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Resumo
O sorgo (Sorghum bicolor) esta entre os cinco cereais mais cultivados no mundo, sendo
utilizado atualmente para a alimentagdo de animais e humanos e na produgéo de etanol.
Com o objetivo de aumentar a produtividade das culturas sem causar danos ao meio
ambiente, buscam-se alternativas ao uso de fertilizantes quimicos. Uma dessas
alternativas pode ser o uso de Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (ou Plant
growth promoting bacteria, PGPB), um grupo benéfico de micro-organismos
encontrados na rizosfera, na superficie radicular ou em associagdo com as raizes. Neste
estudo, foram isoladas e caracterizadas PGPBs associadas a cultura de sorgo com
aptiddo para uso na formulacdo de inoculantes agricolas e seu efeito em promover o
crescimento por meio de diferentes mecanismos foi testado. As linhagens bacterianas
foram obtidas de amostras de solo rizosférico e raizes de plantas de sorgo coletadas em
trés locais de producdo no Estado do Rio Grande do Sul. Os isolados foram
identificados através da extracdo de DNA e amplificacdo parcial do gene 16S rRNA e
avaliados por testes in vitro de solubilizacdo de fosfato de célcio, producdo de
sideroforos e compostos indolicos e formacdo de biofilme. Entre os 175 isolados
bacterianos Gram negativos obtidos, a identificacdo revelou a ocorréncia de 20 géneros
nas raizes e no solo rizosférico de sorgo, com predominio dos géneros Burkholderia e
Klebsiella. Posteriormente, o isolamento foi direcionado para bactérias Gram positivas e
um total de 123 isolados foram obtidos. Dentre todos os 298 isolados bacterianos
obtidos, os trés mais promissores tiveram sua identidade confirmada por
sequenciamento do fragmento completo do gene 16S rRNA e foram utilizados em
experimento em cadmara de crescimento com plantas de sorgo. Esses isolados foram
multiplicados em meio de cultura com e sem a adi¢do de triptofano, uma vez que este
composto estimula a producdo de fitohorménios pela bactéria. A linhagem Rhizobium
miluonense (VIAQ7) destacou-se entre as demais por ter proporcionado as plantas um
maior crescimento em relacdo ao comprimento e peso seco da parte aérea, tanto no
experimento realizado em substrato estéril (vermiculita e areia), quanto em solo, sendo
que as bactérias multiplicadas na auséncia de triptofano apresentaram os melhores
resultados. Esse trabalho demonstrou que existem bactérias que sdo capazes de interagir
de maneira positiva com plantas de sorgo e promoverem seu crescimento. Testes em
campo poderdo comprovar a eficiéncia desse isolado e sua utilizagdo como inoculante

para essa cultura, posteriormente.



Abstract
Sorghum (Sorghum bicolor) is among the five most cultivated cereals in the world,
currently being used for animal and human food and for ethanol production. In order to
increase the productivity of crops without causing damage to the environment,
alternatives to the use of chemical fertilizers are sought. One of these alternatives may
be the use of Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB), a beneficial group of
microorganisms found in the rhizosphere, on the root surface or in association with the
roots. In this study, PGPBs associated with sorghum culture with suitability for use in
the formulation of agricultural inoculants were isolated and characterized, and their
effect on promoting growth through different mechanisms was tested. The bacterial
strains were obtained from samples of rhizospheric soil and roots of sorghum plants
collected at three production sites in the State of Rio Grande do Sul. Isolates were
identified through DNA extraction and partial amplification of the 16S rRNA gene and
evaluated by tests in vitro calcium phosphate solubilization, production of siderophores
and indolic compounds and biofilm formation. Among the 175 Gram negative bacterial
isolates obtained, the identification revealed the occurrence of 20 genera in the roots and
sorghum rhizospheric soil, with Burkholderia and Klebsiella genera predominating.
Subsequently, the isolation was directed to Gram positive bacteria and a total of 123
isolates were obtained. Of the 298 bacterial isolates obtained, the three most promising
had their identity confirmed by sequencing the complete fragment of the 16S rRNA
gene and were used in a growth chamber experiment with sorghum plants. These
isolates were multiplied in culture medium with and without the addition of tryptophan,
since this compound stimulates the phytohormones production by the bacterium. The
Rhizobium miluonense line (VIAQ7) stood out among the others because it gave the
plants a greater growth in relation to the length and dry weight of the aerial part, both in
the experiment carried out in sterile substrate (vermiculite and sand), as well as in soil.
And the bacteria multiplied in the absence of tryptophan presented the best results. This
work demonstrated that there are bacteria that are capable of interacting positively with
sorghum plants and promote their growth. Field tests may prove the efficiency of this

isolate and its use as an inoculant for this crop, later.
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1. Introducéo Geral

1.1.  Importancia econdmica do sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor [L.] Moench, Figura 1) € uma graminea originaria do
continente africano. Entre as espécies alimentares € uma das mais versateis e mais
eficientes, tanto do ponto de vista fotossintético, como em velocidade de maturacéo.
Sua reconhecida versatilidade se estende desde o uso de seus grdos como alimento
humano e animal (principalmente para ruminantes), matéria prima para a producdo de
alcool anidro, bebidas alcodlicas, colas e tintas. Além disso, ha o uso de suas paniculas
para producdo de vassoura e do colmo para a extracdo de aglcar (Embrapa Milho e
Sorgo 2015).
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Figura 1: Lavoura de sorgo. Fonte: John Deere

Em termos globais, 0 sorgo é a base alimentar de cerca de 500 milhdes de
pessoas em mais de 30 paises. Somente arroz, trigo, milho e batata o superam em
termos de quantidade de alimento consumido. O Rio Grande do Sul é um estado
produtor e consumidor de sorgo, mas ndo detém a lideranga na produgdo, como ocorrido
até os anos 90. Atualmente, o Centro Oeste é a regido brasileira de maior destaque na
producéo de sorgo, conforme demonstrado na Figura 2 (Embrapa Milho e Sorgo 2015).
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Figura 2: Dados econdmicos da producdo de sorgo nas diferentes regides brasileiras. Fonte: Conab, 2017

Na comparagdo dos indices de produtividade, o Brasil encontra-se atras de
paises como Argentina, China e Estados Unidos, porém, ainda se mantém acima da
média mundial. No Brasil, a produtividade agricola de sorgo aumentou de 2.191 kg/ha
em 2006/07 para aproximadamente 3.000 kg nos Gltimos anos. As oscila¢cdes ou quedas
dos indices de produtividade no Brasil podem estar relacionadas a existéncia de
extensas areas com uso de baixa tecnologia e fatores edafoclimaticos desfavoraveis
(Embrapa Milho e Sorgo 2015).

O sorgo pode ser classificado, conforme suas diferentes finalidades, em quatro
grupos: granifero, que possui porte mais baixo; sacarino, que possui porte mais alto e é
utilizado para silagem ou producéo de acucar e etanol; forrageiro, para pastejo de gado;
e vassoura, que €é utilizado na producao de vassouras (Diniz 2010). Dos quatro grupos, o
sorgo granifero é o que tem maior expressdo econémica (Embrapa Milho e Sorgo
2015). Na ultima década, a area plantada com sorgo granifero tem oscilado entre 700 e
850 mil hectares. Entre 1976/77 e 2003/04, a area passou de 177 mil hectares para 898
mil hectares de cultivo. O recorde ocorreu na safra de 2003/2004, com 898 mil hectares
(Conab 2014).

Um dos tipos de sorgo, 0 sorgo sacarino, tem ganhado espaco diante da atual
crise energeética e da preocupacdo com as emissdes de gases de efeito estufa (Figueiredo

et al. 2013). Além da cana-de-acucar, 0 sorgo sacarino também pode ser empregado na



producdo de etanol, representando uma 6tima opcao agronémica e industrial. O sorgo
sacarino possui ciclo curto (quatro meses), sua producdo pode ser totalmente
mecanizada, 0s agucares do seu colmo sdo diretamente fermentaveis e o bagago pode
ser utilizado como fonte de energia ou como forragem para alimentacdo de animais
(Silva et al. 2012).

Atualmente, 0 sorgo sacarino € uma das espécies mais promissoras para 0
incremento da producdo de etanol no Brasil. Entretanto, o caldo de sorgo sacarino
possui uma composicdo de acgUcares diferente do caldo formado a partir da cana-de-
acucar, com mais glicose e menos sacarose, e teor de amido até 0,5%, o que o torna
menos apto a producdo de agUcar cristal e, também, menos propenso a a¢do dos micro-
organismos durante a fermentacdo. Ainda assim, possui um grande potencial para

complementar a producao de etanol oriunda da cana-de-acucar (Silva et al. 2012).

1.2.  Bactérias promotoras de crescimento vegetal

As plantas estabelecem diversas relagbes com os organismos do solo e o balango
dessas interacdes resulta no aumento ou reducdo de fitness. A interacdo entre 0s micro-
organismos e as plantas é estimulada pela troca de sinais moleculares na rizosfera —
regido de solo aderido as raizes vegetais com importancia fundamental para a captacdo
de &gua e nutrientes pelos micro-organismos (Alami et al. 2000). As plantas liberam
entre 40 e 60% do carbono fixado por fotossintese para as raizes e para 0S micro-
organismos associados, atraves de mucilagens, compostos organicos e células
radiculares (Keiluweit et al. 2015).

Os exsudatos liberados pelas raizes vegetais sdo uma rica fonte de energia para a
microbiota, o que resulta em uma maior populacdo de micro-organismos ao redor das
raizes do que em outras porcdes de solo (Gray e Smith 2005). As bactérias promotoras
de crescimento vegetal (PGPB —Plant Growth Promoting Bacteria) formam um grupo
benéfico e heterogéneo de micro-organismos que podem ser encontrados na rizosfera,
na superficie das raizes ou em associacdo com as mesmas (Souza et al. 2015).

Alguns mecanismos bacterianos ja sdo bastante conhecidos pela capacidade de
favorecer o crescimento vegetal ou a defesa contra patdégenos (Figura 3). A
solubilizacdo de nutrientes e a producdo de reguladores de crescimento vegetal (fito-
horménios) estdo entre os exemplos classicos do potencial das bactérias como
fertilizantes naturais. Nutrientes essenciais, como o nitrogénio e o fésforo, podem ser

disponibilizados por meio da fixagdo biologica do nitrogénio atmosférico e da
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solubilizacédo de fosfatos, por exemplo (Estrada et al. 2013; Hungria et al. 2013; Chen et
al. 2014). A produgdo de sideroforos tem sido associada a maior disponibilidade de
ferro e a protecdo contra patdgenos (Dimkpa et al. 2009; Loaces et al. 2011). A
capacidade de produzir fito-hormoénios pelas PGPBs também possui uma grande
importancia devido a influéncia dessas moléculas sobre o metabolismo das plantas
(Spaepen et al. 2007; Jaillais e Chory 2010).

Habilidades PGP x fungoes
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Figura 3: Habilidades das PGPB para promocao de crescimento e suas respectivas fun¢es. Abreviaturas:
PGP: plant-growth promoting, AlA: é&cido indol-acético, FBN: fixacdo bioldgica de nitrogénio. Fonte:
Souza et al 2015 (adaptado).

A presenca de um ou mais processos benéficos tem sido considerada uma
ferramenta importante na sele¢do de “boas” PGPB. Entretanto, os efeitos positivos sdo

dependentes de uma complexa rede de interacGes biolégicas e ambientais. As
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caracteristicas fisico-quimicas do solo, as diferentes variedades vegetais e as outras
populacOes de organismos influenciam grandemente o tipo e intensidade do efeito sobre
as plantas (Souza et al. 2015).

Acredita-se que, além de promover o crescimento das plantas, as PGPB devem
ser eficientes em colonizar o solo ou a superficie das raizes, sobrevivendo e se
multiplicando com eficiéncia frente a competicdo com outros componentes da
microbiota. Nesse contexto, estima-se que a producdo de biofilme seja um mecanismo
importante para a prote¢do contra danos ou estresses ambientais. A sobrevivéncia e a
capacidade de competicdo das bactérias inoculadas sdo essenciais, sobretudo, até o
momento da colonizacdo das raizes ou o adequado estabelecimento das bactérias na
rizosfera (Haggag e Timmusk 2008). As bactérias que habitam a rizosfera, entre elas as
PGPB, sdo frequentemente encontradas formando micro-col6nias ou estruturas

semelhantes a biofilmes nas raizes das plantas (Morris e Monier 2003, Figura 4).

Figura 4. Colbnias bacterianas formando biofilmes em raizes de plantas (Fonte: Nurmiaho-Lassila et al.
1997).

Os biofilmes sdo conjuntos de colbnias microbianas concentradas em uma
interface e cercadas por substancias poliméricas extracelulares produzidas pelos
proprios micro-organismos (Hall-Stoodley et al. 2004). De modo geral, os biofilmes
microbianos possuem algumas funcgdes conhecidas, sendo elas: a protecdo das bactérias
contra substancias antimicrobianas e estresses ambientais, acdo de mediador na
disponibilidade de nutrientes e controle de substancias toxicas, entre outros processos
(Rafique et al. 2015).
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A composicdo do biofilme pode variar, mas, de modo geral, ele é composto de
agua, células bacterianas e uma matriz extracelular composta, principalmente, por
exopolissacarideos (EPS). Essa matriz celular pode representar até 90% da composi¢do
do biofilme, que, além de EPS, pode conter pequenas quantidades de proteinas, acidos
nucleicos e lipidios (Sutherland 2001). Esses polimeros sdo responsaveis pela
imobilizacdo das bactérias na matriz, estabilidade mecanica do biofilme, coesdo com a
interface onde o biofilme se localiza e funcionalidade da comunidade bacteriana

envolvida (Flemming e Wingender 2010).

1.3.  Importéancia do &cido indol-acético para o crescimento vegetal

Dentre as diferentes classes de hormonios vegetais existentes, as auxinas
determinam aspectos dentre 0s mais basicos no crescimento das plantas (Morshed et al.
2006) e sdo conhecidas por induzirem respostas rapidas e prolongadas nas plantas
(Scarcella et al. 2017). Atualmente, algumas auxinas podem ser produzidas
sinteticamente e utilizadas para controlar o crescimento de plantas, como é o caso do
acido 2,4 diclorofenoxiacético, que age como inibidor do alongamento radicular e é
utilizado como um potente herbicida (Simon e Petrasek 2011).

O é&cido indol-acético € o principal exemplo de auxina natural, com diversas
funcbes no desenvolvimento das plantas (Ludwig-Muller e Epstein, 1991; Teale et al.
2006). Ele ndo apenas é produzido por plantas, mas também por alguns micro-
organismos, tais como bactérias e fungos (Reineke et al. 2008). Em bactérias, €
produzido juntamente com outros compostos indélicos e € um regulador de crescimento
bastante explorado entre as PGPB (Santner e Estelle 2009; Contesto et al. 2010).

Entretanto, algumas bactérias produzem auxinas com propdsitos que sao nocivos
para as plantas, seja provocando um distdrbio no balan¢co hormonal destas ou pela
formacéo de tumores e galhas nas mesmas (Jameson 2000).

O éacido indol-acético pode ser produzido em diferentes rotas metabdlicas a
partir do aminoéacido triptofano. Este é convertido em Indol-3-acetamida (IAM) por
intermédio da enzima Triptofano-2-monooxigenase e, posteriormente, convertido a
acido indol-acético por intermédio da enzima IAM-hidrolase (Figura 5). As rotas que
utilizam triptofano sdo conhecidas como “dependentes de triptofano” (trp-dependentes)
e também h& rotas que ndo necessitam da presenca de triptofano, conhecidas como

“independentes de triptofano” (trp-independentes). Ambas podem ocorrer tanto em
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plantas quanto em bacterias, podendo ser encontrados os dois tipos em uma mesma
bactéria (Patten e Glick 2002).

0 triptofano-2- N
. y . OH
monooxigenase o |AM-hidrolase W
f OH
HN NH2 NHE H

triptofano indol-3-acetamida acido indol-acético

Figura 5: Rota de producdo de acido indol acético (Trp dependente).

A importancia do acido indol-acético se deve, essencialmente, ao estimulo
radicular, favorecendo a proliferacdo de raizes adventicias para maior captacdo de agua
e nutrientes. Entretanto, as bactérias do solo sdo capazes de produzir diversos outros
horménios vegetais, como 4&cido abscisico, &cido salicilico, jasmonato, citocinina,
giberelina e etileno. A complexa e intrincada regulacdo hormonal faz com que pequenas
variaces na quantidade de hormonios influenciem negativa ou positivamente o
crescimento e desenvolvimento das plantas (Santner e Estelle 2009; Contesto et al.
2010).

O é&cido indol-acético pode, ainda, agir como indutor do alongamento celular
através, por exemplo, do aumento do conteddo osmotico nas células e da diminuicao da
pressao sobre a parede celular. Também pode ser responsavel pela inibicdo ou atraso da
absciséo das folhas e indugdo do florescimento e frutificagdo (Zhao 2010).

1.4, Inoculantes a base de PGPB e a importancia das formulacdes

Inoculantes microbianos — ou biofertilizantes — sdo produtos bioldgicos que
contém micro-organismos vivos. Um inoculante microbiano pode ser definido como o
produto final de uma formulacdo contendo um transportador e um agente bacteriano ou
um consorcio de micro-organismos (Bashan et al. 2014). Os carreadores sdo substratos
abidticos (sélido, liquido ou gel) usados em processos laboratoriais ou industriais de
preparo de formulacgdes, as quais contém micro-organismos encapsulados, em meio
liquido, organico, inorganico ou polimérico (Bashan et al. 2014). De forma sucinta,
podemos considerar que um “bom” inoculante deverd conter ndo apenas os micro-
organismos benéficos, mas, também, as condicOes apropriadas para a sobrevivéncia

deles no produto final, o que se refere ao chamado “tempo de prateleira”. Sobretudo,
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para cumprir sua finalidade, a bactéria inoculada deve estar protegida em uma
formulacdo que favoreca sua proliferacdo na rizosfera (Jayaraman et al. 2014).

O uso de inoculantes na agricultura, além de evitar a contaminagdo da agua pelo
nitrato proveniente da adubacdo nitrogenada, pode contribuir para uma menor emissao
de gases de efeito estufa, representando, na cultura da cana-de-agUcar, por exemplo,
uma economia de pelo menos 30 kg de nitrogénio ao ano por hectare. Além dos ganhos
ambientais, 0 uso de inoculantes torna-se adequado para sistemas de produgdo em que a
legislacdo ndo permite o uso de agroquimicos, como em sistemas organicos (Bashan et
al. 2014; MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuadria e Abastecimento,
http://www.agricultura.gov.br/).

As formulagBes liquidas e a inoculacdo de sementes representam a forma
habitual de producdo e aplicacdo, uma vez que seus materiais sdo de baixo custo (em
relacdo a turfa, por exemplo) e, portanto, mais acessiveis aos pequenos agricultores
(Albareda et al. 2008). Entretanto, as taxas de sobrevivéncia dos micro-organismos
nesse tipo de formulacdo sdo menores devido a auséncia de condicbes protetivas,
inclusive, contra contaminacdo durante o armazenamento, transporte e aplicacdo
(Bashan et al. 2002). Recentemente, bactérias produtoras de biofilmes tém sido
consideradas importantes candidatas a formulacdo de inoculantes para plantas
(Seneviratne et al. 2008), uma vez que o préoprio biofilme pode atuar como um
carreador (Malusa et al. 2012).

A soja é uma das culturas gque tradicionalmente mais recebe aporte de nutrientes
provenientes de inoculantes agricolas. Para esta cultura sdo normalmente utilizadas
estirpes de Bradyrhizobium, que auxiliam na fixac&o de nitrogénio atmosférico (Conley
e Christmas, 2015). Para o trigo, tém sido testados inoculantes contendo estirpes de
Paraburkholderia tropica (Bernabeu et al. 2018) e, tanto para o trigo quanto para outras
gramineas cultivadas, como o milho e a cana-de-aguUcar, sdo utilizados inoculantes
contendo estirpes de Azospirillum brasilense (Reis et al. 2009; Morais et al 2016; VVogel
et al 2013).

Com base nas informacdes apresentadas, sabendo que a cultura de sorgo carece
de tecnologias que aumentem seu rendimento, se torna interessante estudar alternativas
viaveis e que ndao aumentem o0s danos ambientais causados pelo excesso do uso de
fertilizantes quimicos. Os beneficios das PGPB s&o bem conhecidos e estabelecidos
para diversas culturas agricolas, porém pouco se sabe sobre as PGPB que se associam

com a cultura do sorgo.

15



2. Objetivos

Objetivo geral

Caracterizacdo e selecdo de linhagens bacterianas isoladas da rizosfera e raizes

de sorgo que tenham potencial para a promocdo de crescimento de plantas e para a

utilizacdo na formulagdo de inoculantes bioldgicos, visando o aumento da produtividade

e a reducdo do uso de adubacdo quimica nessa cultura.

Objetivos especificos

>

Isolamento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas do solo rizosférico e
raizes de sorgo cultivado em diferentes localidades do Estado do Rio Grande do
Sul;

Identificacdo das linhagens isoladas por meio de PCR e sequenciamento do gene
16S rRNA,;

Avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio, produgdo de
sideroforos, producdo de reguladores de crescimento vegetal (compostos
inddlicos) e formacdo de biofilme entre os diferentes isolados bacterianos;
Selecdo de linhagens com diferentes caracteristicas benéficas para experimentos
de inoculag&o de sorgo em camara de crescimento;

Determinacdo do ponto de maior producdo de acido indol-acético pelas bactérias
selecionadas, através do acompanhamento por curvas de crescimento na
presenca e auséncia de triptofano;

Avaliacdo do efeito da producdo de &cido indol-acético pelas bactérias

selecionadas no crescimento de plantas de sorgo.
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Abstract

Sorghum (Sorghum bicolor) is among the five most cultivated cereals in the world. This
crop is currently used for animal and human food and ethanol production. In order to
increase crop productivity without causing environmental damage, alternatives to the
use of chemical fertilizers are sought. One of these alternatives can be the use of Plant
Growth Promoting Bacteria (PGPB), a beneficial group of microorganisms found in the
rhizosphere, root surface or in association with the roots. In this study PGPB associated
with sorghum culture that have suitability for use in formulating agricultural inoculants
were isolated and characterized and their effects of promoting growth through different
mechanisms were tested. The strains were obtained from samples of rhizospheric soil
and roots of sorghum plants collected in three production locations in the Rio Grande do
Sul State. They were identificated through the DNA extraction and partial amplification
of the 16S rRNA gene and evaluated by in vitro tests for calcium phosphate
solubilization, siderophores and indolic compounds production and biofilm formation.
Among the 175 Gram negative bacterial strains, the identification revealed the
occurrence of 20 bacterial genera in the roots and sorghum rhizospheric soil, with
predominance of Burkholderia and Klebsiella. Subsequently, isolation was directed to

Gram positive, and a total of 123 strains were obtained. Among the 298 isolates
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obtained, the three more promising had confirmed their identity by sequencing the
complete fragment of the 16S rRNA gene and were used in a growth chamber
experiment with sorghum plants. These isolates were multiplied in culture medium with
and without the addition of tryptophan, since this compound stimulates the production
of phytohormones by the bacteria. The bacterial strain belonging to the genus
Rhizobium (VIAQ7) stood out among the others because it gave the sorghum plants a
greater growth in relation to the length and weight of the aerial part. This isolate was
also tested in a soil substrate assay. The inoculated plants presented significant growth.

Treatment without tryptophan represented the most promising results.

Palavras-chave: PGPB, sorgo, inoculante, acido indol-acético

Introducéo

O sorgo (Sorghum bicolor [L.] Moench) é uma graminea originaria do
continente africano. Entre as espécies alimentares é uma das mais versateis e mais
eficientes, tanto do ponto de vista fotossintético, como em velocidade de maturacéo.
Sua reconhecida versatilidade se estende desde o uso de seus grdos como alimento
humano e animal (principalmente para ruminantes) e do colmo como matéria prima para
a producdo de &lcool anidro até o uso em bebidas alcodlicas, colas e tintas (Embrapa
Milho e Sorgo 2015).

Com objetivo de aumentar a produtividade desta cultura, uma interessante
alternativa € o uso de inoculantes microbianos, produtos bioldgicos que contém micro-
organismos vivos. Um inoculante microbiano pode ser definido como o produto final de
uma formulacdo contendo um transportador e um agente bacteriano ou um consércio de
micro-organismos (Bashan et al. 2014). O uso de inoculantes na agricultura, além de
evitar a contaminacdo da agua pelo nitrato proveniente da adubacéo nitrogenada, pode
contribuir para uma menor emissdo de gases de efeito estufa. Além dos ganhos
ambientais, o0 uso de inoculantes torna-se adequado para sistemas de producdo em que a
legislagcdo ndo permite o uso de agroquimicos, como em sistemas organicos (Bashan et
al. 2014; MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento).

As plantas estabelecem diversas relagbes com os organismos do solo e o balango
dessas interacOes resulta no aumento ou reducgéo de fitness. A interagcdo entre 0s micro-
organismos e as plantas é estimulada pela troca de sinais moleculares na rizosfera —

regido de solo aderido as raizes vegetais com importancia fundamental para a captagdo
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de agua e nutrientes (Alami et al. 2000). As bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPB —Plant Growth Promoting Bacteria) formam um grupo benéfico e
heterogéneo de micro-organismos que podem ser encontrados na rizosfera, superficie
das raizes ou em associa¢do com as mesmas (Souza et al. 2015).

Alguns mecanismos bacterianos ja sdo bastante conhecidos pela capacidade de
favorecer o crescimento vegetal ou a defesa contra patdgenos. A solubilizacdo de
nutrientes e a producdo de reguladores de crescimento vegetal (fito-hormdnios) estdo
entre os exemplos classicos do potencial das bactérias como fertilizantes naturais.
Nutrientes essenciais, como o nitrogénio e o fésforo, podem ser disponibilizados por
meio da fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico e da solubilizagdo de fosfatos, por
exemplo (Estrada et al. 2013; Hungria et al. 2013; Chen et al. 2014). A producéo de
sideroforos tem sido associada a maior disponibilidade de ferro e a protecdo contra
patégenos (Dimkpa et al. 2009; Loaces et al. 2011). A capacidade de produzir fito-
horménios também possui grande importancia e destaque devido a influéncia dessas
moléculas sobre 0 metabolismo das plantas (Spaepen et al. 2007; Jaillais e Chory 2010).

Dentre as diferentes classes de hormonios vegetais existentes, o acido indol-
acetico é o principal exemplo de auxina natural, com diversas fungdes no
desenvolvimento das plantas (Ludwig-Muller e Epstein, 1991; Teale et al. 2006). Em
bactérias, é produzido juntamente com outros compostos indolicos e é um regulador de
crescimento bastante explorado entre as PGPB (Santner e Estelle 2009; Contesto et al.
2010).

Acredita-se que, além de promover o crescimento das plantas, as PGPB devem
ser eficientes em colonizar o solo ou a superficie das raizes, sobrevivendo e se
multiplicando com eficiéncia frente a competicdo com outros componentes da
microbiota. Nesse contexto, estima-se que a producao de biofilme seja um mecanismo
importante para a protecdo contra danos ou estresses ambientais. (Haggag e Timmusk
2008). Os biofilmes séo conjuntos de colbnias microbianas concentradas em uma
interface e cercadas por substancias poliméricas extracelulares produzidas pelos
préprios micro-organismos (Hall-Stoodley et al. 2004). Recentemente, bactérias
produtoras de biofilmes tém sido consideradas importantes candidatas a formulagdo de
inoculantes para plantas (Seneviratne et al. 2008), uma vez que o préprio biofilme pode
atuar como um carreador (Malusé et al. 2012).

Com base nas informacdes apresentadas, sabendo que a cultura de sorgo carece

de tecnologias que aumentem seu rendimento, se torna interessante estudar alternativas
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viaveis e que ndo aumentem o0s danos ambientais causados pelo excesso do uso de
fertilizantes quimicos. Os beneficios das PGPB sdo bem conhecidos e estabelecidos
para diversas culturas agricolas, porém pouco se sabe sobre as PGPB que se associam

com a cultura do sorgo.

Metodologia
Isolamento de bactérias Gram-negativas

Amostras de solo e raizes de sorgo foram obtidas em marco de 2014 de trés
lavouras de sorgo localizadas nos municipios de Viamao [Via (30° 04' 52" S, 51° 01' 24"
W)], Caxias do Sul [Cax (29° 10' 05" S, 51° 10' 46" W)] e Taquari [Taq (29° 47' 59" S,
51° 51' 52" W) ], no estado do Rio Grande do Sul. Da parte interna de cada lavoura,
evitando-se as bordas, foram coletadas aleatoriamente cinco plantas. Estas tiveram suas
partes aéreas removidas e as respectivas raizes foram acondicionadas em sacos plasticos
e mantidas em gelo até a utilizacdo. As raizes foram desinfestadas por meio de imersao
em solucéo de hipoclorito de sodio e agua destilada (1:1) por 1 minuto e alcool 70% por
1 minuto, seguido de 6 lavagens em agua destilada estéril. Dez gramas de solo
rizosférico e 10 g de raizes desinfestadas e cortadas em pedacos de aproximadamente
0,1 cm foram adicionadas a 90 ml de solucéo salina 0,85%. Apds 24 horas de agitacdo a
temperatura de 4°C, foram feitas diluicdes seriadas até 10 ~> Cem microlitros de cada
diluicdo foram inoculados em frascos de vidro de 10 ml contendo, cada um, 6 ml de
diferentes meios de cultura semissélidos sem nitrogénio: Nfb, LGl e LGI-P (D6bereiner
et al. 1995). Este processo foi repetido ap6s 7 dias de incubacdo a 30° C e, ao final de
mais 7 dias de crescimento em estufa, foi feito estriamento em placas de Petri contendo
0s mesmos meios de cultura anteriores, desta vez sélidos. As placas foram mantidas em
estufa a 28°C por 72 h e, ao final deste periodo, as coldnias morfologicamente diferentes
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 3 ml de meio de cultura KB liquido
(Glickmann e Dessaux 1995). Os tubos permaneceram sob agitacdo por 72 h a

temperatura de 28°C. Apos foram armazenados em glicerol 50% a -18°C.

Isolamento e caracterizacdo de bactérias Gram-positivas esporuladas

Para o isolamento de bactérias Gram-positivas esporuladas foram utilizadas
apenas amostras de solo rizosférico provenientes das mesmas trés regides anteriormente
citadas. Dez gramas deste solo foram adicionadas a 90 ml de solucdo salina 0,85% e

foram realizadas diluicdes seriadas até 10 3. As dilui¢des foram incubadas a 80°C por
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20 minutos para eliminacdo de celulas bacterianas vegetativas e, posteriormente,
inoculadas em placas de Petri contendo o meio de cultura solido Tiamina-biotina sem
adicdo de nitrogénio (TB; Seldin et al. 1983). Estas placas foram incubadas por 7 dias a
28°C em jarra de anaerobiose contendo disco gerador de atmosfera anaerobica (Probac
do Brasil) e esse mesmo procedimento repetido. Ao final, as colonias obtidas foram
inoculadas em meio de cultura King B liquido e incubadas sob agitacdo por 72 h a 28°C.
Apo6s foram armazenadas em glicerol 50% a -18°C.

Identificacéo de isolados bacterianos em nivel de género

Os isolados obtidos foram submetidos a extracdo de DNA (Ambrosini et al.
2012) e posterior amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 450 pares de
bases do gene 16S rRNA. Para a amplificacdo foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores descritos por Felske et al. (1997): U968 (AACGCGAAGAACCTTAC) e
L1401 (CGGTGTGTACAAGACCC). As reacoes de amplificagdo consistiram de um
volume de 25 pl contendo 50 ng de DNA molde, 1 U de Tag DNA polimerase (Life
Technologies), tampédo de rea¢do 10 X Taq DNA polimerase, 1,5 mM MgClz, 200 mM
dNTPs (Life Technologies) e 10 pmoles de cada oligonucleotideo iniciador. As reacdes
foram submetidas a 32 ciclos: um ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min,
seguidos por 30 ciclos de: desnaturacdo por 45 s a 94°C, anelamento por 45 s a 52°C, e
extensdo por 45 s a 72°C, e um ciclo final de extensdo por 10 min a 72°C. Todas as
reacOes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador do tipo PCR Express
Temperature Cycling System (Thermo Hybaid) e os fragmentos amplificados foram
visualizados ap06s eletroforese a 80 V por 1 h em gel de agarose 1%.

Os fragmentos foram submetidos ao sequenciamento pela Macrogen e as
sequéncias analisadas nos bancos de dados GenBank (BLASTnN, National Center for

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e EzTaxon-e, uma

extensdo do EzTaxon database (Chun et al. 2007, http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/).

Avaliacdo dos isolados bacterianos quanto a presenca de caracteristicas
promotoras de crescimento vegetal

A producéo de compostos inddlicos foi avaliada conforme Asghar et al. (2002),
onde cada isolado bacteriano foi multiplicado a 28°C em caldo King B com triptofano
(Glickmann e Dessaux 1995). Ap6s 72 horas, as culturas bacterianas foram

centrifugadas em temperatura ambiente por 3 min a 12.000 rpm e 100 ul de
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sobrenadante foram coletados e misturados com 100 ul de reagente de Salkowski (2 ml
0,5 M FeClz + 98 ml 35% HCIO4). Apds 30 min em temperatura ambiente, a mistura foi
avaliada quanto a coloracdo e espectrofotometria com absorbancia de 550 nm,
utilizando-se uma curva de acido indol-acético padrao (Sarwar e Kremer, 1994).

Para o teste da producéo de sideroforos, 10 pl de cultura bacteriana multiplicada
em caldo King B foram inoculados em placas contendo meio King B (diluido cinco
vezes) com Cromoazurol S (Schwyn e Neilands 1987). Os isolados que formaram um
halo translicido ao redor de suas colonias foram considerados produtores de
sideroforos.

O meétodo descrito por Sylvester-Bradley et al. (1982) foi utilizado para a
avaliacdo da capacidade de solubilizar fosfato de calcio. Uma aliquota de 10 pl da
cultura bacteriana crescida em caldo King B foi inoculada em meio GL (10 g de glicose,
2 g de extrato de levedura e 15 g de agar por litro), acrescido de 50 ml de K;HPO4 10%
e 100 ml CaCl, 10%. Os isolados que se multiplicaram formando halos visiveis ao redor
das coldnias foram considerados positivos para solubilizacdo de fosfato de calcio.

Todos os experimentos descritos nesse subitem foram realizados em triplicata.

Selecdo dos isolados bacterianos mais promissores e avaliacao de caracteristicas de
promocao de crescimento vegetal adicionais

Para a avaliacdo quanto a formacdo de biofilme, doze isolados foram pre-
selecionados com base nas habilidades gerais de promocao de crescimento vegetal
descritas anteriormente, assim como quanto a identificacdo em nivel de género
(potencial ndo-patogénico).

Este teste foi realizado em triplicata e conforme a metodologia proposta por
Stepanovic et al. (2007). Resumidamente, apds a obtencdo das curvas de crescimento de
cada micro-organismo, as culturas em fase estacionaria foram diluidas cem vezes em
meio TSB (Sigma-Aldrich) suplementado com glicose e, entdo, inoculadas em
microplacas de 96 pocos (200 pl por poco). As placas foram cobertas com tampa de
silicone e incubadas sob aerobiose por 24 a 48 h. Ap6s o periodo de incubacédo, o
contetdo dos pogos foi descartado e cada poco foi lavado com 300 pul de PBS (NaCl
137 mM + Fosfato 10 mM + KCI 2,7 mM, pH 7,2) para remocdo de células nédo-
aderentes e preservacao do biofilme formado. O corante cristal violeta foi utilizado para
coloracdo do biofilme pelo periodo de 15 minutos. O excesso de corante foi retirado

invertendo-se a placa, que foi posteriormente enxaguada em agua corrente. ApOs
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secagem em temperatura ambiente, o corante fixado foi ressolubilizado com 150 pl de
etanol 95% por poco e a placa foi mantida a temperatura ambiente por 30 minutos. A
OD foi medida a 570 nm em leitor de microplacas e comparada com controles negativo

(meio de cultura ndo-inoculado) para determinacao dos resultados.

Identificagdo dos isolados bacterianos selecionados em nivel de espécie

Os doze isolados com caracteristicas mais promissoras tiveram seu DNA
submetido a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1500 pares de base do
gene 16S rRNA. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram: BacPaeF (5’
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'; Stackebrandt e Liesack, 1993) e 1542R (5’
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC 3'; Edwards et al. 1989). As reacdes de amplificacéo
consistiram de um volume de 25 ul contendo 50 ng de DNA molde, 1 U de Tag DNA
polimerase (Life Technologies), tampdo de reacdo 10 X Taq DNA polimerase, 1,5 mM
MgCl,, 200 mM dNTPs (Life Technologies), 40 mM DMSO e 10 pmoles de cada
oligonucleotideo iniciador. As reagdes foram submetidas a 32 ciclos: um ciclo de
desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguidos por 30 ciclos de: desnaturacéo por 45 s
a 94°C, anelamento por 45 s a 55°C, e extensdo por 45 s a 72°C, e um ciclo final de
extensdo por 10 min a 72°C. Todas as reacdes de amplificacdo foram realizadas em um
termociclador do tipo PCR Express Temperature Cycling System (Thermo Hybaid) e os
fragmentos amplificados foram visualizados apds eletroforese a 80 V por 1 h em gel de
agarose 1%.

Os fragmentos foram submetidos ao sequenciamento e as sequéncias obtidas
foram primeiramente montadas com auxilio do software Staden e entdo analisadas nos

bancos de dados GenBank e EzTaxon-e.

Montagem de curva de crescimento e producdo de compostos inddlicos

Trés isolados bacterianos foram selecionados e multiplicados em meio de cultura
King B sem adicdo de triptofano e em meio King B com adicdo de triptofano (0,5 g/l).
O pré-indculo de todos os isolados selecionados foi padronizado para densidade dptica
de 0,50, lida em absorbancia (A) de 600 nm. A cada 6 horas foram realizadas as
seguintes analises: a) leitura da densidade 6tica em espectrofotdmetro com A = 600 nm;
b) ensaio in vitro de producdo de compostos indolicos, com utilizacdo de reagente de
Salkowski e leitura em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 520 nm. As

leituras foram mantidas até a estabilizagdo do crescimento (quando as culturas atingiram
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a fase estacionaria) e da producdo de compostos indolicos dos isolados bacterianos.

Com os dados obtidos, foram construidos os graficos apresentados.

Ensaios em camara de crescimento para avaliacdo do peso e comprimento de
plantas inoculadas

Os trés isolados selecionados foram multiplicados em meio de cultura King B
(Glickmann e Dessaux 1995) sem adicdo de triptofano e meio de cultura King B com
adicdo de triptofano, conforme subitem anterior, até atingirem uma densidade Optica de
0,50 em A = 600 nm. Para o ensaio de promoc¢édo de crescimento de plantas de sorgo
foram avaliados os seguintes tratamentos: plantas ndo-inoculadas e mantidas com
solucdo nutritiva diluida a 25%; plantas ndo-inoculadas e mantidas com solucao
nutritiva ndo diluida (100% da dose de nutrientes); plantas inoculadas com os isolados
bacterianos selecionados multiplicados em meio de cultura sem triptofano; e plantas
inoculadas com os isolados bacterianos multiplicados em meio de cultura com
triptofano. O delineamento experimental consistiu de 12 repeti¢des por tratamento. As
unidades experimentais foram compostas de copos plasticos de 500 ml contendo
vermiculita estéril e areia em uma proporc¢do de 1:1. Antes da inoculacdo, as sementes
de sorgo foram desinfestadas em solucéo de &lcool 70% e hipoclorito 3% (v/v) por 3
min e, entdo, inoculadas com os diferentes tratamentos (200 ul de cultura bacteriana).
No inicio do ensaio, todas as unidades experimentais receberam 50 ml de solucdo
nutritiva de Hoagland’s (Ambrosini et al. 2012) diluida a 25%, exceto aquelas que
receberam a solucdo ndo diluida. O ensaio foi mantido por 45 dias e, transcorrido este
periodo, foram avaliados o comprimento e peso seco da parte aérea e raizes das plantas
e teor de macro nutrientes nas folhas. As analises estatisticas foram feitas no software R
versdo 5.4.3 (ANOVA e teste de Tukey).

Ensaio em solo

Para este ensaio, foi selecionado o isolado que se destacou pelo desempenho
como promotor de crescimento no ensaio com vermiculita e areia. Este isolado foi
multiplicado em meio de cultura King B (Glickmann e Dessaux 1995) sem adicdo de
triptofano e meio de cultura King B com adicdo de triptofano, até atingir a densidade
oOptica estabelecida a partir do resultado da curva de crescimento. Para o ensaio de

promogédo de crescimento de plantas de sorgo em solo foram avaliados 0s seguintes

24



tratamentos: plantas ndo-inoculadas e mantidas com solucéo nutritiva 25%; plantas nao-
inoculadas e mantidas com solucdo nutritiva 100%; plantas inoculadas com o isolado
bacteriano selecionado multiplicado em meio de cultura sem triptofano; e plantas
inoculadas com o isolado bacteriano multiplicado em meio de cultura com triptofano. O
delineamento experimental consistiu de 7 repeticbes por tratamento. As unidades
experimentais foram compostas de copos plésticos de 500 ml contendo solo proveniente
da regido de origem do isolado selecionado. Antes da inoculagdo, as sementes de sorgo
foram desinfestadas, conforme subitem anterior. Ao inicio do ensaio, todas as unidades
experimentais receberam 50 ml de solugdo nutritiva Hoagland’s (Ambrosini et al. 2012)
diluida a 25%, exceto aquelas que receberam a solucdo 100%. O ensaio foi mantido por
45 dias e, transcorrido este periodo, foram avaliados o comprimento e peso seco da
parte aérea e raizes das plantas e teor de macro nutrientes nas folhas. As andlises

estatisticas foram feitas no software R versdo 5.4.3 (ANOVA e teste de Tukey).

Resultados e Discusséo

A partir do isolamento feito com base no crescimento em trés meios
semissolidos sem nitrogénio foi obtido um total de 175 isolados de bactérias Gram-
negativas (Tabela 1). Dentre as caracteristicas de promog&o de crescimento avaliadas, a
producdo de siderdforos e de compostos indélicos se destacaram, havendo uma maior
quantidade de isolados com essas caracteristicas: 84% dos isolados foram capazes de
produzir sideréforos e 87% dos isolados produziram uma quantidade de compostos
inddlicos de até 15 pug ml™. Apenas 1% dos isolados produziram uma quantidade de
compostos indolicos superior a 30 pg mlt. A quantidade de isolados com estas duas
caracteristicas se apresentou distribuida de modo equilibrado entre as trés regides
amostradas. Outros estudos que tiveram avaliagdes destas caracteristicas também
demonstraram a ocorréncia de alto nimero de isolados bacterianos com tais habilidades
(Ambrosini et al. 2012, Souza et al. 2013, Granada et al. 2013, Costa et al. 2013, Pontes
et al. 2015).

Menos da metade dos isolados tiveram a capacidade de solubilizar fosfato de
calcio. Esta baixa capacidade de isolados bacterianos em solubilizar fosfatos ja foi
demonstrada em diversos estudos anteriores (Beneduzi et al. 2008, Ambrosini et al.
2012, Souza et al. 2013, Granada et al. 2013, Costa et al. 2013, Pontes et al. 2015). A
maior quantidade de isolados com essa caracteristica apresentou-se distribuida entre as

regides de Viaméo e Caxias do Sul.
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A partir do isolamento de bactérias anaerobicas facultativas (Gram-positivas),
foram obtidos um total de 123 isolados. Estes isolados tiveram apenas sua capacidade
de solubilizacdo de fosfatos testada. Para este teste, foram utilizadas trés fontes de
fosforo: Cas(POs)2, FesPOs e AIPOs4 Apenas 32% dos isolados foram capazes de
solubilizar Caz(POa)2. As demais fontes de fosforo ndo foram solubilizadas por nenhum
isolado. Diversos trabalhos realizados demonstram a baixa capacidade de estirpes
bacterianas em solubilizar FesPO4 e AIPO4 (Matos et al. 2017; Panhwar et al. 2009; Liu
et al. 2014; Wang et al. 2012).
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Tabela 1. NUmero de isolados obtidos e producédo de siderdforos (SID), solubilizacdo de fosfato (FOS) e

producédo de compostos inddlicos (CI) dos isolados em cada regido amostrada.

ClI (ug ml?)
Localizacéo Isolados SID FOS
0.5-15 15-30 >30
Raizes 29 24 13 27 2 0
1.Viamao g 27 20 20 25 2 0
Raizes 30 26 15 23 6 1
2. Caxias do
sul Solo 29 24 20 27 1 1
Raizes 30 26 4 24 3 0
3. Taquari  gg|g 30 27 5 27 6 0
Total 175 147 77 153 20 2

Apds a amplificacdo parcial e sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados
obtidos foram identificados um total de 20 géneros bacterianos distribuidos entre as
regides amostradas, conforme é mostrado na Figura 1. Ocorreu predominancia do
género identificado como Burkholderia, principalmente nas regides de Viaméo e Caxias
do Sul, onde os percentuais de ocorréncia deste género alcancaram 43% e 56%,
respectivamente. O segundo género mais abundante foi identificado como Klebsiella,
cuja presenca se destacou nas amostras da regido de Taquari (23% dos isolados
pertencentes a este género). Costa et al. (2014) demonstraram em seu estudo que estes
dois géneros bacterianos sdo bem comuns nos solos, podendo ser encontrados
principalmente no ambiente da rizosfera, mas também endofiticamente.

O género Rhizobium, tradicionalmente conhecido por seu potencial como
promotor do crescimento de plantas devido a capacidade de fixacdo simbidtica de
nitrogénio atmosférico, foi encontrado em pequena quantidade em todas as trés regides
amostradas. A presenca deste género pode ser explicada pelo histérico de cultivo nas
areas amostradas, que, tradicionalmente, sdo utilizadas para o cultivo de feijdo (Lisboa,
B. comunicacéo pessoal).

Rizdbios possuem a capacidade de persistir em um solo por muitos anos mesmo
na auséncia da planta hospedeira (Sanginga et al. 1994). Entretanto, a manutencdo das
populacbes de bactérias pertencentes a este género, assim como de outros géneros

associados as raizes de plantas, depende de diversos fatores, como, por exemplo, a
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ocorréncia de estresses ambientais, a acidez do solo e a presenca de elementos tdxicos
(Kahindy et al., 1997). O solo da regido de Taquari, que apresentou a menor quantidade
de isolados pertencentes ao género Rhizobium, possui pH muito baixo (4,9) e alta
saturacdo por aluminio (33% da CTC efetiva), conforme consta no laudo de analise de
solo (Tabela S1)

Ainda assim, dentre as regides amostradas, Taquari foi a regido que apresentou a
maior diversidade de géneros bacterianos, seguida da regido de Viamao. Oitenta por
cento dos géneros identificados estavam presentes nesta regido e 55% dos géneros
identificados estavam presentes na regido de Viamao. A diversidade de bactérias de um
solo, tanto de rizobios quanto de outros géneros, pode ser influenciada por diversos
fatores bioticos e abioticos, entre eles o pH do solo, salinidade, praticas de manejo
agricola, uso de fertilizantes, intensidade de cultivo (Yan et al. 2014), presenca de
metais pesados (Sandaa et al. 1999), profundidade do perfil do solo (Fierer et al. 2003)

e o contingente histérico de micro-organismos (Ge et al. 2008).

MW Stenotrophomonas
m Microbacterium
W Agrobacterium

Raistonia

m Burkholderia

m Rhizobium

W Paenibacilus

mKlebsiela

W Staphylococcus

m Enterobacter

EmSearata

m Lysobacter

mCedecea

m Pseudomonas

u Shigela
Kluyvera

m Citrobacter

m Novosphingobium

W Achromobacter

m Ochrobactrum

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

Viam3o Caxiasdo Sul Taquari

Figura 1. Distribuicdo de géneros bacterianos nas respectivas regides amostradas.
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Com base nas caracteristicas de promocdo de crescimento avaliadas e na
identificaco taxon6mica parcial, foram pré-selecionados doze isolados — sete Gram-
positivos e cinco Gram-negativos — das diferentes regides amostradas para o
sequenciamento do fragmento total do gene 16S rRNA com intuito de obter-se uma
identificacdo taxondmica em nivel de espécie (Tabela 2).

Foram identificadas as seguintes espécies, com sua respectiva regido de origem:
Rhizobium miluonense (Viamao), Rhizobium lusitanum (Caxias do Sul), Rhizobium
mayense (Caxias do Sul), Rhizobium pusense (Taquari), Bacillus cucumis (Taquari),
Paenibacillus durus (Taquari e Caxias do Sul), Bacillus niacini (Taquari), Bacillus

megaterium (Taquari) e Paenibacillus terrae (Caxias do Sul).

Tabela 2. Identificagdo dos isolados selecionados para sequenciamento em nivel de espécie e suas
respectivas caracteristicas avaliadas in vitro. FOS — solubilizagdo de fosfato; SID — produgdo de
sideroforos; Cl — produgdo de compostos indolicos; BIO — formagdo de biofilme.

Isolado Identificacdo Fonte FOS SID c!
(ng mi+)

VIA7 Rhizobium miluonense solo - + 12,65 -
VIAL0 Rhizobium miluonense solo - - 2,95 -
CAX69 Rhizobium lusitanum solo - - 3,39 +
CAX103 Rhizobium mayense raizes - - 6,68 -
TAQ155 Rhizobium pusense raizes - + 15,04 i
B12 Bacillus cucumis solo + - 0 -
B18 Paenibacillus durus solo + - 0 -
B19 Bacillus niacini solo + - 44,71 +
B34 Bacillus megaterium solo + - 11,53 -
B41 Bacillus megaterium solo + - 14,22 -
B63 Paenibacillus terrae solo + - 23,15 +
B65 Paenibacillus durus solo + - 0 -

Trés dos doze isolados identificados em nivel de espécie foram selecionados
para montagem de uma curva de crescimento e, posteriormente, foram testados em um
ensaio em camara de crescimento. O intuito da curva de crescimento foi estabelecer em

qual momento da curva de crescimento os isolados apresentavam a maior producdo de
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compostos inddlicos. Os resultados obtidos com a montagem das curvas de crescimento
estdo demonstrados na Figura 2.

Para o isolado Bacillus niacini, observou-se que o tempo de crescimento em que
foi registrada a mais alta densidade Optica coincidiu com o periodo em que ocorreu 0
apice na producdo de compostos inddlicos por este isolado. O mesmo ocorreu apds
aproximadamente 40 horas de crescimento & 30°C. Para o isolado Rhizobium
miluonense, a maior densidade Optica foi registrada apds 42 horas de crescimento,
enquanto que o apice de producdo de compostos indolicos ocorreu em
aproximadamente 30 horas de crescimento. Para o isolado Paenibacillus terrae, a
densidade dptica atingiu seu &pice em aproximadamente 42 horas e a produgdo de

compostos indoélicos em aproximadamente 20 horas.
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Figura 2. Curvas de crescimento (DO) e de produgdo de compostos inddlicos (Cl) dos isolados

selecionados multiplicados em meio com e sem triptofano (tript).
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Para testar a interacdo entre as PGPB e plantas de sorgo, foi realizado um ensaio
em cémara de crescimento para o qual foram testados os trés isolados bacterianos, cujas
caracteristicas de promogdo de crescimento foram apresentadas anteriormente na Tabela
2. Para este ensaio foi utilizada uma mistura de vermiculita e areia estéreis como

substrato para o crescimento das plantas.

Tabela 3. Efeito da inoculacdo de PGPB na promocéo do crescimento de sorgo sob condi¢des de camara
de crescimento na presenca e na auséncia de triptofano no meio de cultivo das bactérias selecionadas,
com comparagdo entre tratamentos inoculados e tratamento controle com 25% da dose de nitrogénio.

Sem triptofano Com triptofano

Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes

Tratamentos Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso
mento seco mento seco mento seco mento seco

(cm) (8) (cm) (8) (cm) (8) (cm) (8)
25% controle 44,4 a 0,83a 47,5a 0,42a 44,2a 0,73a 472a 0,37 b
VIAO7 40,7 a 0,66a 42,0b 0,33b 46,72 0,77a 46,6a 0,41 a
B19 17,8 c 0,08c 423b 0,08c 21,1b 0,12c 443a 0,09 c
B63 239b 0,15c 43,4a 0,10c 21,6b 0,13c 41,1a 0,09 c

*QOs dados representam as médias de 12 réplicas das plantas crescidas em vermiculita e areia
** Valores ha mesma coluna seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente com P>0.05 (Teste
de Tukey)

De acordo com a Tabela 3, as plantas de sorgo inoculadas com os isolados B19
(Bacillus niacini) e B63 (Paenibacillus terrae) em ambos os tratamentos (com
triptofano e sem triptofano) apresentaram uma reducdo significativa no comprimento e
peso seco de raizes e parte aérea quando comparadas com as plantas do tratamento ndo-
inoculado com 25% da dose de nitrogénio. O mesmo pode ser observado na Figura S1,
gue mostra todas as réplicas de cada tratamento.

As plantas de sorgo inoculadas com o isolado VIAQ7 (Rhizobium miluonense),
entretanto, apresentaram um aumento significativo do peso seco de raizes quando
comparadas com as plantas do tratamento ndo-inoculado com 25% de nitrogénio no
tratamento com triptofano. As plantas inoculadas com VIAQ7 também apresentaram um
pequeno aumento no peso seco de parte aérea em relacdo as plantas do tratamento nédo-
inoculado com 25% da dose de nitrogénio. Porém, este aumento néo foi estatisticamente

significativo.
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Tabela 4. Efeito da inoculacdo de PGPB na promocédo do crescimento de sorgo sob condigdes de cAmara
de crescimento na presenca e na auséncia de triptofano no meio de cultivo das bactérias selecionadas,
com comparacdo entre tratamentos inoculados e tratamento controle com 100% da dose de nitrogénio.

Sem triptofano Com triptofano
Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes
Tratamentos Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso
mento seco mento seco mento  seco mento  seco
(cm) (8) (cm) (8) (cm) (8) (cm) (s)
100% 46,0 a 0,85a 50,0a 0,38a 445a 0,83a 46,9a 0,40 a
controle
VIA07 40,7 a 0,66b 42,0a 0,34a 46,7a 0,77a 46,6a 0,41a
B19 17,8 c 0,08c 423a 0,08c 21,1b 0,12c 44,3a 0,09 c
B63 239b 0,16c 43,4a 0,10c 216b 0,13c 41,1a 0,09 c

*0Os dados representam as médias de 12 réplicas das plantas crescidas em vermiculita e areia
** Valores na mesma coluna seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente com P>0.05 (Teste
de Tukey)

Quando comparadas com as plantas do tratamento ndo-inoculado com 100% da
dose de nitrogénio, as plantas inoculadas com os isolados B19 e B63 apresentaram uma
significativa reducdo no comprimento e peso seco de parte aérea e peso seco de raizes.
As plantas inoculadas com o isolado VIAQ7 apresentaram um pequeno aumento de
comprimento de parte aérea e de peso seco de raizes ndo-significativos no tratamento
com triptofano e uma reducdo significativa de peso seco de parte aérea no tratamento
sem triptofano (Tabela 4).

O género Bacillus contém diversas espécies que podem prover algum tipo de
beneficio a plantas e seres humanos. Muitas dessas espécies produzem compostos com
atividade antimicrobiana, sobretudo antifungica (Giacomodonato et al. 2001). Kim et
al. (2003) demonstraram em seu estudo a agdo antimicrobiana de isolados de Bacillus
niacini, a qual também apresentou, em outros estudos, capacidade de degradacdo de
acido nicotinico, que representa importancia farmacéutica (Nagel e Andreesen 1990). O
isolado obtido neste estudo demonstrou nos testes in vitro ter habilidades interessantes
para promogdo de crescimento de plantas, como a capacidade de solubilizacdo de
Cas(POa4)2 e produgdo de compostos inddlicos. Entretanto, o ensaio em planta mostrou
um comportamento diferente para este isolado, como observado nas Tabelas 3 e 4 e
Figura S1.

O género Paenibacillus é uma subdivisdo do género Bacillus e da mesma forma
contém espécies com potencial benéfico a plantas e seres humanos. O isolado deste

estudo obteve bons resultados nos testes in vitro de promocdo de crescimento, assim
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como os obtidos por outros autores, como Yadav et al. (2016). Entretanto, seu
comportamento durante ensaio em plantas de sorgo também se mostrou diferente.

Bactérias e outros micro-organismos presentes nos solos produzem e excretam
substancias denominadas compostos volateis (Vespermann et al. 2007), os quais podem
ter efeito positivo ou negativo sobre o crescimento das plantas (Kai et al. 2016). Em
alguns casos, 0s compostos volateis produzidos podem induzir o sistema de resisténcia
das plantas (Ryu et al. 2004) ou atuar como agentes de controle biologico (Vespermann
et al. 2007). Em outros casos, entretanto, podem inibir o crescimento de outros
organismos, inclusive plantas (Kai e Piechulla 2010). Os isolados B19 e B63 quando
colocados em contato com as plantas testadas podem ter produzidos compostos volateis
que foram responsaveis pela dréstica reducdo de tamanho observada nas plantas.
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Posteriormente, foi realizado um novo ensaio em cémara de crescimento
utilizando o isolado com destacado potencial de promog¢do de crescimento de sorgo
observado no primeiro ensaio com intuito de testar sua interacdo em condicdes mais
proximas das encontradas em ambientes naturais. Portanto, neste segundo ensaio o

substrato utilizado foi solo proveniente da regido de origem do isolado.

Tabela 5. Efeito da inoculacdo de PGPB na promocéo do crescimento de sorgo sob condigdes de cAmara
de crescimento na presenca e na auséncia de triptofano no meio de cultivo da bactéria selecionada, com
comparacdo entre tratamentos inoculados e tratamento controle com 25% da dose de nitrogénio.

Sem triptofano Com triptofano
Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes
Tratamentos Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso
mento seco mento seco mento seco mento seco
(cm) (g) (cm) (g) (cm) (g) (cm) (g)
25% controle 30,0 a 0,24b 609a 0,22b 285b 0,22b 62,8a 0,24 a
VIAO7 35,2a 0,38a 71,7a 0,36a 324a 0,28a 60,7 a 0,24 a

*QOs dados representam as médias de 7 réplicas das plantas crescidas em solo nativo
** Valores ha mesma coluna seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente com P>0.05 (Teste
de Tukey)

As plantas de sorgo inoculadas com o isolado VIAQO7 (Rhizobium miluonense)
apresentaram um aumento significativo dos valores de comprimento e peso seco de
parte aérea no tratamento com triptofano e do peso seco de parte aérea e raizes no
tratamento sem triptofano, quando comparadas com as plantas do tratamento ndo-
inoculado com 25% da dose de nitrogénio. Esta diferenca no crescimento das plantas de
sorgo também pode ser observada na Figura S2, que mostra todas as réplicas dos
tratamentos nédo-inoculados e do tratamento com inoculacdo do isolado bacteriano

selecionado.
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Tabela 6. Efeito da inoculacdo de PGPB na promocéo do crescimento de sorgo sob condi¢Bes de cdmara
de crescimento na presenca e na auséncia de triptofano no meio de cultivo da bactéria selecionada, com

comparacdo entre tratamentos inoculados e tratamento controle com 100% da dose de nitrogénio.

Sem triptofano Com triptofano
Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes
Tratamentos Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso Compri- Peso
mento seco mento seco mento Seco mento seco
(cm) (8) (cm) (8) (cm) (8) (cm) (8)
100% 28,2 b 0,22b 559a 0,20b 27,1a 0,24a 489a 0,23 a
controle

VIAO07 35,2a 0,38a 71,7a 0,36a 324a 0,28a 60,7a 0,24 a

*Os dados representam as médias de 7 réplicas das plantas crescidas em solo nativo
** Valores na mesma coluna seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente com P>0.05 (Teste
de Tukey)

Quando comparadas com as plantas do tratamento ndo-inoculado com 100% da
dose de nitrogénio, as plantas inoculadas com o isolado VIAO7 apresentaram
significativo aumento dos valores de comprimento e peso seco de parte aérea e peso
seco de raizes no tratamento sem triptofano. Com relacdo ao tratamento com triptofano,
0 crescimento das plantas inoculadas com o isolado bacteriano selecionado foi
estatisticamente equivalente ao das plantas ndo-inoculadas em todos os pardmetros

avaliados.
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Ha grandes diferencas fisicas, quimicas e biologicas entre os substratos
utilizados nos dois ensaios em camara de crescimento. A vermiculita & um substrato
estéril e que ndo fornece nutrientes. O solo, por outro lado, pode conter uma enorme
diversidade de micro-organismos e inumeras substancias que podem ser fonte de
nutrientes. Esse fator poderia explicar uma diferenca de resultados entre as diferentes
condicdes. Apesar do solo utilizado ser da mesma regido amostrada anteriormente,
algumas de suas caracteristicas abioticas podem ter sido modificadas ao longo do
intervalo de tempo entre uma coleta e outra (2014 e 2018). Dessa forma, estd em
andamento uma nova analise quimica do solo coletado mais recentemente. De posse
desses dados, serd possivel analisar se algum fator quimico, além da comunidade
bacteriana nativa, pode ter contribuido de forma efetiva para os resultados obtidos nesse
ensaio.

Porém, em ambos os ensaios realizados o isolado VIAO7 se mostrou promissor.
Quando utilizado vermiculita, as plantas inoculadas com este isolado apresentaram um
crescimento semelhante as plantas ndo-inoculadas que receberam a dose completa de
nutrientes. Quando utilizado solo nativo, as plantas inoculadas com esse isolado
apresentaram um crescimento superior ao das plantas ndo-inoculadas e que receberam a
dose completa de nutrientes (Tabelas 3-6 e Figuras S1 e S2).

Também ocorreram diferengas entre os tratamentos com e sem triptofano. Com
relacdo ao ensaio em solo, de modo geral as plantas que foram inoculadas com o isolado
multiplicado em meio de cultura com triptofano ndo tiveram um crescimento
significativo. Diversos trabalhos citam um efeito inibitério do triptofano sobre o
crescimento de plantas quando em excesso. Segundo Bazarani e Friedman (2000), a
adicao de triptofano ndo apenas aumenta a producéo de acido indol-acético das bactérias
associadas as plantas, mas também provoca a inibi¢do do alongamento radicular.

Com relacdo ao conteudo de nutrientes das plantas dos dois ensaios realizados,
0s dados obtidos estdo mostrados nas Figuras 3-6. A andlise da quantidade de
nitrogénio, fosforo e potassio nas folhas das plantas do ensaio em vermiculita e areia foi
realizada apenas para as plantas inoculadas com o isolado VIAQO7 (Rhizobium

miluonense).
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Condigdo sem triptofano Condicdo com triptofano
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Figura 3. Influéncia da inoculagdo do isolado VIAO7 e do controle ndo-inoculado com 25% da dose de
nutrientes (C25%) na absor¢do de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) em plantas de sorgo ap6s
ensaio em cadmara de crescimento com duracdo de 45 dias sob as condi¢fes sem triptofano e com
triptofano. Os dados representam as médias de 12 réplicas das plantas crescidas em vermiculita e areia.
P>0.05 (Teste de Tukey).

As plantas de sorgo inoculadas com o isolado selecionado apresentaram um
aumento significativo do teor de nitrogénio nas folhas no tratamento sem triptofano
guando comparadas as plantas ndo-inoculadas e com 25% da dose de nutrientes. Porém,
a inoculacéo das plantas com o isolado selecionado ocasionou uma reducao significativa
da absorcdo de potassio. No tratamento com triptofano, as plantas inoculadas
apresentaram quantidade de nutrientes equivalente a das plantas ndo-inoculadas, para os

trés nutrientes analisados (Figura 3).
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Condicdo sem triptofano Condicdo com triptofano

Conteldo de N das plantas
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Figura 4. Influéncia da inoculacéo do isolado VIAQ7 e do controle ndo-inoculado com 100% da dose de
nutrientes (C100%) na absorcdo de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) em plantas de sorgo apés
ensaio em cdmara de crescimento com duracdo de 45 dias sob as condi¢bes sem triptofano e com
triptofano. Os dados representam as médias de 12 réplicas das plantas crescidas em vermiculita e areia.
P>0.05 (Teste de Tukey).

As plantas inoculadas com o isolado selecionado apresentaram significativo
aumento das quantidades de fésforo e potassio no tratamento com triptofano quando
comparadas as plantas ndo-inoculadas e com 100% da dose de nutrientes. No tratamento
sem triptofano, as plantas inoculadas apresentaram quantidade de nutrientes equivalente
a das plantas ndo-inoculadas, para os trés nutrientes analisados (Figura 4).

Com relagdo ao ensaio com uso de solo nativo, as plantas inoculadas com o

isolado selecionado apresentaram aumento nas quantidades de nitrogénio e potassio no

39



tratamento sem triptofano quando comparadas as plantas ndo-inoculadas e com 25% da

dose de nutrientes (Figura 5).
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Figura 5. Influéncia da inoculagdo do isolado VIAQ7 e do controle ndo-inoculado com 25% da dose de
nutrientes (C25%) na absorcdo de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) em plantas de sorgo apos
ensaio em cdmara de crescimento com duracdo de 45 dias sob as condi¢cBes sem triptofano e com
triptofano. Os dados representam as médias de 7 réplicas das plantas crescidas em solo nativo. P>0.05
(Teste de Tukey).

Quando comparadas com as plantas ndo-inoculadas que receberam 100% da
dose de nutrientes, as plantas inoculadas com o isolado selecionado apresentaram
aumento significativo da quantidade de fésforo em ambos os tratamentos (com e sem
triptofano) e uma reducdo significativa da quantidade de potassio no tratamento com
triptofano (Figura 6). Entretanto, dentre os aumentos de quantidade de nutrientes

estatisticamente significativos observados nenhum foi extremamente destacado.
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Condigdo sem triptofano Condicdo com triptofano
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Figura 6. Influéncia da inoculacdo do isolado VIAQ7 e do controle ndo-inoculado com 100% da dose de
nutrientes (C100%) na absorcao de nitrogénio (N), fosforo (P) e potéassio (K) em plantas de sorgo ap6s
ensaio em camara de crescimento com duracdo de 45 dias sob as condi¢bes sem triptofano e com
triptofano. Os dados representam as médias de 7 réplicas das plantas crescidas em solo nativo. P>0.05
(Teste de Tukey).

Em resumo, esse trabalho demonstrou que existem bactérias que sdo capazes de
interagir de maneira positiva com plantas de sorgo e promoverem seu crescimento. Em
particular, o isolado VIAOQ7, identificado como pertencente a espécie Rhizobium
miluonense, foi bastante efetivo no estimulo do crescimento da parte aérea e das raizes
dessas plantas, além de promover a absorcdo de nutrientes fundamentais para o
desenvolvimento dessas. Testes em campo poderdo comprovar a eficiéncia desse

isolado e sua utilizagcdo como inoculante para essa cultura.
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Tabela S1. Caracteristicas abidticas dos solos das regifes amostradas.

Regides P (mg/dms) | K (mg/idms) | Argila (%) | MO (%) | pH (H0) | Al (cmole/dms) | Ca (cmolc/dms) | Mg (cmolc/dms)
amostradas

Viamdo 54 123,0 24,0 2,2 6,0 0,0 3,3 1,4
CaxiasdoSul |54 99,0 40,0 44 49 0,4 51 1,7

Taquari 31 96,0 36,0 2,2 4,9 1,2 1,4 0,7

* K: potéssio; P: fosforo; MO: Matéria orgénica; Al: aluminio; Ca: célcio; Mg: magnesio.







Figura S1. Plantas de sorgo do ensaio em cdmara de crescimento com vermiculita e areia (1:1) e
inoculacdo de isolados bacterianos selecionados. 3A — tratamento controle com 100% da dose de
nitrogénio e sem triptofano; 3B — tratamento controle com 100% de nitrogénio e com triptofano; 3C —
tratamento controle com 25% da dose de nitrogénio e sem triptofano; 3D — tratamento controle com 25%
de nitrogénio e com triptofano; 3E — tratamento inoculado com isolado 19 e sem triptofano; 3F —
tratamento inoculado com isolado 19 e com triptofano; 3G — tratamento inoculado com isolado 63 e sem
triptofano; 3H — tratamento inoculado com isolado 63 e com triptofano; 31 — tratamento inoculado com

isolado 07 e sem triptofano; 3J — tratamento inoculado com isolado 07 e com triptofano.

Figura S2. Plantas de sorgo do ensaio em cmara de crescimento com solo e inoculagdo de isolado
bacteriano selecionado. 4A — tratamento controle com 100% da dose de nitrogénio e sem triptofano; 4B —
tratamento controle com 100% de nitrogénio e com triptofano; 4C — tratamento controle com 25% da
dose de nitrogénio e sem triptofano; 4D — tratamento controle com 25% de nitrogénio e com triptofano;
4E — tratamento inoculado com isolado 07 e sem triptofano; 4F — tratamento inoculado com isolado 07 e

com triptofano.
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4. Considerac0es finais e Perspectivas

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que o isolado bacteriano
selecionado se mostrou bastante promissor como um promotor de crescimento de sorgo.
Quando testado em um substrato esteril, sem a presenca de qualquer outro micro-
organismo, as plantas inoculadas, que haviam recebido apenas 25% da dose de
nutrientes, tiveram um crescimento equivalente ao das plantas ndo-inoculadas que
receberam 100% da dose de nutrientes.

Quando testado em solo, este isolado proporcionou um crescimento considerado
significativo das plantas de sorgo. Este fato demonstra que a bactéria foi capaz de
competir com o0s demais micro-organismos presentes no solo e se manteve ativa
beneficiando a planta. Além disso, foi possivel observar, em ambos 0s ensaios
realizados, que a utilizacdo do isolado bacteriano proporciona uma economia no uso de
fertilizantes quimicos e uma consequente reducdo de impactos ambientais, visto que sua
utilizacdo permite uma reducdo de 75% da dose de nutrientes aplicada. O isolado
também estimulou a absorcdo de macro nutrientes pelas plantas, o que certamente
colabora para a sua acdo de promocao de crescimento vegetal.

Este isolado foi identificado com pertencente ao género Rhizobium, que
tradicionalmente associa-se a plantas leguminosas. Entretanto, tem sido relatado
recentemente a capacidade de associacdo de bactérias deste género com gramineas
como o arroz, o trigo e a cevada (lyer e Rajkumar 2017). Este estudo demonstra que
com o sorgo este tipo de relacdo também pode ocorrer.

Outro resultado interessante deste estudo também indica uma economia na
producdo de grdos. O excesso no suprimento de triptofano mostrou-se ser capaz de
reduzir o crescimento das plantas. No caso de um resultado contrario, a necessidade de
adicdo de triptofano a um inoculante tornaria 0 seu processo de produ¢do mais oneroso
e, por consequéncia, o preco do produto final seria mais elevado.

Apb6s a escolha do micro-organismo, pode-se trabalhar na formulacdo do
inoculante comercial. Para o sucesso deste produto é muito importante a escolha do
carreador mais adequado, o qual vai conduzir os micro-organismos ao seu local de acéo.
Dentre as alternativas mais promissoras esta a utilizacdo de biopolimeros, que
proporcionam protecdo aos micro-organismos contra fatores bioticos e abioticos e sua
liberacdo gradual junto das sementes. Uma vez obtida uma formulacdo, esta sera testada
em um ensaio a campo, no qual se observara se o inoculante produzido refletird em um

aumento na produtividade de sorgo.
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