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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos alimentos mais importantes para a nutricao
humana, sendo a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas no mundo. O
Brasil estd entre os dez principais produtores mundiais de arroz e 0 RS € o maior
produtor brasileiro. O ferro € um micronutriente essencial para as plantas, porém o
alagamento do solo promove a solubilizacdo do ferro, podendo o acimulo de Fe®* na
solucdo do solo atingir niveis toxicos ao arroz. Tém-se procurado novas tecnologias
que visam o aumento de produtividade, a melhoria da qualidade e a rentabilidade no
cultivo dessa graminea. Uma das alternativas para o aumento da producdo é a
utiizacdo de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal. Muitas espécies de
Bacillus e Paenibacillus sédo conhecidas por promoverem o crescimento das plantas
e minimizar os efeitos de estresses bidticos e abidticos. Os bacilos sdo capazes de
auxiliar no desenvolvimento das plantas através da solubilizacdo de minerais,
producdo de horménios, fixacdo de nitrogénio e sintese de sideréforos. O objetivo
deste trabalho foi o isolamento e a caracterizagdo de bacilos associados ao solo
rizosférico de cultivares de arroz com diferentes niveis de resisténcia ao excesso de
ferro. Foram coletadas amostras de solo rizosférico de duas cultivares de arroz, uma
sensivel e outra resistente ao excesso de ferro, em duas regifes: Camaqua (solo
com excesso de ferro) e Cachoeirinha (controle). A obtencdo de bacilos diazotréficos
promotores de crescimento vegetal ocorreu por meio da inoculacdo em meio de
cultura semi-seletivo (meio Tiamina-Biotina - TB) sem nitrogénio. Foram isolados 85
bacilos, dos quais 78 produziram compostos indélicos, quatro solubilizaram fosfato,
um produziu sideréforo, quatro metabolizaram ACC e 71 apresentaram atividade da
enzima catalase. Através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, identificou-
se 21 espécies pertencentes aos géneros Bacillus e Paenibacillus. Os cinco isolados
que apresentaram diferentes caracteristicas promotoras do crescimento vegetal
foram avaliados em experimento em camara de crescimento, utilizando sementes de
arroz da cultivar sensivel ao excesso de ferro. As plantas expostas ao excesso de
ferro apresentaram, em geral, reducdo no crescimento, em comparacdo as
condi¢des controle (sem excesso de ferro). Porém, plantas inoculadas com o isolado
FeS53 (Paenibacillus zanthoxyli) apresentaram crescimento similar as condi¢des
controle, indicando que este isolado teve um efeito positivo na tolerancia das plantas
ao excesso de ferro.

Palavras-chave: Bacillus, Paenibacillus, arroz, toxidez por ferro, promoc¢édo do
crescimento vegetal



ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most important crops for human nutrition. It's the
food base for more than three billion people in the world. Brazil is among the top ten
rice producers and the RS is the largest producer in Brazil. Iron is an essential
micronutrient for plants, but the flooding of the soil promotes its solubilization causing
the accumulation of Fe*? in soil solution, that can reach toxic levels to rice. New
technologies are being developed to increase rice productivity, improving the quality
and profitability in the cultivation of this grass. One of the alternatives to increase rice
production is the use of plant-growth-promoting rhizobacteria. Many species of
Bacillus and Paenibacillus are known to promote plant growth and to minimize biotic
and abiotic stresses. These bacilli are able to assist the development of plants
through the solubilization of minerals, production of hormones, nitrogen fixation, and
synthesis of siderophores. The aim of this work was the isolation and
characterization of bacilli associated with rhizospheric soil of rice cultivars that
present different levels of iron resistance. Samples of rhizospheric soil of rice were
collected from two cultivars (sensitive and resistant to iron toxicity) in two regions:
Camaqua (soil with iron excess) and Cachoeirinha (control). Plant growth promoting
bacilli were obtained by the inoculation on semi-selective culture medium (TB N-free).
A total of 85 isolates were obtained and most of them produced indolic compounds
(78). Phosphate solubilization was observed in four isolates, one was able to produce
siderophores, four presented the ability to metabolize ACC, and 71 presented
catalase enzyme activity. Through 16S rRNA partial gene sequencing, 21 species
belonging to the genera Bacillus and Paenibacillus were identified. The five isolates
that presented different plant growth promoting characteristics were evaluated in a
growth chamber assay. Plants exposed to excess of iron showed, in general,
reduction in their growth, compared to control conditions. However, plants inoculated
with isolate FeS53 (Paenibacillus zanthoxyli) presented growth similar to control
conditions, indicating that this isolate had a positive effect on plant tolerance to iron
excess.

Keywords: Bacillus, Paenibacillus, rice, iron toxicity, plant growth promotion
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1 INTRODUCAO

1.1 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.), graminea pertencente a subfamilia Pooideae e
familia Poaceae, € um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana,
sendo a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas no mundo (SOCIEDADE
SUL-BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO, 2010). Possui um 6timo balanceamento
nutricional, fornecendo 715 kcal per capita por dia, 27% da energia, 20% das
proteinas e 3% dos lipidios da dieta da populacdo em paises em desenvolvimento,
segundo Kennedy et al. (2002). Por ser uma cultura extremamente versatil, se
adapta a diferentes condi¢des de solo e clima. Cerca de 150 milhGes de hectares de
arroz sao cultivados anualmente no mundo, produzindo 590 milhdes de toneladas,
sendo que mais de 75% desta producdo é oriunda do sistema de cultivo irrigado
(EMBRAPA, 2005b).

O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz e a regido
Sul é responsavel por 60% da producado total deste cereal, sendo o RS o maior
produtor brasileiro (EMBRAPA, 2005b). O pais, com uma producao anual entre 11 e
13 milhdes de toneladas de arroz nas dltimas safras, participa com cerca de 82% da
producdo do Mercosul, seguido pelo Uruguai, Argentina e, por Ultimo, o Paraguai,
com menos de 1 % do total. Atualmente, o arroz é a cultura com maior potencial de
aumento de producdo (SOCIEDADE SUL-BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO,
2010). Diante dessa situacao, as instituicdes de pesquisa tém procurado gerar novas
tecnologias visando aumento de produtividade, melhoria da qualidade e

rentabilidade no cultivo dessa graminea (EPAMIG, 2004).

1.2 Efeitos do ferro nas plantas

O ferro € um micronutriente essencial para as plantas, participando de
processos como fotossintese, respiracdo, fixacdo de nitrogénio e sintese de clorofila
(TAIZ & ZEIGER, 2004). No entanto, o alagamento do solo promove a solubilizagéao
do ferro, podendo o acimulo de Fe®" na solucdo do solo atingir niveis toxicos ao
arroz (SOCIEDADE SUL-BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO, 2010). Existem dois

tipos de toxidez por ferro, a direta e a indireta. A toxidez direta € um excesso de



absorcdo de Fe™. Essa toxidez é manifestada visualmente através do bronzeamento
das folhas, caracterizado como manchas marrons, que se propagam a partir das
pontas para a base das folhas, desenvolvendo-se mais rapidamente nas folhas mais
velhas (TANAKA et al., 1966). A toxidez indireta ocorre quando a planta, durante a
respiracdo, elimina oxigénio através das raizes e ha a reoxidacdo do Fe* (mais
solivel) em Fe*® (pouco solivel) (KNOBLAUCH & REIS, 2004). De acordo com
Knoblauch & Reis (2004), esse ferro (Fe*®) que precipita sobre as raizes bloqueia a
absorcdo de outros elementos, como célcio, magnésio, fésforo, potassio, nitrogénio
e zinco. Os sintomas causados pela toxidez indireta sdo o atrofiamento da planta, a
reducdo do perfilhamento e o alaranjamento das folhas (FILHO et al., 1994). Ja as
raizes, quando expostas ao excesso de ferro, sdo poucas, curtas e grossas,
geralmente cobertas por uma camada de Oxido de ferro de cor avermelhada
(STONE et. al., 2001).

Uma das alternativas que tem sido propostas para se contornar o problema
de toxidez por ferro é o melhoramento genético, buscando gendtipos de arroz que
sejam resistentes ao excesso de ferro. A utilizacdo de cultivares resistentes é a
forma mais econdmica e eficiente para solucionar o problema (REUNIAO TECNICA
DA CULTURA DO ARROZ IRRIGADO, 2012). Entre as cultivares resistentes esta a
IRGA 420, langcada pelo Programa de Melhoramento Genético do Instituto Rio
Grandense do Arroz em 1999, a qual se caracteriza por apresentar folhas lisas,
resisténcia a toxidez por excesso de ferro no solo e alto potencial de rendimento de
graos. Por outro lado, a cultivar BR-IRGA 409 é considerada sensivel ao excesso de
ferro. Essa cultivar foi lancada em parceria entre a Embrapa e o IRGA no ano de
1979. Possui ciclo médio e destaca-se pela excelente qualidade de grdos e alta
produtividade (REUNIAO TECNICA DA CULTURA DO ARROZ IRRIGADO, 2012).
As folhas de BR-IRGA 409 sdo curtas, eretas e pilosas e podem apresentar
coloracdo amarelo-alaranjada (sensibilidade a toxicidade por ferro) durante a fase de
maximo perfilhamento (EMBRAPA, 2005a).

1.3 Rizobactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

Uma das alternativas para o aumento da producdo de arroz € o uso de
rizobactérias promotoras do crescimento vegetal, conhecidas como PGPRs (do

inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Essas bactérias vivem na regido do



solo sob influéncia da raiz (rizosfera) e promovem o crescimento das plantas
associadas em uma relacdo ndo simbiotica (SOTTERO, 2003). Segundo Badri et. al.
(2009), as relacdes existentes na rizosfera ndo sao dirigidas somente pelas raizes,
mas estdo altamente integradas com os organismos residentes e com os fatores
edaficos como o pH e a umidade.

Esses micro-organismos, além de se beneficiarem dos nutrientes secretados
pelas raizes da planta, influenciam-na beneficamente de forma direta ou indireta,
resultando na estimulagdo de seu crescimento (BLOEMBERG & LUGTENBERG,
2001). De acordo com Moreira et al. (2010), essas bactérias podem contribuir para o
crescimento vegetal através da fixacdo de nitrogénio atmosférico, solubilizacdo de
fosfatos inorganicos, sintese de compostos, entre outros.

O nitrogénio esta presente na atmosfera em sua forma mais estavel (N2). Sua
estabilidade € devido a presenca de uma forte ligacdo triplice, entre as duas
moléculas de N. Dessa forma, ele esta indisponivel para muitos organismos (REIS &
TEIXEIRA, 2005). A fixacdo bioldgica de nitrogénio € o processo que transforma o
N, em NH;" biologicamente utilizavel. Esse processo ¢ mediado, na natureza,
somente por micro-organismos (LINDERMANN & GLOVER, 2003). Isso € possivel
porque esses micro-organismos possuem a enzima nitrogenase, caracterizada como
um complexo enzimatico, responsavel pela quebra da ligacéo triplice usando energia
celular na forma de adenosina trifosfato (ATP) (REIS & TEIXEIRA, 2005).

As bactérias solubilizadoras de fosfato desempenham um importante papel na
disponibilidade de fésforo nos solos. Ha fortes evidéncias de que essas bactérias
sdo capazes de transformar o fosforo do solo nas formas disponiveis para as plantas
(KHAN et al.,, 2009). Essas bactérias solubilizam o fosfato insoluvel através da
producdo de diversos acidos organicos (KIM et al.,1997). Bactérias pertencentes a
diferentes géneros bacterianos (Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium e Burkholderia)
foram identificadas como capazes de solubilizar compostos fosfatados inorganicos
(KUSS, 2006).

Outro mecanismo de promoc¢ao do crescimento vegetal frequentemente citado
€ a producdo de horménios vegetais por micro-organismos do solo. Entre eles, os
compostos inddlicos sdo essenciais para o crescimento da planta e sdo requeridos
para o desenvolvimento normal do vegetal (GEISLER & MURPHY, 2006). Tem-se
demonstrado que o aumento da proliferacdo das raizes esta relacionado com a
sintese de compostos indélicos por PGPRs (SPAEPEN et al., 2007).
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Véarias PGPRs podem produzir e secretar moléculas de baixo peso molecular
gue se ligam ao ferro com uma alta afinidade, denominadas de sideréforos (GRAY &
SMITH, 2005). Estas bactérias sdo capazes de fornecer ferro em quantidade
suficiente a planta, quando este composto encontra-se em limitagdo nos solos. Além
disso, a ligacao ferro-sideréforo pode impedir a proliferacdo de patdégenos ao redor
das raizes devido ao sequestro de ferro do solo, deixando este elemento
indisponivel para os organismos patogénicos (LEONG, 1986).

Segundo Glick (2012), muitas PGPRs que conttm a enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase podem promover uma protecao
significativa contra varios estresses abidticos as plantas. Essa enzima pode
decompor o ACC produzido pela planta, que é precursor do etileno e, desse modo,
baixar o nivel de etileno na planta. Altos niveis de etileno afetam de forma negativa o
crescimento das raizes e, consequentemente, o desenvolvimento vegetal como um
todo (GLICK, 2005).

1.4 Bacilos Gram-positivos produtores de endésporos

Os bacilos, isolados neste estudo, sdo bactérias Gram-positivas em forma de
bastonete anaerdbias ou anaerdbias facultativas. De acordo com Driks (2004), uma
das caracteristicas mais bem estudados nos bacilos € a sua capacidade de formar
um tipo de célula dormente altamente resistente ao estresse ambiental, conhecida
como endlsporo, 0 que permite que esses organismos possam sobreviver em
ambientes bastante diversos, com variacdo de temperatura, variagdo de nutrientes e
outros estresses. Muitas espécies de Bacillus e Paenibacillus expressam atividade
de supressdo de patbgenos ou promovem o crescimento vegetal (GARDENER,
2004). De acordo com Govindasamy et al. (2011), o aumento no crescimento e
produtividade da planta pela aplicacdo de Bacillus e Paenibacillus s&do mediados por
trés diferentes mecanismos ecoldgicos: promocdo do crescimento e nutricdo da
planta, antagonismo contra patégenos e insetos e estimulacdo dos mecanismos de
defesa da planta.

Os bacilos promotores de crescimento vegetal sdo capazes de auxiliar no
desenvolvimento das plantas através da solubilizacdo de minerais, producdo de
horménios, fixagdo de nitrogénio e sintese de siderdforos. Além disso, bacilos

podem minimizar os efeitos causados por estresses bioticos e abidticos. Segundo
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Grover et al. (2011), bactérias pertencentes a diferentes géneros, incluindo Bacillus,
foram relatadas por promover tolerdncia para a planta sob diferentes estresses
abioticos (seca, salinidade e baixas temperaturas).

Espécies do género Bacillus habitam o solo, rios e aguas estuarinas. Os
membros do género Paenibacillus habitam solos, raizes e a rizosfera de diversas
plantas (GOVINDASAMY et al., 2011). Existem poucos estudos com bactérias
Gram-positivas capazes de promover o crescimento vegetal e minimizar os efeitos
de estresses abidticos e bidticos. Segundo Gardener (2004) um maior conhecimento
em relacdo a diversidade e atividade dessas bactérias é importante para a

identificacdo de novas linhagens e para a formulagédo de inoculantes.
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2 OBJETIVOS

Caracterizar a diversidade de bacilos promotores de crescimento vegetal do
solo rizosférico de diferentes cultivares de arroz, uma resistente e outra sensivel ao
excesso de ferro.

Avaliar a capacidade das linhagens isoladas quanto a fixacdo biologica de
nitrogénio, producdo de fito-hormonios, siderdforos, solubilizacdo de fosfatos,
metabolizacdo de ACC, atividade de catalase a diversidade metabdlica bacteriana
através da utilizacdo de diferentes fontes de carbono.

Eleger as linhagens mais eficientes em termos de caracteristicas de
promocao de crescimento vegetal e testa-las em experimento com arroz em camara

de crescimento.



13

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletado solo rizosférico

Amostras de solo rizosférico de arroz foram coletadas de duas regides do
Estado do Rio Grande do Sul: Camaquéd (30°54'07.96"S, 51°51'26.25"W), que se
destaca por apresentar solo com alto teor de ferro e Cachoeirinha (29°56'51.91"S,
51°06'46.36"W), como controle (Figura 1). Em cada regido, foram coletadas
amostras de duas cultivares: BR-IRGA 409 (suscetivel ao excesso de ferro) e IRGA
420 (resistente ao excesso de ferro). As amostras de solo foram analisadas quanto
ao pH, contetudo de argila, fésforo (P), potassio (K), ferro (Fe), aluminio (Al), célcio
(Ca), magnésio (Mg) e matéria organica (MO), através de métodos convencionais
(TEDESCO et al., 1995; Tabela 1).
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Figura 1: Localizag&o das cidades de Cachoeirinha e Camaquéd/RS.
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3.2 Obtencao dos isolados

O isolamento dos bacilos foi realizado a partir das amostras de solo coletadas
nas duas regides, de acordo com Seldin et al. (1983) e Beneduzi et al. (2008). Dez
gramas de solo rizosférico foram suspensas em 90 ml de solucéo salina 0,85% e
mantidas sob agitacdo a temperatura de 4°C por 4-6 h. Um ml dessa solucdo foi
misturado a nove mL de solucdo salina estéril. As duas suspensdes foram incubadas
a 80 °C por 15 minutos para eliminar as células vegetativas e manter somente 0s
enddsporos. Posteriormente, foi realizada a inoculacdo de 100 pl das suspensdes
em meio de cultura semi-seletivo sem nitrogénio (meio Tiamina-Biotina - TB) por
uma semana em condicbes anaerObicas a 28°C para o isolamento de bacilos
diazotréficos. Apés esse periodo, foi realizada a re-inoculagédo das colénias em meio
TB por mais sete dias em condicdes anaerdbicas. As colbnias isoladas foram
transferidas para meio liquido (King B - KB) e incubadas a 28 °C por trés dias sob
agitacao. A coloracdo de Gram foi realizada para verificar a morfologia celular e a

pureza da cultura. Por fim, as bactérias foram estocadas em glicerol 50%.

3.3 Extracao de DNA total

Cada isolado foi inoculado em tubos de ensaio contendo 3 ml de meio King B
e incubados por 48 h sob agitacdo a 28°C. ApOs esse periodo, as culturas foram
centrifugadas por 5 minutos a 12000 rpm. O pellet foi ressuspendido em 700 ul de
TES (10 mM de Tris pH 8,0, 25 mM de EDTA, 150 mM de NaCl), posteriormente
centrifugado e novamente e ressuspendido em 500 ul de TE (10 mM de Tris pH 8,0,
25 mM de EDTA). As células foram lisadas com 20 mg/ml de lisozima e incubadas a
37°C por 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se 108 ul de dodecil sulfato de
sédio (SDS) 20% e 20 mg/ml de proteinase K e a solucdo foi incubada a 56 °C por
15 minutos. A solucéo adicionou-se 200 pl de acetato de aménio (8 M, pH 8,0) e as
amostras foram incubadas em gelo por 30 minutos para posterior centrifugacéo a
12000 rpm por 10 minutos. A extracdo com fenol-cloroférmio e a precipitacdo com
etanol foram realizadas de acordo com Sambrook & Russel (2001). A concentragao
e a integridade do DNA foram conferidas utilizando eletroforese em gel de agarose

0,8% corado com brometo de etideo.
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3.4 Identificac&do dos isolados

A identificacdo dos bacilos em nivel de espécie foi realizada através de PCR
do gene 16S rRNA (aproximadamente 1.500 pares de bases) com o0s
oligonucleotideos iniciadores: BacPaeF (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)
(STACKEBRANDT & LIESACK, 1993) e Bacl542R
(AGAAAGGAGGTGATCCAGCC) (EDWARDS et al., 1989). A amplificacdo foi
realizada em termociclador, de acordo com Garbeva et al. (2003). Cada reacéao
continha 25 ul: 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato, 0,3 uM de cada primer,
2 mM de MgCl, e 2 U de Taq polimerase (Invitrogen®). O produto de PCR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e
visualizado em luz UV. As amostras foram enviadas para sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA (aproximadamente 650 pares de bases). As sequéncias obtidas
foram comparadas com as disponiveis no banco de dados do servidor EZTAXON

versao 2.1 (http://leztaxon-e.ezbiocloud.net/).

Apés a identificagdo dos individuos, calculou-se, no software PAST, o indice
de diversidade de Shannon-Weaver (H’) para cada amostra de solo, com base no
nimero total de individuos e no nimero de individuos de cada espécie presentes em

cada uma das amostras.

3.5 Avaliacao de caracteristicas promotoras de crescimento vegetal

Os isolados foram avaliados, por meio de testes in vitro, quanto a capacidade
de producdo de compostos inddlicos (CI), sideréforos, solubilizacdo de fosfatos,
fixacdo biologica de nitrogénio, metabolizacdo de ACC e atividade da enzima
catalase.

A producdo de compostos inddlicos foi realizada de acordo com Glickmann &
Dessaux (1995). Para tanto, os isolados foram inoculados em meio KB com
triptofano. Ap6s 72 h de incubacdo a 28°C sob agitacdo, as culturas foram
centrifugadas e 100 ul de sobrenadante foram misturados com 100 ul do reagente
de Salkowski (FeCls + H2SO4). A mistura foi deixada em temperatura ambiente por
30 minutos, no escuro, e avaliada ao final desse periodo. Os isolados que
produziram uma coloragdo rosa-avermelhada foram considerados produtores de

compostos indolicos. A intensidade da cor foi medida em leitor de microplacas com
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absorvancia de 520 nm, utilizando a curva padrédo de acordo com Sarwar & Kremer
(1992).

Para o teste de producdo de sideroforos, utilizou-se o protocolo de Schwyn &
Neilands (1987). Cinco pl da cultura bacteriana foram inoculados em placas de Petri
contendo meio KB com cromoazurol S. As bactérias que contém fortes quelantes
sdo capazes de se multiplicar devido & remoc¢é&o do ferro complexado ao corante. Os
isolados que apresentaram formacdo de colbnias envoltas por halos claros foram
considerados produtores de sidero6foros.

O meétodo descrito por Sylvester-Bradley et al. (1982) e Ambrosini et al. (2012)
foi utilizado para a avaliacdo da capacidade dos isolados em solubilizar fosfatos. As
bactérias foram inoculadas em meio Garen-Levinthal (GL) acrescido de duas
solucdes estéreis: K;HPO4 e CaCly. A adicdo de fosfato insolivel (CaPOy) torna o
meio turvo. Os micro-organismos capazes de solubilizar esse fosfato produzem halo
claro ao redor de suas colonias.

A atividade de ACC deaminase foi avaliada através da capacidade dos
isolados em utilizar o 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) como fonte de
nitrogénio. Para tanto, utilizou-se o procedimento descrito por Penrose & Glick
(2003) e Souza et al. (2012). As bactérias foram inoculadas em meio KB e deixadas
sob agitacdo a 28°C. Apos o crescimento, as colénias foram centrifugadas a 12000
rom por 3 minutos e lavadas trés vezes com solucdo salina 0,85% esteéril.
Posteriormente, 2 ul da cultura foram inoculados em duas placas de Petri com meio
Dworkin-Foster (DF) Salts, uma contendo somente o meio de cultura (controle) e
outra contendo 50 pl de ACC (C¢f 1 mM) adicionados ao meio. As placas foram
incubadas a 28°C por aproximadamente 5 dias e as colénias que apresentaram
melhor desenvolvimento no meio com ACC, em comparacdo ao controle, utilizaram
0 ACC como fonte de nitrogénio.

Para o teste da catalase, as bactérias foram inoculadas em meio Luria -
Bertani (LB). Ap6s dois dias de crescimento a 28°C, foi adicionado 40 pl de peréxido
de hidrogénio 3% as coldnias. As bactérias que contém a enzima catalase quebram
o0 peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. A liberacdo de oxigénio leva a
formacao de bolhas, indicando positividade para o teste.

Os cinco isolados selecionados para o experimento em camara de
crescimento foram avaliados quanto a capacidade de fixacdo biolégica de N, de

acordo com Boddey (1987) e Ambrosini et al. (2012). As bactérias foram inoculadas
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em meio TBNR e deixadas em estufa a 28°C por aproximadamente por 48 h ou até a
pelicula atingir a superficie do meio. Adicionou-se 0,5 mL de acetileno em cada vidro
e deixou-se a 28°C por 24 h. Mediu-se atividade da enzima nitrogenase de cada
isolado, através da reducdo de acetileno a etileno (ARA). As concentracdes de

etileno formado e acetileno foram determinadas por cromatografia gasosa.

3.6 Avaliacdo da diversidade metabdlica bacteriana

Biolog Ecoplates (Biolog, Hayward, EUA) foram utilizadas para avaliar a
diversidade metabdlica bacteriana em cada uma das quatro amostras de solo com
base no padrdo de utilizacdo de carbono pelos micro-organismos dessas amostras.
As placas sdo compostas por trés repeticdes de 31 substratos de carbono diferentes
(acidos carboxilicos, carboidratos polimeros, aminoacidos e amidas). As amostras
de solo foram diluidas e deixadas para decantacao por 2 h. Em seguida, 120 pl das
suspensdes de solo foram adicionados em cada um dos pog¢os da placa (total de 96
pocos). O crescimento microbiano € indicado pela reacdo de coloracdo com violeta
de tetrazdlio, a qual foi avaliada em espectrofotometro a 590 nm. A utilizacdo de
carbono foi determinada atraves da equagao WE = 100 (WA - W0) / WO (BEKWE &
KENNEDY, 1998), onde WE é o indice de desenvolvimento da cor, WA é a
absorvancia em cada poco e WO € a absorvancia em um tratamento controle.
indices de crescimento (WE) superiores a 100 foram considerados positivos para
utilizacdo de carbono. Construi-se uma matriz binaria para diferenciar a utilizacédo
das fontes de carbono em cada amostra de solo e determinou-se o indice de
diversidade de Shannon (H", SHANNON & WEAVER, 1949).

3.7 Avaliagdo da promocgédo de crescimento de arroz em experimento em

camara de crescimento

As linhagens que apresentaram diferentes caracteristicas de promocéo de
crescimento vegetal foram testadas em experimento em camara de crescimento. As
unidades experimentais foram compostas de copos plasticos de 500 ml. Sementes
de arroz (BR-IRGA 409) foram desinfestadas com alcool 70% por 2 min, com
solucdo de hipoclorito de sddio (4%, viv) por 5 min e, em seguida, foram feitas cinco

lavagens com agua destilada estéril. Os isolados foram multiplicados em meio KB
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liquido sob agitacdo a 28°C, sendo que, as culturas bacterianas puras foram
centrifugadas e suspendidas em solucdo salina (0,85%) estéril até obter a
concentracdo final de 108 UFC/mL. As sementes foram inoculadas com 10 mL dos
diferentes isolados por 30 min. Posteriormente, foram plantadas em vermiculita
autoclavada, 2 cm abaixo da superficie e irrigadas com solucdo nutritiva. Utilizou-se
a solucao nutritiva de Yoshida (YOSHIDA, 1981) com as seguintes modificagdes:
KCI 0,1 mM; KH,PO4 0,1 mM, K2SO4 0,7mM, Ca(NO3)2.4H,0 1mM, MgSO4 0,5 mM
e micronutrientes. ApGs a emergéncia, as plantas foram mantidas nessas condicdes
por mais 12 dias. Em seguida, as plantas foram transferidas para o cultivo em
hidroponia. Cada copo recebeu duas plantas, que foram mantidas em condi¢cbes
controle (somente solucdo nutritiva) por 12 dias. ApOs esse periodo, as plantas
foram submetidas a dois tratamentos: (1) excesso de ferro (500 mg/L de Fe); e (2)
controle (6,5 mg/L de Fe), ambas utilizando Fe»(S0O4)3.5H,0 como fonte de ferro. As
solu¢cbes foram trocadas a cada trés dias. Apdés 9 dias, avaliou-se a estatura da
parte aérea, a massa seca (5 dias a 65°C) e a quantidade de nitrogénio (N), fosforo
(P) e potéassio (K) nas folhas.

3.8 Anélise estatistica
A andlise estatistica dos resultados do experimento em camara de

crescimento foi realizada através da ANOVA e as médias foram comparadas com o
teste de Tukey (P = 0,05%).
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento de bacilos e identificacdo dos isolados

Em cada regido, foram feitas coletas de duas cultivares de arroz. Em
Camaqua (local com excesso de ferro), coletou-se solo rizosférico da cultivar
resistente ao ferro (IRGA 420), denominada como FeR, e solo rizosférico da cultivar
sensivel ao ferro (BR-IRGA 409), denominada como FeS. Em Cachoeirinha (local
sem excesso de ferro) as amostras foram de solo rizosférico da cultivar resistente ao
ferro (IRGA 420), denominada como CaR, e solo rizosférico da cultivar sensivel ao
ferro (BR-IRGA 409), denominada como CaS.

A analise quimica dos solos apontou baixo pH para todas as amostras. O solo
de Cachoeirinha apresentou maior conteldo de matéria organica e de P e menores
valores de pH e ferro, quando comparado com o solo coletado na regido de
Camaqua (Tabela 1).

Um total de 85 bacilos com diferentes caracteristicas promotoras de
crescimento vegetal foi obtido (Tabelas 2 e 3).

Através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, identificou-se 21
espécies, pertencentes aos géneros Bacillus e Paenibacillus (Tabela 2). A espécie
Paenibacillus zanthoxyli foi encontrada nas quatro amostras, sendo uma das
espécies mais abundantes, juntamente com Paenibacillus durus e Bacillus
aryabhattai.

Muitas espécies, como B. acidiceler, B. bataviensis, B. drentensis, P. borealis,
P. cineris, P. jamilae, P. massiliensis, P. oceanisediminis, P. odorifer, P. pabuli, P.
panacisoli e P. telluris somente foram encontradas na regido de Cachoeirinha na
amostra proveniente da cultivar sensivel ao excesso de ferro (CaS).

A regido de Cachoeirinha apresentou a maior riqueza de espécies e 0s
maiores indices de diversidade, sendo H’ = 2,470 para a cultivar sensivel e H’ =
1,534 para a cultivar resistente. A menor diversidade foi encontrada na cultivar
sensivel da regido de Camaqua (H’ = 1,091); ja a cultivar resistente apresentou um
H’de 1,213 nessa regido (Tabela 2).
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Tabela 1: Caracteristicas abiéticas dos solos amostrados.

Argila MO  pH P K Fe Ca Al Mg
?;T:?”as de (%) %) (H,0) (mg/dm®) (mg/dm®) (%) (/Cdr:‘n%'; (fdrpn%'; (fdr:‘n%')c
CaR 28 30 4,8 9,0 430 018 27 0,5 1,0
cas 28 30 4,7 22,2 730 015 2,7 0,4 1,0
FeR 24 11 54 0,9 540 025 21 0,4 1,3
FeS 25 1,1 55 0,9 57,0 0,35 2,4 0,4 1,6

® FeR, cultivar resistente ao excesso de ferro (Camaqud); FeS, cultivar sensivel ao excesso de ferro
(Camaqud); CaR, cultivar resistente ao excesso de ferro (Cachoeirinha); CaS , cultivar sensivel ao
excesso de ferro (Cachoeirinha);

MO = contelido de matéria organica

Tabela 2: Espécies de bacilos encontradas nas regifes de estudo.

Cachoeirinha # Camaqua ?
Espécie CaR Cas FeR FeS Total
Bacillus acidiceler - 1 - - 1
Bacillus aryabhattai - 7 3 - 10
Bacillus bataviensis - 1 - - 1
Bacillus cereus = - - 1 1
Bacillus drentensis - 1 - - 1
Bacillus licheniformis 1 - - - 1
P. barcinonensis - 2 - 1 3
Paenibacillus borealis - 2 - - 2
Paenibacillus cineris - 1 - - 1
Paenibacillus durus 5 - 6 5 16
Paenibacillus jamilae - 1 - - 1
Paenibacillus massiliensis - 1 - - 1
P. oceanisediminis - 1 - - 1
Paenibacillus odorifer = 1 - - 1
Paenibacillus pabuli - 5 - - 5
Paenibacillus panacisoli = 1 - - 1
Paenibacillus sabinae 1 - - - 1
Paenibacillus sonchi 1 5 - - 6
Paenibacillus telluris - 1 - - 1
Paenibacillus wynnii 3 - 2 - 5
Paenibacillus zanthoxyli 6 2 10 7 25
H 1,534 2,47 1,213 1,091 -
Total 17 33 21 14 85

% FeR, cultivar resistente ao excesso de ferro; FeS, cultivar sensivel ao excesso de ferro;
CaR, cultivar resistente ao excesso de ferro; CaS , cultivar sensivel ao excesso de ferro;
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4.2 Caracteristicas promotoras do crescimento vegetal nos isolados

Todos os isolados foram avaliados quanto a capacidade de producdo de
sideréforos e compostos inddlicos (Cl), solubilizacdo de fosfato, atividade de
catalase e ACC deaminase. A maioria dos isolados produziu CI (n = 78), quatro
solubilizaram fosfato e um isolado produziu sideréforos. Além disso, quatro
metabolizaram ACC e 71 apresentaram atividade da enzima catalase (Tabela 3). O
anico produtor de sideroforos foi encontrado na regido de Cachoeirinha, bem como o
maior nimero de produtores de compostos indélicos (n = 50). Por outro lado, a
regido de Camaqua apresentou um maior nimero de solubilizadores de fosfato (n =

3) e de organismos com atividade da enzima ACC deaminase (n = 3).

Tabela 3: Caracteristicas promotoras do crescimento vegetal nos isolados bacterianos analisados.

Atividade

Local ® Numero de  Sintese de  Solubilizacdo Producdo de ClI Atividade de
. L ACC
isolados sideroforos de fosfato 0,1-50 (pg/mL) . Catalase
deaminase
CaR 17 0 0 17 0 15
CaS 33 1 1 33 1 21
FeR 21 0 0 21 0 21
FeS 14 0 3 7 3 14
Total 85 1 4 78 4 71

? FeR, cultivar resistente ao excesso de ferro (Camaqud); FeS, cultivar sensivel ao excesso de ferro
(Camaqud); CaR, cultivar resistente ao excesso de ferro (Cachoeirinha); CaS , cultivar sensivel ao
excesso de ferro (Cachoeirinha);

4.3 Avaliacdo da diversidade metabdlica bacteriana

A andlise da diversidade metabdlica demonstrou que as bactérias utilizaram
diferentes fontes de carbono (Tabela 4). A comunidade bacteriana de todas as
amostras utilizou L-arginina, acido piravico de éster metilico, acido D-galacturénico,
L-asparagina, Tween 40, L-fenilalanina, tween 80, D-manitol, acido 4-
hidroxibenzdico, L-treonina, glicogénio, acido D- Glucosaminico, acido itacénico, D-
celobiose, feniletilamina, acido D-malico e putrescina. Entretanto, nenhuma delas
consumiu glicose-1-fosfato e acido glicil-L-glutdmico. Somente as bactérias da
regido de Cachoeirinha utilizaram B-metil-D-glicosideo e acido 2-hidroxibenzoico. Ja

o &cido y-hidroxibutirico foi utilizado apenas pela comunidade bacteriana da cultivar
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sensivel das duas regibes. O acido a-cetobutirico foi utilizado somente pelas
bactérias presentes no solo da cultivar resistente da regido de Camaqua.

Os valores de diversidade de Shannon (HY, Tabela 4) obtidos demonstraram
gue a comunidade microbiana presente no solo rizosférico da cultivar sensivel ao
excesso de ferro da regido de Cachoeirinha (CaS) apresentou o maior indice de
diversidade metabdlica (H" = 3,332), seguido pela regido de Camaqud e pela
cultivar resistente de Cachoeirinha.

Tabela 4: Fontes de carbono utilizadas pelas comunidades bacterianas das diferentes amostras de
solo.

Cachoeirinha ® Camaqué °

Fontes de carbono
CaR FeR FeS

(@)
Q@
wn

3-metil-D-glicosideo X
Acido D-galacturdnico -
y-Lactona

L-arginina

Acido pirvico de éster metilico
D-xilose

L-asparagina

Tween 40

I-Eritritol

Acido 2-hidroxibenzoico
L-fenilalanina

Tween 80

D-manitol

Acido 4-hidroxibenzoéico
L-serina

a-Ciclodextrina
N-Acetil-D-Glucosamina

Acido y-hidroxibutirico
L-treonina

Glicogénio

Acido D-Glucosaminico

Acido itacénico

Acido glicil-L-glutamico

D -celobiose

Glicose-1-fosfato

Acido a-cetobutirico
Feniletilamina

a-D-Lactose

D,L-a-Glicerol fosfato -
Acido D-malico X
Putrescina X

X X X X X
XX X+ X X X X
XX X ' X X X X!

X X 1 X X X X X
X X 1 X X X X
XX X Xt

X X X X
XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX
X X X X

X X X X X X

X
X
X

X X
X X

X
X
X
X
X

X X X X X
X X X

H" 3,045 3,332 3,135 3,135

% FeR, cultivar resistente ao excesso de ferro; FeS, cultivar sensivel ao excesso de ferro; CaR,
cultivar resistente ao excesso de ferro; CaS , cultivar sensivel ao excesso de ferro;



23

4.4 Experimento em camara de crescimento

Cinco isolados bacterianos foram selecionados, com base em sua
identificacdo taxondmica e diferentes caracteristicas promotoras de crescimento
vegetal (Tabela 5), para o experimento in vivo em camara de crescimento. A fixacao
biologica de nitrogénio foi realizada para estes cinco isolados.

Os isolados foram identificados como CaR114 (Paenibacillus sonchi), CaS40
(Paenibacillus jamilae), FeR64 (Bacillus aryabhattai), FeS24 (Paenibacillus durus) e
FeS53 (Paenibacillus zanthoxyli) (Tabela 5).

As plantas expostas ao excesso de ferro apresentaram, em geral, menor
comprimento e menor peso seco de parte aérea, em comparacdo as condi¢cdes
controle. Porém, plantas inoculadas com o isolado FeS53 (Paenibacillus zanthoxyli)
apresentaram crescimento e peso seco de parte aérea similares estatisticamente as
condi¢cbes controle, indicando que este isolado teve um efeito positivo na tolerancia
das plantas ao excesso de ferro.

De acordo com a Figura 2, no tratamento com excesso de ferro, as
plantas inoculadas com os isolados CaR114 (Paenibacillus sonchi) e FeS53 foram
estatisticamente similares as plantas ndo-inoculadas em relagdo ao comprimento e
peso seco de parte aérea. Entretanto, no tratamento controle ao excesso de ferro, os
isolados CaR114 e FeR64 (Bacillus aryabhattai), tiveram respostas estatisticamente
similares ao controle ndo-inoculado em relacdo ao comprimento de parte aérea.
Somente o isolado CaR 114 apresentou peso seco similar ao das plantas nao

inoculadas (Figura 2).

Tabela 5: Isolados selecionados para experimento em camara de crescimento.

ARA
Producdo Produgdo (nmol C,H; Atividade Atividade
Isolado® Espécie Solubilizag&o de de CI mg de ACC de
de fosfato  siderdforo (ug/mL) proteina/h) deaminase Catalase
FeS53 P. zanthoxyli - - ND 1,45 + +
FeS24  P. durus + - 0,51 4,14 + +
FeR 64 B. aryabhattai - - 3,91 1,89 - +
CaS40 P. jamilae - + 2,95 0,16 - +
CaR114 P. sonchi - - 5,85 259,53 - +
SBR5 P. riograndensis ND ND ND 501,95 ND ND

% FeR, cultivar resistente ao excesso de ferro (Camaqud); FeS, cultivar sensivel ao excesso de ferro
(Camaqud); CaR, cultivar resistente ao excesso de ferro (Cachoeirinha); CaS , cultivar sensivel ao
excesso de ferro (Cachoeirinha);

Cl = compostos indélicos; ACC = l-aminociclopropano-1-carboxilato; ARA = atividade de reducédo de
acetileno
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Figura 2: Respostas de experimentos in vivo com isolados selecionados: CaR114 (Paenibacillus
sonchi); CaS40 (Paenibacillus jamilae); FeR64 (Bacillus aryabhattai); FeS24 (Paenibacillus durus);
FeS53 (Paenibacillus zanthoxyli), na promogéo de crescimento de arroz comparadas ao controle ndo-

inoculado (NI). A) Comprimento de parte aérea; B) Peso seco de parte aérea.
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A capacidade de promocado do crescimento do arroz e indugdo de tolerancia
ao excesso de ferro também foram avaliadas através da concentracdo de nutrientes.
Conforme a Tabela 6, em condi¢cdes de excesso de ferro, todas as plantas tiveram
menor taxa de captacdo de nitrogénio, fésforo e potassio, quando comparadas as
condi¢cbes controle. Porém, plantas inoculadas com o isolado FeS53 (Paenibacillus
zanthoxyli) apresentaram captacdo de nitrogénio e potassio, nas condi¢cdes de
excesso de ferro, similares a condicdo controle de ferro.

No tratamento com excesso de ferro, o isolado FeS53 promoveu aumento na
captacdo de N e K, quando comparado ao controle ndo-inoculado (NI). Em relacéo
ao conteudo de P, os isolados CaR114 (Paenibacillus sonchi) e FeS53 foram
estatisticamente similares ao controle NI (Tabela 6).

Em relacdo as plantas expostas a condi¢cdo controle de ferro, o isolado
CaR114 apresentou aumento da captacdo de nitrogénio em relacdo ao controle ndo-
inoculado. Para a absorcdo de P e K, este mesmo isolado, apresentou resultados

significativamente semelhantes as plantas ndo inoculadas (Tabela 6).

Tabela 6: Resultados da captacéo de N, P e K pelas plantas de arroz em experimento em camara de
crescimento.

Tratamento® Nitrogénio (N) (mg/g) Fosforo (P) (mg/q) Potassio (K) (mg/g)
Controle Excesso de ferro Controle Excesso de ferro  Controle  Excesso de ferro
CaR114 8,59 aA 6,03 bB 1,18 aA 0,58 aB 11,04 abA 8,57 abB
CaS40 6,27 cA 5,09 cB 0,97 bA 0,44 bB 8,77 dA 7,22 cB
FeR64 6,99 bcA 5,87 bcB 1,13 aA 0,48 bB 10,21 bcA 6,92 cB
FeS24 6,95 cA 5,67 bcB 0,97 bA 0,48 bB 8,86 dA 7,51 bcB
FeS53 6,71 cA 6,94 aA 0,95 bA 0,58 aB 9,35 cdA 9,25 aA
NI 7,84 abA 6,47 abB 1,21 aA 0,63 aB 11,87 aA 8,63 bB

% CcaR114 (Paenibacillus sonchi); CaS40 (Paenibacillus jamilae); FeR64 (Bacillus aryabhattai); FeS24
(Paenibacillus durus); FeS53 (Paenibacillus zanthoxyli) e NI (tratamento ndo inoculado)

Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra mindscula ndo diferem significativamente P >
0,05 (Teste de Tukey).

Valores na mesma linha seguidos pela mesma letra mailscula ndo diferem significativamente P >
0,05 (teste de Tukey).
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5 DISCUSSAO

5.1 Isolamento e diversidade de bacilos

Uma maior diversidade de bacilos foi encontrada na regido sem excesso de
ferro (Cachoeirinha). Na cultivar sensivel ao excesso de ferro dessa regido (BR-
IRGA 409, CaS), foi observado o valor mais alto do indice de diversidade (H’ = 2,47)
e algumas espécies bacterianas foram encontradas somente nessa amostra de solo.
Por outro lado, a cultivar resistente ao excesso de ferro da mesma regiao (CaR)
apresentou um menor indice de diversidade (H' = 1,534). Na regidao de Camaqua, as
duas cultivares apresentaram os menores indices de diversidade (Tabela 2). Esses
resultados indicam que o excesso de ferro e a cultivar podem impactar de alguma
maneira as comunidades de bacilos. Um estudo realizado por Hardoim et al. (2011)
demonstrou que diferentes cultivares de arroz selecionam comunidades bacterianas
especificas. Inceoglu et al. (2012), estudando bactérias da rizosfera de batata,
verificaram que as comunidades da mesma cultivar eram diferentes entre dois tipos
de solo. De acordo com Grayston et al. (1998), a abundéancia e as atividades dos
micro-organismos do solo também sé&o influenciadas por varios fatores ambientais,
como o tipo de solo, disponibilidade de nutrientes, pH e umidade. Dessa maneira, o
excesso de ferro no solo pode interferir nas comunidades bacterianas. Zhou et al.
(2008) verificaram que o baixo conteudo de N e P no solo, que sdo elementos
essenciais para a formacdo de muitos nutrientes, diminui 0s nutrientes que
promovem o crescimento bacteriano, o que leva a uma diminuicdo do nimero de
micro-organismos. A regido de Cachoeirinha com a cultivar sensivel ao excesso de
ferro (CaS) apresentou a maior diversidade de bacilos (H= 2,47), bem como maior

quantidade de P e K no solo em comparacdo com a outra regiao (Tabela 1).

5.2 Caracteristicas promotoras do crescimento vegetal nos isolados

A caracteristica promotora do crescimento vegetal mais marcante obtida
através dos testes in vitro foi a producdo de compostos indélicos (Cl). Dos 85
isolados, 78 foram capazes de produzir Cl. Por outro lado, poucas bactérias foram
capazes de solubilizar fosfato (n = 4), produzir sideréforos (n = 1) e metabolizar ACC

(n = 4). Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Beneduzi et al.
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(2008) que isolaram 296 bacilos da rizosfera de arroz, dos quais a maioria (n = 242)
produziu CI, poucos bacilos foram capazes de solubilizar fosfatos (n = 22) ou de
produzir sideroforos (n = 32).

A atividade da enzima catalase foi observada em 71 isolados. Embora a
atividade da catalase ndo seja uma caracteristica promotora de crescimento vegetal,
essa enzima é importante por quebrar o peréxido de hidrogénio (H».O2) em agua e
oxigénio, protegendo os organismos de danos oxidativos, de acordo com Sychev &
Isak (1995). Segundo Kampfenkel et al. (1995), o excesso de ferro pode levar a um
estresse oxidativo em plantas. As espécies reativas de oxigénio como H,O,, podem
levar & oxidagcdo de proteinas e lipideos de membrana, bem como a danos do DNA
(SCHUTZENDUBEL & POLLE, 2002). Algumas PGPRs produzem enzimas
antioxidantes, como a catalase, que resulta na degradacdo dessas espécies reativas
de oxigénio (KOHLER et al., 2008 apud YANG et al., 2009).

5.3 Diversidade metabdlica

A comunidade bacteriana associada a cultivar resistente da regido de
Cachoeirinha (CaR) utilizou 21 das 31 fontes de carbono, ja a comunidade
bacteriana associada a cultivar sensivel da mesma regido (CaS) utilizou 28
substratos. Na regido de Camaqud, as comunidades bacterianas associadas as
duas cultivares utilizaram 23 fontes de carbono (Tabela 4). Bossio & Scow (1995)
verificaram que as diferencas nos padrdes de utilizacdo de fontes de carbono pelas
comunidades microbianas podem ser explicadas pelas varidveis ambientais
impostas as comunidades. Dessa forma, as diferencas encontradas nos solos
amostrados quanto a quantidade de ferro e de nutrientes podem influenciar o uso de
diferentes fontes de carbono. Inceoglu et al. (2012) demonstraram que hé& diferencas
no consumo de fontes de carbono com base no tipo de solo. Porém, o significado
das alteracbes na utilizacdo de substratos especificos € dificil de interpretar sem
uma melhor compreensdo de como as interacbes entre 0S organismos que
constituem a comunidade afetam os padrdes de utilizacdo do substrato (BOSSIO &
SCOW, 1995).
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5.4 Experimento em camara de crescimento

O experimento em camara de crescimento demonstrou que as plantas
inoculadas com o isolado FeS53 (P. zanthoxyli) tiveram crescimento e peso seco de
parte aérea similares as condicbes controle, indicando que essa bactéria pode
beneficiar a planta em condi¢cdes de excesso de ferro. Entretanto, nos experimentos
in vitro, P. zanthoxyli, apresentou resultados positivos apenas para metabolizacéao de
ACC. Organismos que produzem a enzima ACC deaminase quebram o ACC
(precursor do etileno) em ambnia e a-cetobutirato e sdo capazes de promover o
crescimento de plantas através da reducdo dos niveis de etileno na planta. Um
estudo realizado por Mayak (2004) demonstrou que a atividade de ACC deaminase
de Achromobacter piechaudii promoveu o crescimento em tomate, quando as
plantas foram expostas ao excesso de sal. Bactérias com a enzima ACC deaminase
também diminuiram os efeitos do estresse salino no crescimento de pimenta
vermelha (SIDDIKEE et al, 2011). De acordo com Saleem et al. (2007) plantas
inoculadas com bactérias que contenham a enzima ACC deaminase podem tolerar
alguns estresses como salinidade, seca, alagamento, temperatura, patogenicidade e
contaminantes devido a reducao do estresse causado pelo etileno.

Verificou-se, através da analise de nutrientes que, em condi¢cdes de excesso
de ferro, todas as plantas tiveram menor taxa de captacdo de nitrogénio, fosforo e
potassio, quando comparadas as condi¢cbes controle (Tabela 6). Altas concentracdes
de ferro no solo diminuem a absorcdo de Ca®*, Mg?* e, principalmente, de P e K por
plantas de arroz (MEHRABAN et al., 2008). Porém, as plantas inoculadas com o
isolado FeS53 apresentaram captacdo de nitrogénio e potassio, nas condi¢cdes de
excesso de ferro, similares ao controle (Tabela 6). Shahzadi et al. (2013)
demonstraram que a inoculagdo com bactérias que produzem ACC deaminase
aumentaram significativamente o comprimento da parte aérea, 0 que pode ser
atribuido a um alongamento da raiz, que capta mais nutrientes do solo e pode
aumentar o peso seco da parte aérea.

As plantas inoculadas com o isolado CaR114 (Paenibacillus sonchi) tiveram
um aumento da captacdo de nitrogénio, em relacdo ao controle ndo-inoculado nas
condicbes controle de ferro (Tabela 6). Este isolado apresentou boa reducdo de
acetileno e producdo de CI, que podem estar relacionados com a captacdo de

nutrientes. Os compostos inddlicos aumentam o crescimento da parte aérea e da
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raiz, aumentando, dessa maneira, a captacdo de nutrientes (LAMBRECHT et al,,
2000).

Este estudo demonstrou que a inoculacdo de determinados isolados
bacterianos, como o CaR114 e o FeS53, em sementes de arroz pode promover o
crescimento da planta e aliviar os efeitos causados pelo excesso de ferro. Porém, é
necessario avaliar os mecanismos moleculares pelos quais estes isolados
beneficiam a planta em condi¢cdes de estresse, a fim de estimular sua utilizacdo para

beneficios agricolas.
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