentemente,
facilitando a absorcdo de dgua e nutrientes do solo
(LEINHOS; VACEK, 1994; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Exsudados de raizes sdo naturalmente fonte de
triptofano (DAKORA; PHILLIPS, 2002), o aminodacido
precursor da biossintese do IAA nos microrganismos,
estimulando a sintese de auxina na rizosfera. Este horménio

Microrganismos estimulantes na agricultura
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¢ comumente produzido por bactérias promotoras de
crescimento, como Aeromonas veronas, Agrobacterium
spp., Azospirillum brasiliense, Bradyrhizobium spp.,
Rhizobium spp., Enterobacter spp., entre outras (VESSEY,
2003).

Apesar dessas informagoes, existem poucos trabalhos
sobre a sintese de auxinas por microrganismos no solo,
mas sabe-se que o aminodcido L-triptofano (LTrp) é um
precursor fisioldgico para a producdo de auxinas em diversas
plantas e microrganismos, e que a enzima chamada ipdC
(indol-3-piruvato descarboxilase) é a enzima-chave para a
biossintese destes hormonios (LEBUHN; HARTMANN, 1993).
Além do IAA, as RPCP também podem produzir outras
auxinas, etileno e citocinina (CEZON etal., 2003; DEY et al.,
2004).

Os microrganismos presentes nos solos também
possuem papel importante no ciclo natural do fésforo.
Existem bactérias que disponibilizam o fésforo as plantas
através da hidrolise de compostos fosfatados pela agdo de
enzimas fosfatases (principalmente fosfatases acidas),
levando a producdo de dcidos orgénicos e inorganicos pela
reducdo do pH (NAUTIYAL, 1999; RODRIGUEZ; GONZALEZ;
SELMAN, 2000; GYANESHWAR et al., 2002; SOBRAL, 2003).
Devido ao potencial desses microrganismos, diversos
estudos vém sendo realizados para avaliar a capacidade de
solubilizagdo de fosfato inorganico. Entre os géneros
bacterianos que sdo conhecidos por esta capacidade, estdo
as Pseudomonas, Burkholderia, Rhizobium, Agro-
bacterium, Azotobacter e Erwinia (VERMA; LADHA, 2001;
GARG et al., 2001).

Muitas espécies do género Burkholderia apresentam
relacdo simbidtica com a rizosfera das plantas (COENYE;
VANDAMME, 2003), e atuam como promotoras de

16 Microrganismos estimulantes na agricultura



crescimento, agentes biopesticidas e capacitadoras da
fixacdo bioldgica de nitrogénio (MINERDI et al., 2001),
solubilizadoras de fosforo e ainda degradam substancias
consideradas poluentes (GORIS et al., 2004). Outras conferem,
com sucesso, 0 controle de fitopatdgenos, sendo utilizadas,
por isso, como hiopesticidas (Tabela 2).

Tabela 2 - Alguns biopesticidas disponiveis comercialmente
para controle de doengas em plantas

ORGANISMO PRODUTO ORGANISMO-ALVO FABRICANTE
Agrobacterium Norbac Agrobacterium Bio-Care
radiobacter’ 84-C tumefaciens Technology
Agtrol; Galltrol;
Diegall
Bacillus subtilis Kodiak Rhizoctonia spp., Gustafson
Pythium spp. e
Fusarium spp.
Pseudomonas Blue Circle; Rhizoctonia spp., Stine
cepacia Intercept Pythium spp. e Microbial
Fusarium spp. Products
Pseudomonas Dagger Rhizoctonia spp. e Ecogen
fluorescens, Pythium spp.
EG 1053
P fluorescens, Conquer Podriddo bacteriana Burns Phillips
NC1B 12089 de cogumelos
comestiveis
Pseudomonas Gaeumanomyces Monsanto
aureofaciens? graminis

" Registrado para uso nos Estados Unidos, Austréalia e Nova Zelandia
e comercializado em outros paises como Franga, Japdo, Noruega e

na Austrélia.

2 |solada na Universidade do Estado de Washington, a companhia
Monsanto recebeu aprovagao do governo americano para testar
uma nova linhagem recombinante contendo o gene IAC ZY que
facilita o monitoramento dele no ambiente.

Microrganismos estimulantes na agricultura
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Entretanto, um aspecto importante a ser considerado na
interagdo planta-rizobactérias, é relacionado a especificidade
entre ambos. Neste tema, as opinides sdo bastante
divergentes. Ha autores que consideram que, para a promo-
¢do de crescimento na planta, ndo ha necessidade de especi-
ficidade entre bactéria-hospedeiro (QUAD-THALLMANN;
KLOEPPER, 1996; SHISHIDO; CHANWAY, 1998), ao passo
que outros pesquisadores consideram esta especificidade
importante (ENEBAK; WEI; KLOEPPER, 1998; SRINATH;
BAGYARAJ; SATYANARAYANA, 2003).

Para comprovar a existéncia da especificidade bactéria-
hospedeiro, a literatura traz exemplos que evidenciam que
uma mesma estirpe de rizobactéria pode diferir quanto aos
seus efeitos, sendo isto dependente da espécie de planta,
do tipo de solo e das caracteristicas da regido (ANTOUN;
PREVOST, 2005). Mafia et al. (2005), em experimento
avaliando a eficiéncia de isolados bacterianos obtidos a
partir da rizosfera de mudas clonais de eucalipto de
diferentes regidoes do Brasil, evidenciaram que 0s
incrementos em enraizamento e em biomassa radicular do
eucalipto variaram de acordo com o isolado e o clone
utilizado.

Desta forma, considerando a existéncia de especificidade
entre bactéria-planta, pode-se dizer que o efeito produzido
por um determinado isolado promotor de crescimento em
uma espécie de planta, ndao necessariamente apresentara
este mesmo efeito em outras. Isto pode ocorrer até mesmo
entre variedades de uma mesma espécie de planta. Mais
uma vez, a especificidade bactéria-hospedeiro evidencia a
complexidade existente em relagdo aos beneficios que estes
microrganismos podem promover, requerendo mais
investimentos em estudos sobre esta interagao e sua
eficiéncia, visando a otimizagcdo da producdo agricola.

18 Microrganismos estimulantes na agricultura
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RIZOBACTERIAS

~

4 MECANISMO DE ACAO DAS

Dentre os beneficios das rizobactérias, destaca-
se sua agdo antagonista a organismos prejudiciais as
plantas, o que pode ocasionar, indiretamente, o
incremento da produtividade. Todavia, este é apenas
um dos mecanismos pelos quais estes micror-
ganismos podem atuar em um maior crescimento e
produtividade, devido a interacao planta-rizobactérias.

0 crescimento e desenvolvimento vegetal sdo
controlados por uma série de hormdnios, atividade
enzimatica e dependentes de uma eficiente absorgdo
de nutrientes. As rizobactérias estdo relacionadas a
sintese de hormdnios (auxina, giberelinas e citoci-
ninas), diminuigdo dos niveis de etileno retardando a
senescéncia, solubilizacdo de minerais (como ferro e
fosforo), sintese de enzimas relacionadas a resisténcia
sistémica e secretadas para o apoplasto no combate
a penetragdo de fungos, além do sinergismo com
bactérias fixadoras de nitrogénio (BHATTACHARYYA,
JHA, 2012). Assim, as rizobactérias estimulam
mudancas nos niveis hormonal e enzimatico que serdo
benéficos as plantas.

Em um trabalho desenvolvido com feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) e Arabidopsis thaliana, foi
observado que Bacillus megaterium promoveu um
maior desenvolvimento nas plantas (LOPEZ-BUCIO
et al., 2007). Um mecanismo de agdo foi descrito
por Karadeniz, Topcuoglu e Inan (2006) que
observaram que B. megateriumpode produzir acido
giberélico, IAA e zeatina que, em concentragdes
adequadas, podem promover o desenvolvimento
das plantas.

De forma analoga, sabe-se que Bacillus pumillus
é capaz de promover o crescimento de plantas,
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provavelmente decorrente da sua capacidade de produzir
giberelinas (JOO et al., 2005) e IAA (KANG; et al., 2005).
Quanto a Bacillus cereus, é conhecida a sua capacidade de
produzir acido giberélico, I1AA, zeatina (KARADENIZ,
TOPCUOGLU; INAN, 2006) e outras giberelinas (JOO et al.,
2005). Além disso, Tilak et al. (2006) confirmaram o
envolvimento de B. cereus na promogdo do crescimento de
Cajanus cajan, enquanto Bullied, Buss e Vessey (2002)
verificaram que esta bactéria promove o crescimento de soja,
tanto na presenca quanto na auséncia de Rhizobium sp.

Em teste para a indugdo de resisténcia em feijoeiro (P
vulgaris) por acibenzolar-S-metil (ASM) e B. cereus, a
resisténcia obtida com o indutor quimico ASM elevou a
atividade de peroxidase, quitinase, B-1,3-glucanase e
proteases; aumentou a sintese de lignina, o teor de proteinas
sollveis, proteina nos grdos e de aglcares redutores nas
folhas; mas reduziu o teor de fendis, de amido, o crescimento
e a produtividade (SOBRAL, 2003). Por outro lado, somente
o0 indutor bi6tico B. cereus elevou a atividade de peroxidase
de forma atenuada e tendeu a aumentar a atividade de
proteases, além de reduzir o teor de proteinas nas folhas,
sem interferir no crescimento ou na produtividade. Entre-
tanto, diminuiu o teor de proteina dos graos, mas, elevou o
teor de amido nestes.

Diante destes resultados, os autores inferiram que o
indutor de resisténcia B. cereus alterou muito pouco 0
metabolismo do feijoeiro, sem interferir na produtividade
ou melhorando a qualidade da producdo, ja o indutor
abiotico ASM promoveu um custo metabdlico ao redirecionar
os fotoassimilados para investir em defesas e, conse-
quentemente, reduziu a produtividade (SOBRAL, 2003).

Em algodoeiros, Medeiros et al., (2010) induziram a
tolerdncia @ murcha bidtica e abidtica utilizando Bacillus
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subtilis (UFLA285) isolada de um campo de producéo de
algoddo do Mato Grosso. Neste estudo, as plantas oriundas
de sementes tratadas com a estirpe UFLA285 apresentaram,
sob condigoes de estresse hidrico, maior eficiéncia
fotossintética e peso seco da parte aérea, bem como uma
recuperacao também superior em relagdo aquelas ndo
tratadas.
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5 POTENCIAL DA APLICACAO

-

DE RIZOBACTERIAS

O uso de rizobactérias para aumentar a pro-
dutividade de plantas tem sido extensivamente estu-
dado ha varios anos e para diversas culturas agro-
némicas, como batata (BURR; SCHROTH; SUSLOW,
1978), cana-de-acglcar (SUSLOW; SCHROTH, 1982),
canola (KLOEPPER et al., 1988), amendoim (TURNER,;
BACKMAN (1991), trigo (WELLER; COOK, 1986),
cevada (ISWANDI et al. 1987), milho (LALANDE et al.
1989), tomate (GAGNE et al. 1993), entre outras. Para
espécies arboreas, as investigacoes tém evidenciado
resultados promissores (CHANWAY; HOLL, 1993a,
1993b, 1994; CHANWAY, 1997; ENEBACK; WEI, 1998;
SHISHIDO; CHANWAY, 2000).

Existem na literatura varios exemplos de estudos
de biocontrole, tendo sido avaliado o efeito sinérgico
da mistura de fungos antagonistas (DATNOFF et al.,
1993, 1995), mistura entre fungos e bactérias (DUFFY;
WELLER, 1995; DUFFY; WIMON; WELLER, 1996;
JANISIEWICZ, 1996; LEEMAN et al., 1996) e mistura
de bactérias (JONHSON et al., 1993; PIERSON;
WELLER, 1994; RAAIJMAKERS et al., 1995;
STOCKWELL; JOHNSON; LOPER, 1996; SCHISLER;
SLININGER; BOTHAST, 1997; RAUPACH; KLOEPPER,
1998; BOER et al., 1999). Embora, na maioria dos
casos, a mistura promova maior controle, em
comparagdo com a aplicagao dos agentes de
controle bioldgico separadamente, existem relatos
de reducdo da eficiéncia. Assim, como pré-requisito,
tem sido aconselhado considerar a compatibilidade
entre 0s co-inoculantes (RAUPACH; KLOEPPER,
1998).

Em estudos prévios, o efeito sinérgico foi
comprovado por meio da aplicagdo de uma mistura de
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trés isolados de rizobactérias, identificados como Bacillus
pumilis (INR 7), B. subtilis (GB 03) e Curtobacterium
flaccumfaciens (ME 1). Por meio da microbiolizagdo de
sementes de pepino, constatou-se maior promogao de
crescimento e reducdo de doencgas na mistura de isolados,
em comparagdo com o efeito dos isolados aplicados
individualmente, provavelmente em virtude da conciliagdo
de diferentes mecanismos de acdo de cada um dos isolados
(RAUPACH; KLOEPPER, 1998).

Nesse mesmo sentido, no patossistema Rhizoctonia
solani-arroz, 0 uso de isolados de Streptomyces spp. e B.
cereus (produtores de quitinase) em combinagdo com
isolados de Pseudomonas fluorescens e Burkholderia
cepacia (produtores de antibioticos), resultou em maior
supressao de patégenos (SUNG; CHUNG, 1997). No entanto,
é importante considerar que, em certas situagdes, a mistura
de diferentes isolados pode ndo resultar em efeito sinérgico.
Além do mais, esse efeito pode ndo ocorrer com a mudanca
das condigOes ambientais ou com a troca do material vegetal
de interesse (SCHISLER et al., 1997).

Nas misturas, geralmente se adota a mesma proporgao
de indculo dos isolados (RAUPACH; KLOEPPER, 1998;
BOER et al., 1999). No entanto, outras proporgdes podem
também surtir resultados satisfatérios. A titulo de
exemplo, a aplicacao de uma mistura de dois isolados
quitinoliticos (Paenibacillus e Streptomyces), na
proporgdo 1:1 ou 1:4, foi mais efetiva no controle da
murcha de Fusarium do pepino, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum, do que quando 0S
isolados foram aplicados individualmente (SINGH et al.,
1999). E importante considerar o maior custo de producdo
de inoculantes compostos das misturas de isolados
(RAMAMOORTHY et al., 2001).
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Quando cultivadas in vitro as rizobactérias B. cereus
(56-12), B. pumillus (83-21 e 84-31) e B. megaterium (55-
16) produzem substancias indutoras do crescimento de
coleoptilo de trigo. Logo, apresentam potencial para serem
empregadas no desenvolvimento de novos produtos para a
promocdo do crescimento de plantas (CARVALHO et al.,
2009).

Diante do que ja foi exposto, ficou evidente que as
rizobactérias oferecem beneficios aos vegetais, muitas vezes
sendo um fator de alto impacto para a produgdo agricola.
Em larga escala, os beneficios que as RPCP podem fornecer
para a agricultura estdao diretamente ligados ao desen-
volvimento dos inoculantes, os quais tratam-se geralmente
de formulagOes desenvolvidas a partir de bactérias dos
géneros Azospirillum, Azotobacter, Bacillus e
Pseudomonas (SHEN, 2001).

Entretanto, devem ser conduzidas mais pesquisas com
0 intuito de desenvolver formulagcbes com desempenho
mais consistente, visando o aumento da vida util e do
espectro de acdo, especialmente no que se refere ao efeito
no controle de doengas (NAKKEERAN et al., 2005), visto
que ainda sdo poucos 0s registros de agentes de
biocontrole disponiveis comercialmente. Tal
procedimento deve ser realizado porque a agdo do
estimulante é dependente das caracteristicas do solo e
dos sistemas de cultivo utilizados em cada situagdo,
servindo também para testes de compatibilidade entre
inoculantes e/ou outros agroquimicos utilizados
(ANTOUN; PREVOST, 2005). Segundo estes mesmos
autores, a complexidade da interagdo planta-
microrganismo-solo é refletida na inexisténcia de um
inoculante formulado de RBPC que seja amplamente
utilizado em alguma cultura importante.
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5.1 Cana-de-acucar

Ha décadas os efeitos dos microrganismos promotores
de crescimento na cultura da cana-de-agucar vém sendo
estudados. Conforme mostrado na Figura 2, 0S micror-
ganismos podem favorecer o desenvolvimento vegetal por
varios mecanismos (diretos e indiretos).

Indugao da resisténcia Controle Nematoides
sistémica biolégico

Patégenos
Sintese de horménios :> Auxina || Etileno
vegetais Giberelina /
Aumento da toleréncia
vegetal a estresses abiotico

/
\s’. 3

Assimbiose

J(
(l
L

<-I

Promogéo do crescimento

Potassio = Fésforo
Disponibilizagéo
de nutrientes i éni i

Nitrogénio ' Zinco

Simbiose

I"’%
e

Estrutura fisica

Manutencdo de caracteristicas
desejaveis do solo Microrganismos benéficos

Figura 2 - Mecanismos de acdo pelos quais bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV), simbidnticas ou ndo-
simbidnticas, podem beneficiar o desenvolvimento da cana-
de-aglcar (Adaptado de MAHESHWARI, 2011)

As bactérias promotoras de crescimento podem aumentar
a produtividade vegetal por disponibilizarem nutrientes, tais
como nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K) e zinco (Zn) as
plantas (ASHRAF; RASOOL; MIRZA, 2011; DE SANTI FERRARA
et al., 2012; GHEVARIYA; DESAI, 2014). Estima-se que, no
Brasil, aproximadamente 70% do nitrogénio necessario para
algumas variedades de cana-de-aglcar sdo oriundos de
fixacao hioldgica (CHAUHAN; BAGYARAJ; SHARMA, 2013).
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Estudos demonstraram que 0s microrganismos podem
disponibilizar N através de compostos organicos e
inorgdnicos as plantas. Estirpes de Beijerinckia,
Enterobactere Klebsiellaisoladas da rizosfera e do interior
de tecidos radiculares da cana-de-agticar foram capazes de
sintetizar e disponibilizar varios tipos de aminodcidos no
meio (OLIVEIRA etal., 2011; DE SANTI FERRARA et al., 2012).
No entanto, é mais relatado o uso de compostos inorganicos
(especialmente amdnia) como fonte de N em cana-de-agucar.

0 potencial de fixacdo de nitrogénio em estirpes de
Pseudomonas spp. (10) e Azotobacter spp. (2) isoladas de
raizes e rizosfera da cana-de-agucar foi estudado em testes
in vitro (ASHRAF; RASOOL; MIRZA, 2011). As estirpes de
Azotobacter apresentaram habilidade para fixacdo de
nitrogénio, sendo mostrado que tal atividade deve-se
potencialmente a presenca de genes relacionados a enzima
nitrogenase (ASHRAF; RASOOL; MIRZA, 2011). Quando
inoculadas em mudas de cana-de-agtcar plantadas em vasos,
foi observado aumento da massa seca da parte aérea e raizes
(até 144 e 96%, respectivamente), além do incremento da
area e comprimento radicular (até 348 e 179%,
respectivamente) (ASHRAF; RASOOL; MIRZA, 2011).

Também foi observado que 46 de 50 bactérias isoladas
da rizosfera, raizes, colmos e folhas de cana-de-agdcar foram
capazes de solubilizar P em testes in vitro (GHEVARIYA,
DESAI, 2014). Quatro estirpes do género Pseudomonas e
Bacillus retiradas de raizes e colmos de cana-de-agucar
também solubilizaram P em testes in vitro e, quando
avaliadas em experimento de campo, afetaram positivamente
o0 desenvolvimento vegetal [aumento da germinagéo (55%),
nimero de colmos (20%), altura (18%), circunferéncia e peso
de colmos (8 e 51%, respectivamente), produtividade (39%)
e a porcentagem de acgucares disponiveis (6%)], quando
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comparados ao controle (CHAUHAN; BAGYARAJ; SHARMA,
2013).

Além de disponibilizar nutrientes, as bactérias promovem
0 controle de nematoides e doengas em cana-de-agucar. Em
experimento com duas variedades de cana-de-agtcar (SP81-
3250 e RB867515), a utilizagdo de Bacillus subtilis AP-3
realizou o controle biol6gico dos nematoides Meloidogyne
spp. e Pratylenchus spp. no solo, quando aplicado no sulco
durante o plantio; apresentando eficiéncia semelhante ao
controle quimico com Carbofuran (MAZZUCHELLI; ARAUJO,
2012).

Quanto as doencas, foi demonstrado que estirpes
isoladas da rizosfera da cana-de aglcar inibiram ao menos
um dos fungos patogénicos R. solani, Verticilium dahliae
e Sclerotinia sclerotiorum(DE SANTI FERRARA et al., 2012).
Duas estirpes endofiticas de Bacillus isoladas de raizes
(H15) e colmos (H14) de uma variedade indiana de cana-de-
acucar, apresentaram atividade antifingica contra
Colletotrichum falcatum (CHAUHAN; BAGYARAJ; SHARMA,
2013). Adicionalmente, foi mostrado que G. diazotrophicus
apresentou potencial para o controle de C. falcatum
(MUTHUKU-MARASAMY; REVATHI; VADIVELU, 2000) e
Xanthomonas albilineans, organismo causador da
escaldadura das folhas em cana-de-acticar (PINON et al.,
2002).

As rizobactérias também podem mitigar os efeitos de
estresses abidticos no crescimento das plantas através da
modificacdo de reagdes quimicas e bioquimicas, no interior
da planta ou na rizosfera, resultando na alteragdo da fisiologia
e aumento da tolerancia vegetal (DIMKPA; WEINAND; ASCH,
2009). Em um estudo conduzido em S@o Paulo, testou-se a
hipétese de que rizobactérias inoculadas na cana-de-agtcar
atenuariam os efeitos da seca no crescimento e na fisiologia
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das plantas (RAMPAZZ0, 2013). O autor relata que, emboraa
rizobactéria tenha diminuido os danos causados pela seca,
as plantas tratadas ndo diferiram do controle quanto ao
crescimento (RAMPAZZO0, 2013).

0 desempenho da cana-de-aglicar ao estresse hidrico
devido a interacdo planta-bactéria também foi
demonstrado por Moutia et al. (2010). Para tanto, foram
utilizadas variedades contrastantes: uma adaptada a uma
ampla condigdo edafoclimatica (R 570) e outra
desenvolvida para tolerar condigdes de seca (M 1176/77).
Adicionalmente, foi testada a eficiéncia da bactéria
Azospirillum sp. em promover o crescimento vegetal
quando as mudas foram submetidas ao déficit hidrico,
dos 35 aos 103 dias apos o plantio (DAP).

Ainoculagao da rizobactéria em mudas de cana-de-agucar
‘R 570’ submetidas ao estresse hidrico, afetou negativamente
0 crescimento da parte aérea (reducdo de 19% na altura)
quando comparado ao desempenho de plantas estressadas,
mas que nao receberam o indculo (MOUTIA et al., 2010).
Entretanto, a inoculagdo de Azospirillum sp. influenciou
positivamente o desenvolvimento da parte aérea de cana-
de-acticar M 1176/77 em condi¢des estressantes,
aumentando a altura (14%) e a massa seca radicular (MOUTIA
etal., 2010).

Adicionalmente, sabe-se que varios compostos utilizados
nos tratos culturais da cana-de-agtcar podem afetar a
microbiota do solo onde as plantas sdo cultivadas. O uso de
reguladores vegetais e de residuos da cadeia produtiva desta
cultura (como a vinhaga e a torta-de-filtro) podem ser agentes
estressantes, tanto para as plantas quanto para os
microrganismos que sdao promotores de crescimento
vegetal.
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Etil-trinexapac e ethephon sdo dois biorreguladores
bastante utilizados no atual modelo de producdo agricola,
com a finalidade de incrementar a produgdo, melhorar a
qualidade da matéria-prima e antecipar a colheita
(MENEGHIN, 2008). Considerando tal fato, um estudo
avaliou os efeitos, diretos e indiretos, da aplicagao dos
reguladores vegetais ethephon (Ethrel) e etil-trinexapac
(Moddus) sobre o crescimento da cana-de-aglcar
(variedades RB72454, RB835486 e RB855156) devido as
modificagdes da microbiota rizosférica (MENEGHIN,
2008).

No estudo da agdo residual destes compostos apos a
aplicacdo foliar, foi observado que oS microrganismos
presentes em solo tratado com os biorreguladores foram
capazes de aumentar a massa seca radicular (em até 70%)
em duas variedades de cana-de-aglcar (exceto para
RB855156), sendo que etil-trinexapac apresentou o melhor
desempenho. Contudo, a altura da parte aérea teve maior
reducdo devido aos microrganismos selecionados apds o
uso dos biorreguladores, mas o nimero de brotagdes nao
foi afetado (MENEGHIN, 2008).

5.2 Milho

A produtividade de culturas como milho (Zea mays) ndo
esta relacionada apenas ao desempenho fotossintético das
plantas para a granacao, mas também a capacidade de resistir
a doencas causadas por agentes infecciosos que, por vezes,
deslocam recursos da planta para a produgao de compostos
de defesa. Assim, uma associagdo com rizobactérias
antagonicas aos agentes causadores de doencgas pode ser
vantajosa. Como exemplo, Pseudomonas sp. EM85 e o0s
bacilos MR-11(2) e MRF isolados da rizosfera de plantas de
milho, demonstraram serem antagdnicos a agao dos fungos
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Fusarium moniliforme, Fusarium graminearium e
Macrophila phaseolina (PAL et al., 2001). Estes fungos
infectam as raizes causando apodrecimento e murchamento
das plantas.

A inoculagdo de sementes de milho com RPCP resultou
em plantas com caracteristicas agrondémicas mais desejaveis.
Houve maior germinacao e vigor das plantulas. Em plantas
adultas, a areafoliar, 0 peso seco da parte aérea e de sementes
também mostraram incremento (GHOLAMI; SHAHSAVANI;
NEZARAT, 2009). Estes dados demonstram que a fisiologia
das plantas foi afetada significativamente, ao ponto de
resultar em mudancas morfoldgicas como incremento de
area foliar, atributo relacionado a produtividade.

Um dos desafios da agricultura atual é aumentar o
teor de nutrientes, especialmente em graos, sem que a
adubacao seja dispendiosa. Em um estudo com
inoculagdo de plantas de milho com Pseudomonas
fluorescens verificou-se um incremento nos teores de
fosfato e potdssio nos grdos de plantas inoculadas,
independente do nivel de adubacao (OLIVEIRA etal., 2012).
Assim, Pseudomonas fluorescens demonstra potencial
para ser investigada na melhoria do teor nutritivo de graos,
bem como para reduzir a quantidade dos elementos
utilizados em préaticas de adubacdo.

5.3 Soja

Grdos de leguminosas, especialmente a soja (Glycine
max) sao conhecidos pelo seu potencial nutritivo devido alto
teor de nitrogénio, importante para sintese de proteinas e
acidos nucleicos. A absorgdo eficiente de nitrogénio vem da
associacdo das plantas com bactérias fixadoras de N, com
destaque para o género Bradyrhizobium sp.
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Ainoculagdo de soja com RPCP reduziu o tempo para
inicio da nodulacdo e aumentou a quantidade de nodulos,
assim como o contetdo de nitrogénio nas plantas e o
teor proteico (DASHTI et al., 1998). Mesmo em tempe-
raturas sub-otimas (17,5 e 15 °C) para colonizagdo das
raizes por bactérias fixadoras de nitrogénio, a inoculagdo
de plantas com RPCP aumenta o nimero de nodulos
formados e a quantidade de nitrogénio fixado (ZHANG et
al., 1996). Isto possui importancia particular para a
associacdo da soja e as bactérias fixadoras de nitrogénio
em zonas consideradas sub-0timas para o cultivo, em
funcdo da temperatura.

5.4 Cebola

Os isolados de Pseudomonas spp. W6, B. megaterium
W19 e B. cereus UFV40 promoveram o crescimento de
plantas de cebola apds o transplante das mudas na fase
de crescimento vegetativo e de produgdo de bulbos. Esses
resultados concordam com os obtidos por Karthikeyan et
al. (2008) que, estudando o efeito de P. fluorescens, B.
subtilis e T. viride no controle de Alternaria palandui,
obtiveram incremento no crescimento vegetal e produgéo
de bulbos em casa de vegetacdo e em condigdes de campo
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito da microbiolizagdo de sementes de cebola
‘Bola Precoce’ com rizobactérias, avaliadas aos
90 dias ap6s o transplante das mudas, sobre o0
namero de folhas (NF), didmetro do pseudo-caule
(DP) altura da parte aérea (ALT), populagdo de
plantas por hectare (PP), producdo de bulbos por
hectare (PB) e massa média dos bulbos comerciais
(MMBC), avaliados aos 120 dias apo6s o
transplante. Itopuranga, SC, 2008 (Adaptado de
HARTHMANN et al., 2010)

Bacillus Bacillus

Pseudomonas
Variavel  Controle Spp. megaterium - cereus Wﬁ://\gom ((;Y)
W6 W19 UFV40

NF 10,0 ¢! 10,4 b 11,0a 10,7 ab 10,9a 2,40
DP (mm) 19,0b 19,8 b 21,1a 21,0a 21,1a 3,54
ALT (cm) 69,3 ¢ 70,9 be 76,32 7722 74,1 ab 4,07
PP (nha” 2542 240,0 249,6 2442 245,0 4,96
PB (Kg ha® 349hb 40,92 4342 40,3a 4152 6,43
PB (%)? 0,0 17,5 24,2 15,7 19,1
MMBC g 158,0 ¢ 173,4 ab 1794 a 164,8 bc 176,8ab 535
MMBC (%) 0 9,7 13,5 43 11,9

1 Médias seguidas pela mesma letra, na linha, nao diferem entre si pelo
teste de Duncan(P=0,05);

s Efeito de tratamento ndo significativo;
2 Dados nao submetidos a analise de variancia.

Segundo Harthmann et al. (2010), a aplicacdo de
rizobactérias nas sementes de cebola ‘Bola Precoce’
promoveu o0 crescimento e o rendimento de bulbos, com
destaque para B. megaterium W19.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de microrganismos pode ser uma
alternativa potencial, sustentavel e de baixo custo para
o aumento da produtividade de espécies vegetais com
importancia agrondmica. Contudo, o emprego de
microrganismos promotores de crescimento deve ser
testado a campo antes de seu uso ser difundido ou
recomendado, pelo fato de que a maioria dos
resultados originarem de estudos in vitro e por terem
efeitos dependentes de muitos fatores (espécie e
estirpe de microrganismo; variedade, cultivar e espécie
de planta; tipo de estresse bidtico ou abidtico;
momento, modo e frequéncia de aplicagdo, dentre
outros).
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