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RESUMO

Pseudomonas € um género de bactérias gram-negativas frequentemente encontradas no
solo ou em relacdo simbidtica com plantas. Quando presentes nos tecidos internos do
vegetal sdo denominadas bactérias endofiticas, sendo algumas consideradas bactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPB), visto que sdo capazes de atuar na producao de
fitoestimulantes, biofertilizantes e substancias de biocontrole. Estudos prévios
identificaram bactérias Pseudomonas (isolados Pt12 e Pt13) associadas a raizes de Piper
tuberculatum, uma piperacea de ocorréncia na regido amaz6nica com conhecida resisténcia
ao Fusarium solani f. sp. piperis, agente causal da fusariose na pimenteira-do-reino (Piper
nigrum L.). O presente estudo tem como objetivos a caracterizagdo dos isolados Pt12 e
Pt13 quanto a capacidade de produzir sideréforos, &cido indolacético (AlA) e solubilizar
fosfatos. Os resultados obtidos evidenciaram a capacidade de ambos os isolados em
produzir AlA, principalmente quando na presenca de maior concentracdo de triptofano,
indicando se tratar de bactérias produtoras de AIA por vias biossintéticas dependentes
deste aminoacido. O isolado Pt12, previamente identificado como Pseudomonas putida,
também foi capaz de produzir sideréforos quando cultivado nos meios LB liquido (Luria-
Bertani) e TSB (Triptona de soja) e avaliado atraves de ensaios com CAS (Cromo azurol
S). Além disto, quando cultivado em meio NBRIP este isolado foi capaz de solubilizar
fosfato tri-célcico, o que foi evidenciado por meio da formacdo de halos transparentes ao
redor das colonias bacterianas em meio sélido, e pela reacdo com o reagente molibdénio
azul em meio liquido, ndo observadas essas caracteristicas no isolado Pt13 nas condigcdes
do experimento. Concluindo que essas Pseudomonas possivelmente podem atuar no
desenvolvimento vegetal caracterizando-as como bactérias promotoras do crescimento
vegetal.

Palavras-chave: Promotoras de crescimento. Acido indolacético. Sideréforos.
Solubilizacao de fosfato



ABSTRACT

Pseudomonas is a genus of gram-negative bacteria frequently found in soil or in symbiotic
relationship with plants. When these bacteria occur into internal tissues of plants, they are
denominated endophytic bacteria. Among them, some bacteria are known as Plant Growth-
Promoting Bacteria (PGPB), since they are able to produce phytostimulators, biofertilizers
and biocontrol substances. Previous studies have identified Pseudomonas bacteria (isolates
Pt12 and Pt13) associated with roots of Piper tuberculatum, a piperaceae occurring in the
Amazon region with known resistance to infection by Fusarium solani f. sp. piperis, causal
agent of fusariosis of black pepper (Piper nigrum L.). The present study aims to
characterize these two isolates regarding their abilities to produce siderophores and
indoleacetic acid (IAA) and solubilize inorganic phosphates. Our results showed that
isolates Pt12 and Pt13 were able to produce IAA, especially in the presence of high
concentration of tryptophan, indicating that they are IAA-producing bacteria by
tryptophan-dependent biosynthetic pathways. The isolate Pt12, identified previously as a
Pseudomonas putida, was also able to produce siderophores when cultivated on LB broth
(Luria-Bertani) and TSB (Tryptone Soybean) media, and analyzed through CAS (Chrome
Azurol S) assay. In addition, when cultivated in NBRIP medium the isolate Pt12 was able
to solubilize tri-calcium phosphate, which was showed by detection of transparent halos
around the bacterial colonies and by the reaction with the molybdenum blue reagent in
liguid medium, these characteristics were not observed in the isolated Pt13 under the
conditions of the experiment. Concluding that these Pseudomonas possibly can act in the
development vegetal characterizing them like plant growth-promoting bacteria.

Keywords: Growth-promoting . Indole acetic acid. Siderophores. Phosphate solubilization
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1. CONTEXTUALIZACAO

Compostos benéficos produzidos por micro-organismos podem ser utilizados como uma
tatica de promover uma agricultura com menor impacto ambiental e mais produtiva. Diversos
estudos revelam o potencial de micro-organismos na melhoria da germinagdo de sementes, vigor
das plantulas, crescimento e desenvolvimento vegetal, nutricdo, controle de doencas e
produtividade de diversas culturas (MENDES et al., 2013).

A possivel producdo de fitohérmonios, bem como, enzimas e sideroforos capazes de
solubilizar e/ou capturar nutrientes essenciais como o fésforo e o ferro, podem promover o
crescimento de plantas e esta relacionada ao biocontrole contra fitopatogenos (GLICK, 2012),
como os fungos do género Fusarium, através do antagonismo competitivo, espessamento da
parede celular ou por inducdo sistémica de resisténcia (GLICK, 2012; AGISHA et al., 2017).

Pseudomonas spp. sdo muito conhecidas na literatura como bacterias denominadas de
promotoras de crescimento de plantas (PGPB, do inglés Plant Growth-Promoting Bacteria),
micro-organismos com caracteristicas de produzir substancias benéficas (FIGURA 1) que atuam
em trés vias para favorecer o desenvolvimento vegetal: na fitoestimulacdo, biofertilizacdo e no
biocontrole (DORJEY et al., 2017).

No intuito de descobrir uma medida mitigadora para a fusariose da pimenteira-do-reino
(Piper nigrum L.), doenca que causa grande devastacdo nos plantios brasileiros, varias medidas ja
foram estudadas e aplicadas. Pesquisas de combate a doenca por controle da irrigacdo, adubacéo,
controle quimico via fungicidas e identificacdo de individuos de P. nigrum resistentes entre 0s
poucos gendtipos brasileiros (centro de origem da espécie é na india), ja foram efetuadas, no
entanto, nenhuma delas eficiente (POLTRONIERI et al., 2000; BASTOS & SANTOS, 2016).

Albuquerque et al. (2001) identificaram piperaceas amazoénicas resistentes a inoculagédo
Fusarium solani f. sp. piperis, fungo causador da fusariose na P. nigrum, e encontraram a Piper
tuberculatum Jacg., uma espécie que foi assintomatica apés a inoculacdo do patogeno.
Posteriormente, foi identificada por Nascimento et al. (2009) a expressdo de genes de defesa por
essa planta, relacionados a possivel resisténcia na interacdo planta-fungo. No entanto, em estudos

de enxertia utilizando espécies resistentes como porta-enxerto da P. nigrum, apresentaram
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incompatibilidades tardias entre enxerto e porta-enxerto apds o quarto ano de instalacdo do
plantio (DUARTE, 2004; BASTOS & SANTOS, 2016).

Figura 1 — Desenho esquematico dos possiveis compostos produzidos por bactérias do género
Pseudomonas. Mecanismos com potencial atuacdo em funcdes que favorecem ao desenvolvimento
vegetal e a protecdo das plantas contra patdgenos.

Pseudomonas spp.
/ Lipossacarideos, flagelos sensoriais e

sideroforos .
Antagonismo microbial — |  (Agishaetal, 2017)
Mendes et al.. 2013 Reguladores de crescimento Inducao Sistémica de
(Mendes et al., ) (Auxinas, Etileno, Ac. Resisténcia (ISR)
Compostos quimicos nocivos Jasménico, ABA, Ac. s-a]ici]jco) T \1
l i N \(Gl‘°k= 2012) Regulacio Producao de
: \[/ Reforco das da fitoalexinas
! . IR 4 ~
Sideroforos Antibioticos Cascata de - P—a}-e‘des o €Xpressao J/
sinalizagao ~~~ celulares génica )
i Toxico para
! i p
- ! . fungos
Inibi¢do de micro-organismos ! Barreira Peroxidase,  (Silva Jretal., 2018)
patogénicos i _f_lsma— Catalase, Proteinas_--~
! dlﬁcuhj‘ a antipatogénicas’
i penetragao do (Nascimento et al., 2005)
| patogeno ‘
| T v
__--"" Aumentara capacidade
v e i defensiva antes da
. colonizacao pelo
Suprime a doengas e promove 0 asaop
“— patogeno

desenvolvimento vegetal
(Dorjey et al., 2017)

Fonte: AUTOR

Para determinar outros mecanismos de resisténcia da Piper tuberculatum ao fungo do
solo, varios outros estudos foram feitos, entre eles, Nascimento et al. (2015) averiguaram a
resisténcia da espécie relacionada a interacGes bacterianas. Isolaram bactérias endofiticas em
meio ndo seletivo e através de estudos de antagonismo com o fungo, encontraram dois isolados
do género Pseudomonas denominadas de Pt12 e Pt13, que in vitro foram capazes de inibir o

Fusarium solani f. sp. piperis.
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Silva Jr, et al. (2018) estudaram genes envolvidos na produgdo de compostos de
atividade antifingica, e encontraram no DNA do isolado Pt12 sequéncias génicas relacionadas a
biossintese de fenazina (PhzF), composto com potencial antibiético contra fungos patogénicos.
Outros resultados preliminares obtidos pelo grupo de pesquisa mostraram que plantas de Piper
nigrum quando inoculadas com o isolado Pt13 apresentaram maiores incrementos na area foliar,
na massa seca radicular e na massa seca total das plantas quando comparadas com uma planta
controle sem inoculagdo da bactéria (Pereira et al., dados ndo publicados). Neste contexto,
acredita-se que os isolados Pt12 e Pt13 sdo capazes de sintetizar compostos benéficos produzidos
por PGPB’s, como: sider6foros, AlA e enzimas capazes de solubilizar fosfatos inorganicos.

1.1 Revisao de literatura

1.1.1 O género Pseudomonas associado a plantas

As espécies do género Pseudomonas possuem forma de bacilos, gram-negativos,
aerobios e mdveis, que pertencem a classe das gammaproteobacteria. Estas bactérias possuem
baixa necessidade nutricional e sobrevivem em uma variedade de ambientes distintos, a exemplo
de solo, agua e no interior de animais e vegetais (RAMOS, 2004; GOMILA et al., 2015).

Bactérias do género Pseudomonas sdo muito encontradas em relagdes benéficas com
plantas, a exemplo de Pseudomonas spp. endofiticas, diversas literaturas associam esse género
como bactérias que conseguem promover o crescimento e o desenvolvimento vegetal (PATTEN
& GLICK, 2002b; SPAEPEN et al., 2007). A producdo de compostos como o fitoh6rmonios,
antibioticos, sider6foros, enzimas e acidos organicos, ajuda no desenvolvimento das plantas
associadas, que em troca desses compostos, oferecem fotoassimilados para a nutricdo bacteriana
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

O crescimento de plantas pode ser favorecimento pela producgdo de auxinas (e.g. Acido
indolacético) que estimulam a divisdo e diferencia¢do celular, mas também, a solubilizacdo de

fosfatos inorganicos por acidos organicos liberados proximos ao sistema radicular das plantas, e a
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producéo de sider6foros quelantes de ferro, podem ajudar a planta na nutricdo de fésforo e ferro,
nutrientes necessarios para suprir as necessidades metabdlicas dos vegetais e pouco moveis no
solo (NOVAIS et al., 2007; TAIZ & ZEIGER, 2013).

Outra caracteristica € o biocontrole de fitopatdgenos, Pseudomonas spp. endofiticas sdo
bactérias que possuem um potencial de acdo antimicrobiana, conseguem mitigar o crescimento de
fungos ou bactérias que causas doencas nas plantas (TIAN et al., 2017). A producdo de
sideréforos por estas bactérias pode favorecer o potencial inibitério de patdégenos pelo
antagonismo por ferro, mas também, sdo conhecidas pelo desencadeamento da inducdo sistémica
de resisténcia a patdgenos (IRS), seja pela liberacdo de lipossacarideos, sider6foros ou por
flagelos sensoriais (MEZIANE et al., 2005; AGISHA et al., 2017).

1.1.2. Producéo de sideroforos bacterianos

O ferro € um micronutriente essencial para sobrevivéncia das plantas, adquirido
naturalmente pelo solo, faz parte de componentes de enzimas envolvidas em reaces de
transporte de elétrons (reacGes do tipo redox), constituicdo dos citocromos, e uma gama de ferro-
proteinas (e.g. ferredoxinas e fitoferritinas) envolvidas na fixacdo biologica de nitrogénio,
respiracdo, fotossintese e que participam de alguns complexos clorofila-proteina (TAIZ &
ZEIGER, 2013).

No estado preferencial de absorcdo pelas plantas, forma ferrosa (Fe?*), o nutriente
encontra-se pouco disponivel, pois quando em ambientes neutros, sofre rédpida oxidacao
transformando-se para a forma férrica (Fe**). Em solos 4cidos, o Fe** é facilmente adsorvido em
acidos humicos ou colbdides organicos, formas insollveis e indisponiveis para as plantas
(NOVAIS et al., 2007).

A liberacdo de substancias quelantes como exsudatos radiculares, produtos da
decomposicdo da matéria organica e compostos liberados por micro-organismos associados a
plantas, ajudam os vegetais na nutricdo de ferro (NOVAIS et al., 2007). Dentre 0s compostos

liberados por micro-organismos que possuem alta afinidade pelos ions de ferro estdo os
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siderdforos bacterianos, palavra de origem grega que significa “agarrador ou portador de ferro”.
Sao compostos quimicos de baixo peso molecular (entre 400 a 1000 kDa) excretados por alguns
seres vivos, incluindo micro-organismos, em condigdes de caréncia de ferro, 0s quais possuem
grande afinidade com moléculas de Fe** e sdo capazes de realizar complexos com o fon férrico
(SAHA et al., 2013).

Esses compostos organicos sdo secretados nas proximidades radiculares das plantas,
consistem em estruturas conservadas que juntam-se ao ferro (I11) formando um complexo ferro-
siderd6foro (FIGURA 2). Este complexo é reconhecido com o auxilio de receptores de membrana,
quando sdo absorvidos pelas plantas e no interior das células sdo separados, sendo o ferro
convertido para ferro (I1) ajudando no desenvolvimento do vegetal, assim como, na quantidade e

qualidade na producéo agricola (KHAN et al., 2017).

Figura 2 — Esquema simplificado da acdo do siderdforo bacteriano na captura do ferro quando
liberado no meio extracelular. Forma um complexo Fe*-sideréforo reconhecido por receptores
especificos presentes na membrana das células e incorporados para o interior da bactéria.

Sideroforos

Siderdforos

. o

® Complexo Fe®*- sideréforo

3_
Fe ’

Receptor especifico

Fonte: AUTOR
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Os siderd6foros podem ser divididos em trés categorias de acordo com a sua estrutura
quimica (FIGURA 3): catecol, hidroxamatos e carboxilatos, alguns organismos possuem formas
mistas com duas destas estruturas quimicas. Em Pseudomonas spp. ja foram relatados dois tipos
de siderdéforos: um hidroxamato, pyoverdine (pioverdina, peptideo especifico em Pseudomonas
spp. composto de 6 a 12 aminoacidos) e um catecol pyochelins (MARATHE et al., 2015; KHAN
et al., 2017). A cadeia de biossintese de pioverdinas, principal sider6foro excretado por
Pseudomonas spp., esta relacionada a expressdo de diversos genes, ja encontrados no genoma da
Pseudomonas aeruginosa no mesmo locus, estes genes envolvidos na: Sintese transportadores
especificos de membranas, transportador ABC constituido de uma Permeasse; Sintese de
proteinas de ligacdo periplasmatica, FpvE e FpvD; Sintese de proteinas envolvidas no transporte
do ferro do periplasma para o citoplasma, FpvC e FpvF (YE et al., 2014; GANNE et al., 2017).

Figura 3 — Estrutura quimica hidroxamato (esquerda) e catecol (direita) dos dois principais
sideréforos encontrados em bactérias pertencentes ao género Pseudomonas. As pioverdinas
(esquerda) e os pyochelins (direita).

o H
b o Pyoverdine Pyochelin

Fonte: SAHA et al. (2013)

Além do auxilio nutricional ocasionado pela liberacdo dos sideréforos bacterianos,
muitas bactérias endofiticas possuem vantagens competitivas em relacBes a outros micro-
organismos que ocupam o0 mesmo nicho ecoldgico (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Colonizam
os tecidos das plantas antes que um possivel patdgeno possa se instalar na planta, excluindo por

um potencial antagonista de ferro, a infestagdo de doengas ocasionadas por outros micro-
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organismos, tais como Erwinia carotovora, Fusarium oxysporum e Gaeumannomyces graminis
inibidos pela producdo de pioverdina pelo género Pseudomonas (SAHA et al., 2016;
MAKSIMOV et al., 2018).

Micro-organismos produtores siderdforos também séo estudados na biorremediacéo de
areas afetadas pela industrializacdo, areas onde ha acimulo de substancias de alta toxidade e
produtos cancerigenos como: metais pesados, pesticidas e solventes clorados, consistindo em
uma técnica vantajosa por ser simples e barata, para promover a homeostase do ambiente
(RAJKUMAR et al., 2010; MAKSIMOV et al., 2018).

Os siderdforos s@o responsaveis principalmente por quelar o Fe (111) em situagdes de
estresse, porém, estudos revelam que estes possuem capacidade de complexar outros metais
pesados como Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb e Zn, realizando a homeostase desses metais. Bactérias
produtoras de sider6foros em simbiose com as raizes de plantas acumuladoras de metais pesados,
sdo capazes de imobilizar e/ou reduzir a toxicidade destes elementos quimicos, para ser tolerada a
absorcdo de ions de metais tracos pela plantas, mecanismo que incluem sequestro fisico,
exclusdo, complexacéo e desintoxicacdo do ambiente (BRAUD et al., 2009; RAJKUMAR et al.,
2010; SCHALK et al., 2011; ZLOCH et al., 2016).

1.1.3. Producéo de acido indolacético

Hormdnios sdo compostos organicos que atuam em baixas concentragdes como
mensageiros quimicos que interagem em sitios especificos com proteinas receptoras ligadas a
rotas de transducdo de sinais. Em plantas, os horménios ajudam na obtencdo de habilidades em
resposta fatores como a luz ou estresses presentes no ambiente em que o vegetal se encontra.
Geralmente, esses hormdnios sdo sintetizados em um 6rgdo especifico do vegetal, e atuam em
outros tecidos adjacentes regulando o desenvolvimento vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2013;
SIVASAKTHI et al., 2014).

A auxina (do grego ‘auxein’, que significa crescer) foi o primeiro hormdnio vegetal a ser
descoberto, identificado primeiramente como &cido indol-3-acético (AlA), é o fitohdrmonio mais

estudado e o mais produzido por bactérias. O AlA é mencionado na literatura como um horménio
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responsavel principalmente pelo alongamento celular nos vegetais, mas também pode estar ligado
ao desenvolvimento de frutos, diferenciagéo de tecidos e regulagédo génica (NAVARRO et al.,
2006).

Nas plantas as raizes sdo partes sensiveis a variagdes da quantidade de AIA, em
condicdes de acumulo de AIA exdgeno nos tecidos radiculares, 0s vegetais respondem com 0
alongamento das raizes primarias, formacdo de raizes laterais e adventicias, estimuladas em
baixas concentracdes do horménio, geralmente de 10° a 10 M, verificada a inibicdo do
crescimento em concentragdes mais elevadas, acima de 10° M. (DAVIES ,1995; PATTEN &
GLICK, 2002b).

Muitos géneros como Pseudomonas, Rhizobium, Azospirillum, Enterobacter,
Azotobacter, Klebsiella, Alcaligenes, Pantoea e Streptomyces s@o relatados como produtores de
horménios (IMADA et al. 2017; MARAG & SUMAN, 2018). Em relacbes simbidticas com
plantas, os exsudados radiculares ajudam a nutricdo dos micro-organismos enquanto 0s vegetais

se beneficiam capturando AIA produzido por estas bactérias (DUCA et al., 2014).

A producdo de acido indolacético por bactérias endofiticas pode ocasionar no melhor
desenvolvimento dos vegetais, tanto em crescimento, quanto na defesa contra patdgenos. A
disponibilidade de AIA nas plantas pode favorecer o aumento da espessura da parede celular do
vegetal, formando uma barreira fisica em combate a fitopatdgenos, ou seja, é capaz de impedir a
entrada de fitopatdgenos através das células radiculares, além de participar da regulacédo de genes
de defesa a patogenos (MOHITE, 2013). No caso da fusariose, doenca que ataca os plantios de
pimenteira-do-reino, ocasionada por um fungo presente nos solos brasileiros (Fusarium solani f.
sp. piperis), atinge primeiramente os tecidos radiculares das plantas (DUARTE, 2004), e seu

acesso pode ser dificultado pelo incremento na parede celular dos vegetais.

Para a producdo desse hormdnio vegetal duas rotas biosintéticas podem ser utilizadas: as
vias dependentes do triptofano como precursor [e.g. indol-3-acetamida (IAM), indol-3-pirtvico
(AIP), triptamida (TAM), indol-3-acetonitrila (IAN)], e as vias ndo dependentes do aminoacido
(e.g. indol-3-glicerol fosfato). Plantas e bactérias possuem um alto grau de similaridades em rotas
biosintéticas do AlA, por exemplo, ambas plantas e bactérias produzem o AlA pela rota do acido

indol-3-pirdvico, no entanto, bactérias benéficas ao crescimento vegetal podem sintetizar auxina
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através de rotas alternativas dependentes e ndo dependentes de triptofano, utilizando mais de uma
rota biosintética do AIA (PATTEN & GLICK, 2002b; SPAEPEN et al., 2007).

A rota dependente de triptofano indol-3-acetamida (IAM), relatada em bactérias
patdgenas de plantas, ndo é observada nos vegetais e pouco encontrada em promotoras do
crescimento vegetal (PGPB), contudo, ja foi caracteristica em algumas bactérias benéficas
importantes para plantas, inclusive bactérias pertencentes ao género Pseudomonas (KOCHAR et
al., 2011). Nesta rota o triptofano € convertido para AIA em duas etapas com o auxilio de duas
enzimas a triptofano-2-monooxigenase e a lAM hidrolase, codificadas pelos genes iaaM e iaaH,
respectivamente. Primeiramente o triptofano € convertido para IAM com o auxilio da triptofano-
2-monooxigenase, depois transformado em AlA pela IAM hidrolase (DUCA et al., 2018).

Em contrapartida aos poucos relatos da rota IAM em bactérias benéficas, a rota indol-3-
piravico (AIP) é a mais comum em plantas e em PGPB’s, incluindo espécies como Pseudomonas
putida, Pseudomonas fluorescens, Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici (SPAEPEN et al.,
2007; IMADA et al., 2017; MELIANI et al., 2017).

Esta rota acontece em trés passos, comecando pela conversdao do aminoacido triptofano
em acido indol-3-piravico (AIP) pela enzima amino transferase, seguido de uma etapa de
descarboxilacdo do AIP em indol-3-acetaldeido (IAAIld) e posteriormente a oxidacdo do IAAIld
em AIA. O gene ipdC é responsavel por codificar a enzima indolpiruvato descaboxilase
responsavel pela descarboxilagdo do AIP transformando-o em IAAId, considerada uma enzima
chave para sintese de AlA via rota do AIP. Em Pseudomonas putida (GR 12-2) Patten & Glick
(2002a) descobriram a que a rota estd relacionada a expressdao do gene ipdC (indolpiruvato

descaboxilase), ou seja, € uma bactéria produtora de AlA pela via do acido indol-3-pirtvico.

1.1.4. Solubilizacdo de fosfato

O fosforo € um elemento que constitui biomoléculas importantes como o DNA e o ATP,
essencial para a manutencdo de todas as formas de vida. Em plantas é caracterizado como um
macronutriente, ou seja, é necessario em quantidades relativamente altas para uma boa nutricao.
Vegetais em um bom estado nutricional de fésforo apresentam aumento nas taxas fotossintéticas,
melhoria na fixacdo do nitrogénio, estimulacdo da floracdo e frutificagdo (BRADY & RAY,
2013).
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Na agricultura, o fésforo é um nutriente escasso, encontrado nos ambientes naturais em
formas altamente insoldveis, indisponiveis para a nutricdo de plantas. A tentativa de fertilizagdo
fosfatada € um problema para os agricultores, a rapida fixacdo por ferro e aluminio em solos
acidos, formando complexos como AIPO, e FePO,4, ou por magnésio e calcio em solos alcalinos e
neutros, que formam o complexo Cas(PO,),, acarreta em elevados custos em adubos fosfatados
pouco rentaveis, devido maior parte da adubacdo fosfatada ser perdida por fixacdo ou lixiviacao,
0 que deixa o nutriente indisponivel para a planta (LIU et al., 2015, SATYAPRAKASH et al.,
2017).

Além da pouca eficacia na fertilizacdo fosfatada, as fontes de adubos fosfatados séo
monopolios de poucos paises. A principal fonte para a producdo de adubos fosfatados séo rochas
fosfatadas: apatitas, hidroxiapatitas e oxiapatitas, maior parte das jazidas concentradas no
Marrocos e em outros trés paises (China, Estados Unidos e Radssia), ou seja, € um recurso natural
finito, potencialmente esgotavel (ZAPATA & ROY, 2004; ELSER & BENNET, 2011).

As rochas fosfatadas sdo a primeira etapa do ciclo biogeoquimico do fdsforo,
intemperizadas, liberam o nutriente para o solo (TIESSEN et al.,, 1984; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). O intemperismo bioldgico realizado por bactérias solubilizadoras de fosfatos,
pode contribuir na disponibilizac&o de formas soltveis de fésforo (H,PO4 e HPO,*), e ajudar no
desenvolvimento de plantas por meio da biofertilizacdo. A liberacdo de &cidos organicos e
enzimas (e.g. fitases e fosfatases) por essas bactérias sdo capazes de solubilizar ou dissolver os
fosfatos minerais pela diminuicdo do pH, quelar os cations que se ligam ao fosfato, e hidrolisar o
fosforo organico do solo liberando prétons e mineralizando os fosfatos organicos (TARAFDAR
& CLAASEN, 1988)

Estudos revelam que a simbiose de plantas com bactérias solubilizadoras de fosfato
estimula o desenvolvimento do vegetal pela disponibilizacdo do nutriente proximo ao sistema
radicular devido a baixa mobilidade do fosforo, mostrando que a producdo de acidos organicos,
principalmente o acido-2-ketoglucdnico, sdo capazes de solubilizar fosfato de aluminio, fosfato
de ferro e o fosfato tri calcico (SARAPATKA & KRSKOVA, 1997; OLIVEIRA et al., 2009).
Estes micro-organismos sdo capazes de absorver o P em poros a distancias inacessiveis as raizes
e obtém a capacidade de absorver o fosforo diretamente da liteira caida antes do dreno do solo,

assim, recicla o fésforo novamente para o ciclo biogeoquimico (HERRERA et al., 1978).
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Bactérias solubilizadoras de fosfatos inoculadas em mudas sdo muito utilizadas para a
estimulacdo do desenvolvimento das plantas quando implantadas em condigdes ambientais
adversas de estresses, além de favorecer a tolerancia a doengas (SOUCHIE et al., 2005; BRITO
et al., 2017). Muitos géneros e espécies de bactérias, entre estas pode se destacar os géneros
Pseudomonas, Bacillus, Rizhobium e Enterobacter considerados os maiores solubilizadores de
fosfatos, porém outros géneros como a Acetobacter, Aerobacter, Achromobacter,
Flavobacterium, Burkholderia, Agrobacterium e Erwinia, sdo frequentemente reportados como
solubilizadores (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; SATYAPRAKASH et al., 2017).

A producdo do principal &cido orgéanico responsavel na solubilizagdo de fosfatos requer
a expressdo de genes, por exemplo, 0 gabA expresso pela Pseudomonas cepacia responsavel pela
sintese de acido glucénico, porém o composto organico necessita de um cofator expressa pelos
genes pqg, que codifica a proteina co-fatora pyrroloquinoline quinona, necessaria para a
formacdo da holoenzima glicose desidrogenase (GDH-PQQ), que catalisa a producdo de &cido
glucénico o qual ajuda na solubilizacdo de fosfatos insoldveis como o fosfato di-calcio e
hidroxiapatita (BABU-KHAN et al., 1995; MISRA et al., 2012).

Além da excrecdo de acidos organicos capazes de dissolver diretamente o mineral
fosfatico quebrando as ligacdes e/ou quelando cétions que acompanham o anion fosfato, a
sintetize enzimas como as fosfatases, expressas pelo grupo génico Pho-box em muitos micro-
organismos, conseguem hidrolisar o fosfato organico do solo (ANTIBUS et al., 1981; CHEN et
al., 2006). A producdo de fosfatases alcalinas (ALP’s, do inglés Alkaline phosphatases),
glicoproteinas produzidas através da expressdao dos genes phoA (fosfatase alcalina), phoD
(fosfodiesterase), phoX (fosfatase alcalina monomeérica) séo responsaveis por catalisar a hidrélise
de fosfomonoesteres e fosfodiesteres, algumas betaproteobacterias como as Pseudomonas spp.
expressam esses genes que ajudam na disponibilizacdo do fosforo inorganico, pela reciclagem de
glicerol fosfodiésteres (SHARMA et al., 2013; LIDBURY et al., 2017).
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2. CARACTERIZACAO DE Pseudomonas QUANTO A PRODUCAO DE
COMPOSTOS POTENCIALMENTE BIOESTIMULANTES DO
DESENVOLVIMENTO VEGETAL

2.1. Introducéo

Estudos com micro-organismos séo frequentes e atraem atengéo, principalmente devido
ao fato de que muitos sdo patdgenos que causam doencas e prejuizos aos seres vivos, contudo,
varios desses seres microscopicos sao estudados devido vantagens na producdo de substancias
benéficas em &mbitos farmacoldgicos, na industria alimenticia e na agricultura (CANO, 2011;
GOBBETTI et al., 2010; PARSHIKOV et al., 2014).

Dentre estes micro-organismos benéficos destacamos a g@género Pseudomonas
constituidos por bactérias gram negativas muito encontradas no solo ou em simbiose com plantas,
conhecidas em diversas literaturas como promotoras de crescimento vegetal, atua em fungdes de
desenvolvimento vegetal e no biocontrole de fitopatdgenos, a exemplo dos fungos: Fusarium
oxysporum, Phytophtora infestans, Rhizoctonia solani, Pestalotiopsis theae, Nigrospora
sphaerica (RAAIJMAKERS & WELLER 2001; DE SOUZA & RAAIIMAKERS, 2003;
MAZURIER et al., 2009; SARHAN & SHEHATA, 2014; DUTTA & THAKUR, 2017).

S&o caracteristicas de alguns individuos do género Pseudomonas a producdo de
sideroforos, capazes de promover o controle de patdgenos pelo antagonismo por ferro,
fitohormdnios como o &cido indolacético (AlA) e enzimas que solubilizam fosfatos do solo
(PATTEN & GLICK, 2002b; MARATHE et al., 2015).

Estes compostos podem ajudar a combater doencas de diversas formas, seja pelo
enrijecimento das paredes celulares ocasionados por fitohorménios como o AIA, ou em
consequéncia ao antagonismo da nutri¢do por ferro no caso de sider6foros bacterianos, que levam
ao melhor desenvolvimento das plantas associadas com essas bactérias, além de auxiliar em uma
maior producdo agricola por possuirem a capacidade de solubilizar e disponibilizar fosfatos para
a planta (MOHITE, 2013; SAHA et al., 2016; MAKSIMOV et al., 2018).
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Metodologias de percepcdo e quantificacdo desses compostos ja foram relatadas e
consideradas confiaveis para as avaliaces bacterianas. Estas envolvem o crescimento de isolados
in vitro em meio especificos, que pela inativagdo do AIlA, pela percepcdo da formagdo do
complexo ferro-sideréforo ou pela dissolucdo dos fosfatos inorganicos, analises colorimétricas
sdo capazes de quantificar a producdo dessas substancias produzidas por bactérias promotoras do
crescimento vegetal (TANG & BONNER, 1947; GODON & WEBER, 1951; KANTZNELSON
etal., 1962; SCHWYN & NEILANDS, 1987; NAUTIYAL, 1998).

No solo, individuos da microbiota encontram-se em um ambiente extremamente
competitivo, e buscam alternativas para sobrevivéncia, uma das habilidades encontradas por
alguns micro-organismos é invadir o tecido das plantas e realizar uma relacdo benéfica longe da
interferéncia de fatores quimicos, fisicos e biologicos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). As
bactérias endofiticas séo definidas como aquelas com capacidade de colonizar os tecidos e 0rgaos
internos de plantas, sem assumir um comportamento patogénico ou causar danos ao vegetal,
algumas reportadas como promotoras de crescimento vegetal capazes de produzir
fitoestimuladores, biofertilizantes e substancias de biocontrole (HALLMANN et al., 1997
PATTEN et al., 2012).

Nascimento et al. (2015) na tentativa de combater a fusariose da Piper nigrum L.,
isolaram bactérias endofiticas de raizes da Piper tuberculatum Jacg., afim de averiguar se a
resisténcia ao Fusarium solani f. spp. piperis nessa piperdcea amazoénica identificada por
Albuquerque et al. (2001), esta ligada a interagdes bacterianas. Encontraram a partir de estudos
de antagonismo com o fungo, dois isolados previamente identificados como pertencentes do
género Pseudomonas denominados de Pt12 e Ptl13, que in vitro foram capazes de inibir o

Fusarium solani f. sp. piperis.

Tendo em vista compostos produzidos pelas PGPB’s como possiveis substancias
inibidoras do crescimento do Fusarium solani f. sp. piperis produzidas pelos isolados
identificados por Nascimento et al. (2015). O presente estudo tem como objetivos a
caracterizacdo dos isolados Pt12 e Pt13 quanto a capacidade de produzir sider6foros, acido

indolacético (AlA) e solubilizar fosfatos.
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2.2. Material e métodos

2.2.1 Isolados de Pseudomonas endofiticas

O estudo foi realizado no Laboratério Francisco Mauro Salzano (Laboratério de
Biologia Molecular), localizado na Universidade Federal do Pard - UFPA, o qual utilizou 0s
isolados endofiticos provenientes das raizes da Piper tuberculatum Jacq, previamente
identificados por Nascimento et al. (2015) por meio do sequenciamento do gene 16S, pertencem
ao género Pseudomonas, e foram denominados de Ptl2 (Pseudomonas putida) e Pt13
(Pseudomonas sp.), estes se encontram preservados no laboratorio em solugéo de glicerol. Para o
estudo, os isolados foram inoculados e cultivados em meio TSA para verificacdo da qualidade e

renovacdo das colbnias.

2.2.2. Producéo de siderdforos pelos micro-organismos do género Pseudomonas

2.2.2.1.Deteccdo em meio CAS sdlido

A producéo de sideréforos em meio Cromo azurol S solido foi avaliada de acordo com a
metodologia proposta por Schwyn & Neilands (1987). Para isso se utilizou trés solucdes

misturadas: a solucdo mae; a parte sdlida e o meio MM9, na proporcao de 8:1:1, respectivamente.

Para o preparo da solucdo mae, foram utilizadas trés solugbes: Solucdo | - 60,5 mg de
Cromo azurol S dissolvidos em 50 mL de H,O; Solucdo Il - 10 mL de solucédo de Ferro 111 (FeCl;
X 6H,0 100 mM, HCI 10 mM); Solucéo I11- 40 mL da solu¢do 10 mM de HDTMA (brometo de
hexadeciltrimetilamio), misturadas na ordem numérica das solucdes. A parte sélida consiste em
3,01 g de tampdo de Pipes e 1,5 g de agar aferidos para 80 mL em pH 6,8. J& 0 meio MM9 foi
feito com: 1,28 g de Na;HPO,; 0,3 g de KH,PO4; 0,05 g de NaCl; 0,1 g de NH4Cl, 20% de
glicose filtrada em filtro de 0,22 pum.
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Para a deteccdo de sider6foros em meio sélido, os dois isolados foram inoculados em
meio TSB 3% e incubados sob agitacdo (150 rpm, 28 °C) durante 12 h, a fim de favorecer o
crescimento bacteriano e utilizar células renovadas no experimento. Crescidos, os indculos foram
diluidos em trés repeticGes na proporcdo de 1: 100 em dois meios diferentes: LB 2% (Luria
Bertani) e TSB a 0,6%, meios com concentracdo pequena de ferro para favorecer a produgéo de

siderdforos pelas bactérias.

As bactérias foram cultivadas durante cinco dias, aliquotas foram coletadas em
intervalos determinados (24, 72 e 120 h), primeiramente, para a leitura da absorbancia das
culturas a 600 nm referente ao crescimento bacteriano, e depois para a retirada de 100 um dos
sobrenadantes, inoculados em pogos de 10 mm de diametro furados meio CAS sdlido e incubados
por 48h na auséncia de luz, apds centrifugacao (10.000 rpm por 10 minutos).

Como controle negativo da producéo de sideroforos foi utilizado os meios (LB e TSB)
de cultura sem bactéria inoculada. A formacéo de um halo amarelado ao redor dos pocos é o sinal

positivo para a producdo de sideroforos, os quais os didmetros foram mensurados.

2.2.2.2.Producdo de siderdforos em solucdo CAS

Para a quantificacao de sideréforos dos dois isolados por espectrofotometria Vis/UV, foi
utilizada a solucdo CAS, preparada de acordo com o protocolo de detec¢do de sider6foros de
Schwyn & Neilands (1987).

Seis mililitros de HDTMA 10 mM diluidos em agua foram adicionada em um frasco de
100 mL, gentilmente misturados com 1,5 mL de uma solucdo de ferro Il (FeCl; x 6H,O 100
mM, HCI 10 mM) e 7,5 mL de solucdo CAS (2mM). Foi dissolvida em agua 4,307g de
piperazina anidra e ajustada com HClI para o pH 5,6, esta solu¢do tampéao foi adicionada ao frasco

até o volume final de 100 mL.
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Os isolados foram cultivados durante cinco dias em meio LB 2%, coletadas aliquotas
das culturas para a mensuracdo do crescimento em espectrofotometria Vis/UV (600 nm) e para a
coleta dos sobrenadantes.

Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante de cada cultura foi misturada com 0,5 mL da
solucdo CAS, apds 30 minutos da reacdo, foram lidas as absorbancias dos tratamentos em um
comprimento de onda 630 nm. A quantidade de sider6foros foi determinada pela reducéo
percentual na cor azul da solugdo, em unidades de sider6foros (SU%) comparado ao controle
negativo, calculada pela formula: SU%= [(Ar-A)/Ar] x 100, onde AR é a absorbancia referéncia
a 630 nm (solucdo CAS + meio sem inoculacdo de bactéria) e A é a absorbancia da amostra
(solugdo CAS + sobrenadante).

2.2.3. Producéo de acido indolacético pelos micro-organismos do género Pseudomonas

Para a avaliacdo da producdo de AIA pelos isolados Pt12 e Pt13 foi realizado os testes
segundo a metodologia de Bric et al. (1991) e Godon & Weber (1951), o quais utilizaram meio de
cultura suplementado com L-Triptofano juntamente com o reagente de Salkowski, em cultivos

em TSA e por métodos colorimétricos em TSB.

2.2.3.1. Producédo de AIA em membranas de nitrocelulose

Foram inoculados os isolados em meio TSB 3% e incubados 12 horas sob agitacdo (150
rpm, 28 °C) para o crescimento de células metabolicamente ativas. Utilizou-se a metodologia de
Bric et al. (1991), foram inoculadas as bactérias em meio TSA suplementado com L-Triptofano 1

g/L e 3 g/L (modificacdo) e cobertas com membrana de nitrocelulose.

Apos 48 h de crescimento em temperatura ambiente, as membranas de nitrocelulose

foram removidas e tratadas com o 2,5 mL de reagente de Salkowski (1,2% de FeCl; e 37% de



33

H.SO,) e incubadas no escuro, posteriormente avaliadas. O resultado positivo é demonstrado pela

formacéo de uma coloracéo résea ao redor das colonias.

2.2.3.2. Quantificacdo o AIA em meio liquido

A quantificacdo do AIA foi realizada pelo método colorimétrico descrito por Gordon e
Weber (1951). Os isolados foram cultivados durante 12 horas em meio TSB 3%, em seguida as
culturas foram diluidas na propor¢do 1:100 em duas concentracdes do meio TSB suplementado
com L-triptofano [(TSB-Trp); (0,2 g/L e 3 g/L)], com trés repeti¢bes. Aliquotas da cultura foram
coletadas periodicamente (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h) para a avaliagdo do crescimento
bacteriano a 600nm, e para a centrifugacao (10.000 rpm durante 10 minutos). O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, onde foi acrescentado o reagente Salkowski na proporcéo 2:1 e
incubado por 20 minutos na auséncia de luz. A concentracdo de AlA produzida por cada bactéria

foi determinada em pelo espectrofotémetro Vis-UV a 530 nm de comprimento de onda.

Um extrato aquoso da Piper nigrum L. foi preparado segundo Jasim et al. (2014), com a
intencdo de estimular a producdo de AlA pelas bactérias, em um meio TSB-Trp com compostos
da pimenteira. Foram macerados em solucdo aquosa tecidos do caule, raizes e folhas, filtrados em
filtros de papel e esterilizados com filtro de membrana de 0,45 um. Este extrato foi usado na
concentracdo de 0,5% (v/v) nas diferentes concentracGes do meio TSB-Trp, feito os mesmos

procedimentos da quantificacdo do método de Gordon e Werber (1951).

Para a determinacdo da producdo de AlA pelos isolados, foi realizada uma curva padréo
a partir de concentra¢bes conhecidas do auténtico acido-3-indolacetico diluido em meio TSB.
Apos tratamento com o reagente de Salkowski foram mensurados os graus de absorbancia de
cada concentracdo (530nm), e a partir da analise de regressdo linear dos dados de absorbancia x
concentracdo de AlA, foi obtida a formula mais adequada as dados, com o célculo do coeficiente

de determinago (R?) e o p-valor.
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2.2.4. Solubilizacéo de fosfato

2.2.4.1. Solubilizagdo em meio NBRIP sélido

Para a avaliacdo da solubilizacdo de fosfato pelas bactérias estudadas, foi preparado o
meio de cultura NBRIP (NAUTIYAL, 1998), para 1000 mL: 10 g de glicose filtrada; 5 g de
MgCl,.6H,0; 0,25 g MgS0,.7H,0; 0,2 g de KCI; 0,1 g de (NH4),SO, 15g de &gar;
suplementado com 5 g de Ca3(PO,), e ajustado pH 7,0.

As bactérias foram submetidas ao crescimento de 12 horas em meio TSB a 3% sob
agitacdo (150 rpm, 28 °C), estas foram lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada em
centrifugacdes a 10.000 rpm por 5 minutos, ressuspendidos os pellets em 1 mL de agua.

Para a avaliacdo da solubilizacdo de fosfato em meio NBRIP solido, foram feitos pocos
de 10 mm de diametro, para a inoculacdo de 100 pul das culturas lavadas em triplicatas. O
tamanho dos halos formados foi medido sete dias ap0s a inoculacdo no meio NBRIP solido e
feito o calculo do indice de solubilizacdo: IS = (Diametro do halo + Diametro da cultura)/
Diametro da cultura (NGUYEN et al., 1992).

2.2.4.2. Solubilizagédo de fosfato NBRIP liquido

Para quantificar a solubilizacdo de fosfatos em meio liquido foi utilizado meio NBRIP
sem adicdo de agar. Os experimentos foram realizados com trés repeticbes, 10 mL do meio
NBRIP foram inoculadas com 200 pl dos isolados apds trés lavagens em &gua destilada e
autoclavada (centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos). Os tubos foram submetidos a agitacédo
no shaker (150 rpm, 28 °C) e avaliados periodicamente durante os intervalos 24 h, 48 h, 72 h e

96 h de crescimento.

Aliquotas das culturas crescidas nos intervalos propostos e um controle negativo (meio

NBRIP sem indculo), tiveram o pH mensurado, e ap6s duas centrifugacdes a 12.000 rpm por 15
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minutos foi determinada a quantidade de fosforo sollvel analisada pela reacdo do sobrenadante
bacteriano na proporcao de 1:5 com a solucdo do método molibdénio azul (MURPHY & RILEY,
1962). Apo6s 10 minutos da reacéo foi lida a absorbancia da solubilizacdo de fosfato a 882 nm.

A quantidade de fosforo sollvel deu-se pela diferenca entre os valores de absorbancia do
controle pela absorbéancia dos tratamentos, comparados com a curva padréo, feita a partir de
concentragdes conhecidas de KH,PO, (70% PO,) reagidas com a solugdo de deteccdo de fosforo
e lidas em 882 nm ap6s 10 minutos de reacdo. A partir da analise de regressdo linear dos dados
de absorbéancia x concentracdo de PO,, foi obtida a férmula mais adequada aos dados, com o
célculo do coeficiente de determinacéo (R?) e o p-valor.

2.2.5. Analise dos dados

As andlises estatisticas formam efetuadas com o auxilio do software estatistico R-Studio
v. 1.1.456, utilizando o pacote “Agricolae”. Todos os experimentos foram efetuados em
delineamento inteiramente ao acaso, utilizando os dois isolados para cada composto analisado em
trés repeticdes. Analises de variancia (ANOVA) foram realizadas e ap0s a significancia dos
dados, o teste de Fisher (LSD) foi realizado para analise de comparacdo maltipla e o teste SNK

para dados independentes, ao nivel de significancia de p<0,05.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Producao de sider6foros

A producéo de sideréforos foi determinada pela formacdo de halos distintos da cor azul
do meio, que levam a considerar uma bactéria produtora desta substancia. Dos dois isolados em
estudo, a formacdo do halo foi visualizada apenas no Pt12, o isolado Pt13 ndo apresentou indicios
de producdo de sideroforos pela reacdo de seus sobrenadantes com placas de CAS sélido, quando
cultivado em meio TSB 0,6% ou LB 2% (FIGURA 4).
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Sider6foros sdo compostos quimicos de baixo peso molecular, frequentemente
produzidos na auséncia de ferro para suprir a necessidade nutricional de determinado ser vivo
(SAHA et al., 2013). A detec¢do desse composto organico em meio CAS solido é percebida pela
mudanca da coloragdo do meio de azul para amarelo-alaranjado ao redor das colonias (SCHWYN
& NEILANDS, 1987).

Ma et al. (2016) estudaram uma Pseudomonas sp. p21, produtora de pioverdina que
apresentou a formacdo de halos ao redor das coldnias bacterianas, ao contrério de outras bactérias
do mesmo género ndo produtoras de sideréforos, e de genoma muito préximo a Pseudomonas
putida KT2440 (NELSON et al., 2002).

Os sideroforos bacterianos liberados possuem a habilidade de promover a biofertilizacédo
das plantas associadas com bactérias produtoras da substancia quelante de ferro, e também
caracteristica de inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos pela competicdo por ferro
(NOVAIS et al., 2007; KHAN et al., 2017). Relatos de bactérias do género Pseudomonas podem
ratificar que a producdo de sideréforos por isolados bacterianos pode esta ligada a inibicédo
fungica (EL-SAYED, 2014; DUTTA & THAKUR, 2017; KAUR et al., 2017; UZAIR et al.,
2018).

Nos isolados Pt12 e Pt13 a inibicdo do fungo Fusarium solani f. sp. piperis ja foi
relatada por Nascimento et al. (2015), podendo a producéo de sideréforos pelo isolado Pt12, ser
uma das substancias que ajudaram na inibicdo in vitro do patégeno causador da fusariose. Visto
que ndo sO apenas os siderdforos sdo capazes de inibir o desenvolvimento de patdgenos, no caso
do isolado Pt13, outras substancias podem estar correlacionadas a sua capacidade de inibir o

Fusarium.
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Figura 4 - Producédo de sideroforos pelos isolados Pt12 e Pt13 em meio CAS sélido ap6s 24, 72 e 120
h de cultivo nos meios 2% LB e 0,6 % de TSB. A presenca da coloracdo amarelada em trono dos pogos
feitos nas placas de CAS solido significa a producdo dos sideréforos. A direita é apresentada
esquematizacdo da placa que reagiu com o sobrenadante, a esquerda verificam-se os halos formados do
isolado Pt12 cultivados nos dois meios e colocados em pogos de 10 mm de didmetro.

0,6% TS

Fonte: AUTOR

Quando analisada a producdo de sideréforos, levando em consideracdo a mudanca no
tempo de cultivo do isolado Pt12 nos meios estudados (TSB e LB), o tamanho dos halos nédo
obtiveram diferencas significativas quando deixadas crescer em por um tempo maior (TABELA

1).
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Tabela 1 - Produgao de siderdforos pelo isolado Pt12. A partir da mensuragdo do halo formado ao redor
dos pocos e densidade Optica de crescimento bacteriano a 600 nm, ap6s cultivo nos meios 2% LB e 0,6%
TSB durante 24, 72 e 120 h. Os valores sdo dados como médiatdesvio padréo de trés repeticdes. Letras
mindsculas se referem a diferenca em relacdo ao tempo de cultivo, e letras mailsculas se referem a
diferenca em relacéo entre os meios de cultivo.

Crescimento Pt12| Tamanho do halo Crescimento | Tamanho do hala
Tempo 0 Pt12 0.6% Pt12 0.6% TSB
Pt12 2% LB (mm
2% LB (600nm) OLB (MM |+ o5 (600 nm) (mm)
24h 1,510 15,16 +0.02 a A 1,284 16,04 +0.12 a A
72h 1,767 15,17 £0.08 a A 1,352 16,49 +0.08 a A
120h 1,945 14,78 £0.07 a B 1,235 16,71 £0.03 a A

Médias seguidas de mesma letra mindscula e mailscula ndo diferementre si, ao
nivel de significAncia de 5%, pelo teste de Fisher (LSD) e SNK,
respectivamente.

Fonte: AUTOR

O diferencial do meio de cultivo bacteriano para favorecer a producdo de sideréforos,
também n&o foi significativo para os cultivos de até as 72 h. Ambos os meios utilizados para o
cultivo mostram-se eficazes para induzir os isolados na liberacdo dos sider6foros quelantes de
ferro, no entanto, apds 120 h de cultivo o0 meio 0,6% TSB apresentou maior tamanho médio do
halo em comparacdo ao 2% LB (TABELA 1). Triptona soja (TS) € um meio muito utilizado para
a selecdo e identificacdo de bactérias endofiticas de diversas partes da planta, € um meio que
consegue promover o crescimento e adaptacdo de um maior nimero de endofitos de diversas
partes da planta quando comparado com outros meio de cultura utilizados para 0 mesmo
propésito (MARAG & SUMAN, 2018).

O meio CAS solido € muito utilizado para detectar bactérias produtoras de sideréforos,
porém utilizado sozinho, é capaz de ocultar alguns estipes produtores da substancia, visto que sao
encontradas bactérias que produzem grandes quantidades de sideréforos em solucdo liquida, mas
nem sempre produzem halos no meio sélido (ALEXANDER & ZUBERER, 1990).

Contudo, mesmo nas analises de deteccdo em solucdo CAS, o isolado Pt13 ndo foi capaz
de produzir sider6foros. Apenas no isolado Pt12 foi observada a alteragdo na coloracdo da
solucdo composta pelo sobrenadante bacteriano e a solucdo de deteccdo de sideroforos,

enfraquecendo o azul da solucdo de acordo com o tempo de cultivo do isolado em meio LB
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(FIGURA 5). Segundo Schwyn & Neilands (1987) a producdo de sider6foros por isolados
bacterianos leva a alteragdo da cor da solucdo para uma cor alaranjada a résea, confirmando a

producéo pelo isolado Pt12.

Figura 5 - Detecgdo de sideréforos em solugdo CAS. A partir do crescimento bacteriano no meio 2%
LB nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas, notou-se a mudanca na coloracdo em relacdo ao controle
(sem bactéria) com o passar do tempo, quando reagido o sobrenadante do isolado Pt12 com a solucédo
CAS.

= e | \!
e=g = | == =

Controle ~ 24h  48h 72h 96h 120h

Fonte: AUTOR

Feita a mensuracdo das absorbancias das reacGes, foi possivel a quantificacdo dos
sideroforos do isolado Pt12 cultivado em meio 2% LB, pelo célculo das unidades de sideréforos
(SU%) em relacdo ao controle, nos diferentes intervalos de tempo. A producdo de sider6foros
pelo isolado teve uma tendéncia crescente com o passar do tempo, ou seja, apds 120 h de cultivo

0 isolado conseguiu produzir a maior quantidade de sider6foros (FIGURA 6).
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Figura 6 - Producéo de sideréforos com solucdo CAS. Quantificagdo a partir do cultivo bacteriano no
meio 2% LB nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas, em trés repeti¢fes. Valores de médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Fisher (LSD).
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Fonte: AUTOR

Soni et al.(2016) estudaram a producdo de sideroforos e potencial antagdnico a fungos
patogénicos de 26 isolados de Pseudomonas da rizosfera de maca e pera, e conseguiram mostrar
que todos os isolados sdo capazes de produzir sider6foros em meio CAS solido e em solugéo
CAS. Além disso, a maior parte desses isolados foi capaz de inibir o crescimento de patdégenos
como: Fusarium oxysporum, Dematophora sp., Alternaria sp. e Pythium sp., ndo eliminando a
possibilidade da inibicdo do Fusarium solani f. sp. piperis pelo isolado Pt12 ser devido a

producdo de compostos de potencial antagbnico como os sider6foros quelantes de ferro.

Verma et al. (2016) identificaram uma bactéria da espécie Pseudomonas putida isolado
DE-18 capaz de inibir em experimentos laboratoriais os fungo patogénicos da macd
Dematophora nectarix e Phytopathora cactoram, esta foi capaz de produzir sideroforos (42,18
%SU), além da producdo de AIA e solubilizacdo de fosfatos. Valor proximo aos isolados
estudados por Sharma et al. (2017) que encontraram Pseudomonas sp. capazes de produzir o
méaximo de 43,32 SU% e minimo de 25,92 %SU, productes de sider6foros préximas ao isolado

Pt12, que em 120 h de cultivo conseguiu a méxima producgéo de 31 %SU.
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Outra relacdo obtida foi a do crescimento bacteriano com a producgdo de sideréforos,
com o crescimento no numero de celulas, houve um crescimento na producéo de sidero6foros
(FIGURA 6). Em Pseudomonas spp. ha maior producéo de sider6foros na fase logaritmica de
crescimento bacteriano, decrescendo a quantidade na medida em que chega a fase estacionaria
(YU et al, 2017, SINHA et al, 2019).

2.3.2. Producéo de AIA

A producéo de &cido indolacético exdgeno por bactérias associadas com plantas € uma
caracteristica importante relacionada a bactérias promotoras do crescimento vegetal. A utilizagédo
do reagente de Salkowski para a inativagdo do AIA liberado no meio é realizada para a
quantificacdo da producdo do horménio (TANG & BONNER, 1947). Feita as analise das duas
Pseudomonas pelas metodologias utilizadas, resultados satisfatorios foram obtidos para a

producdo do horménio.

No cultivo dos isolados em meio TSA suplementado com triptofano, seguindo a
metodologia de Bric et al. (1991) cujo o meio de cultura foi suplementado com 1 g/L de L-
triptofano e coberto com nitrocelulose, ndo foi observado nitidamente a formacdo da coloracéo
rosea ao redor das culturas bacterianas. Porém, com a modificacdo metodologica na concentragédo
de L-triptofano para 3 g/L, melhor foi observada a presenca de uma coloracdo em torno das

culturas.

Em contrapartida aos resultados pouco visiveis em membranas de nitrocelulose, a
metodologia colorimétrica em meio TSB-Trp foi bem visualizada quando comparadas as
bactérias crescidas nas duas concentraces de L- triptofano (0,2 g/L e 3 g/L), afirmando que os

isolados Pt12 e Pt13 possuem a capacidade de produzir AlA.

Foi realizada a quantificacdo do acido indolacético dos isolados a partir de uma curva
padrdo, modelo matematico feito por meio das tendéncias dos dados, obteve-se o0 ajuste de uma
formula de tendéncia linear com parametros de erros confidveis para estimar as concentracées de
AlA dos isolados em estudo(y = 0,0093x + 0,0347; R?*= 0,9856; R,? = 0,9838; p-valor < 0,05).
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Foi possivel observar entre as bactérias estudadas que a maior producdo de AlA esta na
maior concentracdo de triptofano, levando a concluir que as bactérias produzem maior parte do
horménio por vias dependentes do triptofano, sendo estas diretamente proporcional a quantidade
do aminoéacido (TABELA 2). Bactérias sdo capazes de produzir AlIA na auséncia de triptofano,
porém quando presente 0 aminoacido no meio de cultura, hd maior atividade bacteriana para a
producdo de compostos indolicos, utilizando este na rota como precursor, crescendo a producao
do hormonio (JAYAPRAKASHVEL et al., 2014). Sasirekha et al. (2012) verificaram em
trabalhos com o género Pseudomonas que a producédo de AIA cresceu de 80 pg/mL para 132
pg/mL, quando a suplementacdo de L-Triptofano foi alterada de 0,1 g/L para 0,5 g/L.

Em relacdo ao crescimento bacteriano, este manteve-se proximo independente da
concentracdo de triptofano no meio, contudo, é de se considerar que é diretamente proporcional a
producdo de AIA em ambos 0s experimentos, ou seja, enquanto as bactérias ndo alcagaram um
crescimento elevado, préximo a fase estacionaria, pouco foi o AIA produzido (FIGURAS 9 e 10).
Este resultado afirma o AIA como um metabdlito secundario que a bactéria produz em maior
quantidade quando j& terminada a fase crescimento logaritimica (trofofase), e esteja na fase
estacionaria (idiofase) (TORTORA et al., 2012). Metabdlitos secundarios sdo produtos
especificos produzidos por uma ou poucas espécies de bactérias, ndo possuem funcdo Obvia no
crescimento bacteriano, por conta disso, sdo sintetizados apds o0s metabdlitos primarios,
produzidos durante a multiplicacdo celular para suprir as necessidades imediatas (WEINBERG,
1970).
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Tabela 2 - Producdo de acido indolacético (ng/mL) nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 h apds a
inoculacéo dos isolados Pt12 e Pt13 no meio TSB-Trp nas concentragdes de 0,2 g/L e 3 g/L, com e
sem extrato da P. nigrum. Os valores sdo dados como média +desvio de trés repeti¢des, se seguidos de
mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste SNK.

Tempo de cultivo emmeio TS-Triptofano 0,2 g/L

Isolados 24h 48h 72h 96h 120h

Pt12 0,00 b{ 0,00 b 0,00 b 075+128 b| 684+19% c

Ptl12ext 0,00 b{ 0,00 b 021+357 b| 308+556 b| 989 £537 bhc

Pt13 16,16 £2,22 a| 2154 +236 a| 1835+184 a| 1523 +£161 a|14,30 £0,90 ab

Pt13ext | 16,30 +3,36 a| 2448 £+397 a| 2050 £219 a| 1684 £167 a |1605+141 a
Tempo de cultivo em meio TS-Triptofano 3 g/L

Isolados 24h 48h 72h 96h 120h

Pt12 62,18 £12,11 a| 67,06 £9,92 a| 71,32 £957 b|111,32 £1,77 a | 7577 £0,76 a

Pt12ext (104,91 +324 a 107,06 £4,55 a|127,16 £+143 a|112,29 +328 a (77,60 £2,34 a

Pt13 61,29 £394 a| 76,13 £4,26 a| 61,65 £4,68 b| 58,71 £2,77 b|55,77 £10,03 b

Ptl3ext | 93,22 +1399 a| 60,82 £125 a| 4523 +0,62 b| 48,35 +4,85 b [40,86 £295 ¢

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste

SNK.

Fonte: AUTOR

No experimento com menor suplementacdo L-triptofano, a Pt13 produziu mais
horménio quando comparada a Pt12 cultivada com e sem extrato (TABELA 2), em 48 h o isolado
Pt13 apresentou o pico de producdo, enquanto a Pt12 demorou até as 120 h para alcancar a

méaxima producdo com o extrato da pimenteira (FIGURA 7).
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Figura 7 - Producdo de &cido indolacético (ng/mL) na concentracdo de 0,2 g/L de L-triptofano. O
crescimento bacteriano foi mensurado na densidade dptica a 600 nm e relacionado ao AlA produzido. (A)
Pt12 sem extrato; (B) Pt13 sem extrato; (C) Pt12 com extrato; (D) Pt13 com extrato. Os valores sdo dados
como média de trés repeticdes, se seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de significancia
de 5%, pelo teste de Fisher (LSD).
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Fonte: AUTOR

Diversos trabalhos com o meio suplementado com 0,2 g/L de L-triptofano ja
demonstraram que as bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sdo capazes de produzir
acido indolacético em experimentos laboratoriais. Etminani & Harighi (2018) trabalhando com
bactérias endofiticas isolodas de Pistacia atlantica L., identificaram Pseudomonas protegens
capazes de produzir AIA em uma quantidade variavel aproximadamente de 8 pg/mL a 50 pg/mL

de AIA. Quando comparadas com as bactérias em estudo, demonstra que a Pt13 como uma
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espécie desconhecida do género Pseudomonas se aproximou na producdo de AIA de bactérias
pertencentes a este género.

Experimento com Pseudomonas putida e Pseudomonas fluorescens realizado por
Meliani et al. (2017) com a concentracdo de 0,2 g/L de triptofano, resultou na producéo de 116
pg/mL e 89 pg/mL de AlA, respectivamente. Isso demostra que a espécie Pseudomonas putida
consegue produzir boa quantidade do horménio, sendo uma caracteristica do préprio isolado Pt12
a pouca producdo em baixas concentracdes do aminoacido precursor (PATTEN & GLICK,
2002b).

Ao contrario do experimento com menor concentragdo de triptofano no meio, quando
suplementado com 3 g/L, a producdo de AlA da Pt12 nas duas condi¢Ges de cultivo (Pt12 e Pt12
ext) foi maior em comparagdo com a Pt13 a partir de 96 h de cultivo, antes disso, apenas em 72 h
0 tratamento Pt12ext foi maior que os outros (TABELA 2). A necessidade de triptofano para a
producdo de AIA ¢ diferente nas bactérias estudadas, fazendo com que houvesse uma diferenca
na producdo do horménio quando analisadas as concentracdes de 0,2 g/L e 3 g/L do aminoacido,

sendo o isolado Pt12 o qual possuiu maior necessidade do triptofano para produzir AlA.

Os resultados mostraram que as quantidades de AIA presentes no meio variaram de
acordo com o intervalo de tempo de cultivo. Em 96 h, o isolado Ptl2 produziu a maior
quantidade de AlA, porém quanto tratado com extrato, ndo se obteve diferencas entre a producédo
de AIA e os periodos de cultivo. O isolado Pt13 teve o pico de producdo ap6s 48 h de cultivo,

enquanto Pt13ext teve o pico de producdo apos 24 h (FIGURA 8).

Na comparacdo da quantidade de AIA produzido pelos isolados na presenca e auséncia
do extrato da Piper nigrum em ambas as concentracdes de triptofano estudadas, a adicdo do
extrato da pimenteira no TSB-Trp a 0,2 g/L ndo teve efeito na producdo de AIA das duas
bactérias. Porém, no experimento TSB-Trp 3 g/L obteve-se diferenca positiva na quantidade de
AlA apenas do isolado Pt12 ap6s 72h de cultivo, sendo assim, verificada que a adicdo do extrato
na maior parte dos intervalos de cultivo foi capaz apenas de antecipar os picos de produ¢do do

hormdnio, mas ndo de aumentar as taxas de produgdo (TABELA 2 e FIGURA 8).

A caracteristica da antecipagdo da produgdo de AIA pela suplementacdo do meio com

extrato, pode estar relacionada com a inducdo da producdo AlA na presenca de metabdlitos das
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plantas (JASIM et al., 2014). Plantas hospedeiras fornecem as bactérias associadas agucares,
acidos orgéanicos e aminoacidos, esse favorecimento pode afetar na quantidade e na antecipagdo
da producéo de auxina (KAMILOVA et al., 2006).

Figura 8 - Producdo de acido indolacético (ug/mL) na concentracdo de 3 g/L de L-triptofano. O
crescimento bacteriano foi mensurado na densidade dptica a 600 nm e relacionado ao AlA produzido. (A)
Pt12 sem extrato; (B) Pt13 sem extrato; (C) Pt12 com extrato; (D) Pt13 com extrato. Os valores sdo dados
como média de trés repeticdes, se seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de significancia
de 5%, pelo teste de Fisher (LSD).
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2.3.3. Solubilizacéo de fosfato

A necessidade de alternativas para disponibilizar fésforo no solo, ou pelo menos evitar
perdas nas praticas de fertilizacdo de fésforo no solo, leva aos estudos das bactérias que possuem
capacidade de disponibilizar fosfatos sollveis as plantas. A presenca de halos transparentes ao
redor da coldnia bacteriana crescida no meio NBRIP solido é um indicio da capacidade de ser
uma bactéria solubilizadora de fosfato (KATZNELSON et al., 1962). No estudo, a avaliacdo das
Pseudomonas crescidas no meio NBRIP sdlido apresentou halos formados ao redor do isolado
Pt12, porém a Pt13 ndo apresentou halos (FIGURA 9).

Figura 9 — Experimento em placas de NBRIP solido. O experimento foi realizado em triplicatas dos
isolados Pt12 (esquerda) e Pt13 (direita). A presenca do halo transparente ao redor dos pocos significa a
solubilizacdo do Caz(POy)2.

Fonte: AUTOR

Os halos formados em torno das triplicatas da Pt12 tiveram o indice de solubilizacéo
médio de 2,67 (TABELA 3). Bello-Akinosho et al. (2016) encontraram duas bactérias do género
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Pseudomonas (KM578846_10 1C KR185712_10_8Ab5) capazes de formar halos em placas com
NBRIP em elevados indices de solubilizagdo de fosfato (IS maximo= 7,28), em rela¢cdes a outros
géneros de bactérias como Arthrobacter, Rhodococcus, Acinetobacter (IS= 2,17 a 3,44).
Entretanto, em trabalhos cujos realizaram metodologias préximas ao estudo em questdo, mostram
que essas bactérias pertencentes ao género Pseudomonas quando crescidas em meio NBRIP
solido, os indices de solubilizagdo variam em média de 1,08 a 2,74 (RFAKI et al., 2014; LIU et
al., 2015; BELLO-AKINOSHO et al., 2016; KAUR et al., 2017).

Tabela 3 — Indice de solubilizacéo de fosfatos inorganicos das trés repeticdes do isolado Pt12. IS foi
calculado a partir do tamanho do halo transparente formado ao redor dos pogos no meio NBRIP sélido.

Pt12
Repeticdes indice de solubilizacio Média
1 2,60
2 2,77 2,67
3 2,66

Fonte: AUTOR

Georgieva et al. (2018) avaliou duas Pseudomonas putida, isolado BTCC1046 e isolado
Or5, capazes de solubilizar fosfato tricalcico quando inoculadas em NBRIP, as quais
apresentaram indices de solubilizacdo de fosfato 2,01 e 1,4, respectivamente. Resultados
proximos ao isolado Pt12, o que leva a ser considerada uma bactéria que possui indice de

solubilizacdo médio proximo a bactérias da mesma espécie, Pseudomonas putida.

A selecdo de bactérias que sdo possiveis solubilizadoras de fosfato geralmente é
realizada em meio solido, porém, ndo é o método mais indicado e mais eficiente para a avaliacéo
da atividade solubilizadoras, nem para indicar o potencial solubilizador de bactérias, visto que
existem bactérias que ndo conseguem solubilizar fosfatos em placas, mas conseguem em meio
liquido (NAUTIYAL, 1999; ZENG et al., 2016).

Nos experimentos em meio liquido, novamente o isolado Pt13 ndo foi capaz de
solubilizar os fosfatos insollveis, sendo assim, apenas o isolado Pt12 foi capaz de solubilizar os

fosfatos nessa metodologia. Para a quantificagdo em meio liquido utilizou-se uma curva padrdo
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com concentra¢es conhecidas de PO4’, que a partir de analise regressdo linear, obteve-se uma
formula de tendéncia linear com alto coeficiente de determinacéo, e eficaz para a estimagdo dos
valores de absorbancia lidos nos intervalos da solubilizagdo de fosfato (y = 0,0323x + 0,5581; R?
=0,9893; R%,= 0,9872, p-valor < 0,05).

A mudanca de pH foi uma caracteristica observada no meio de cultivo do isolado Pt12, a
liberagdo de possiveis substancias como enzimas ou &cidos orgénicos, acidificam o meio e podem
realizar a solubilizacdo de fosfatos insollveis, sendo assim, a liberacdo do fésforo solivel em
agua é diretamente proporcional a acidificacdo do meio (LIU et al., 2015; SATYAPRAKASH et
al., 2017). As bactérias ao solubilizarem o fosfato insolivel do meio promovem mudancas de
coloracdo da reagdo entre o reagente do método molibdénio azul e o sobrenadante bacteriano,
sendo mais incolor a medida que o fosfato vai sendo solubilizado (FIGURA 10).

Figura 10 — Visualizacdo da solubilizacdo de fosfato em meio NBRIP liquido. O experimento
evidencia a alteracdo na coloracdo no produto da reacdo entre o sobrenadante dos isolados Pt12, Pt13 e um
controle negativo (sem bactéria) com o reagente molibdénio azul, ap6s 96 h de cultivo dos isolados.

% ‘/K \ “ \.\ '--.
= | L - )
=

Controle Pt12 Ptl13

Fonte: AUTOR

O isolado Ptl12 foi capaz de solubilizar fosfatos em todos os intervalos de tempo,

principalmente, quando o meio de cultivo decresceu para pH 4,0 apés 48 h de incubacéo, tempo
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em que a solubilizagdo tornou-se estavel até as 120 h. Ao contrario desse resultado, o isolado
Pt13 com o maximo de acidez em pH 5,8, ndo conseguiu solubilizar o Caz(PO,4), do meio NBRIP
(FIGURA 11).

Ordofiez et al. (2016) caracterizaram 10 isolados de Pseudomonas capazes de solubilizar
Ca3(P0O4),, em valores que variaram de 27,16 a 110,28 ug/ml de fosforo. Zeng et al. (2016)
obtiveram resultados similarmente ao isolado Ptl2 de um isolado de Pseudomonas
frederiksbergensis (JW-SD2), cujo quando cultivado em meio NBRIP suplementado com
Ca3(P0O,),, foi capaz de solubilizar o fosfato insoltvel e tornar o pH do meio para pH 4,23 apds
24 h de crescimento, além disso, analizaram que ap6s 120 h de cultivo 11 tipos de acidos

organicos foram liberados no meio.

Oteino et al. (2015) estudaram sete isolados e encontraram cinco bactérias pertencentes
ao género Pseudomonas com potencial solubilizador de fosfato tricalcico, todas alteraram o pH
do meio para proximo de pH 4, duas destas eram uma bactéria do género Bacillus e um controle
negativo (E. coli) ndo solubilizadoras de fosfatos, ambas similarmente ao isolado Pt13 tiveram

acidez maxima em acima do pH 5.

Figura 11 — Quantificacdo da solubilizacdo de fosfato pelos isolados Pt12 e verificagdo da mudanca
de pH nos meios dos isolados Pt12 e Pt13 em NBRIP liquido. Nas barras estdo presentes os valores da
quantificacdo de P sollivel dados como média de trés repeticdes, se seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Fisher (LSD).
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Schlemper et al. (2018) estudaram uma Pseudomonas fluorescens (IAC/BECa 141), que
similarmente a Pt13, ndo conseguiu solubilizar fosfato inorganico no meio NBRIP, e também ndo
produziu sider6foros em CAS sélido, apenas capaz de produzir AlA, fato que pode estar ligado a
caracteristicas especificas de espécies do género estudado (TABELA 4). Vérios estudos mostram
que dentro do género Pseudomonas ha uma grande variedade de bactérias com caracteristicas
diferentes (Scagliola et al., 2016; Soni et al., 2016; Rai et al., 2017).

Tabela 4 — Caracteristicas obtidas pelos isolados Pt12 e Pt13 ap06s a realizagdo dos experimentos nas
condigdes definidas, mostrando os resultados que foram positivos (+) e negativos (-).

- Isolados
Anélises
Pt12 Pt13
Producdo de AIA + +
Solubilizacdo de Fosfato + -
Producdo de Sider6foros + -

Fonte: AUTOR

2.4. Conclusao

A bacteéria P. putida (Pt12) foi capaz de produzir sideréforos, AlA e solubilizar fosfato
inorgénico, caracterizando-a como uma possivel PGPB. Desta forma, a bactéria Pt12 apresenta
potencial para promover o crescimento radicular em plantas de pimenteira-do-reino, devido a
producdo de AIA in vitro e sua capacidade de solubilizar fosfatos insoliveis. Além disto, a
capacidade da Pt12 em produzir sider6foros pode contribuir no antagonismo do crescimento do
F. solani f. sp. piperis em plantas de pimenteira inoculadas com esse patdégeno, contudo estudos

futuros elucidardo o papel dessas moléculas nesta interacdo planta-patdgeno.

Em contra partida, a Pseudomonas sp. (Pt13) foi capaz de produzir somente o AlA nas
condicBes testadas, sendo um possivel responsavel pelo crescimento radicular observado em

plantas de P. nigrum inoculadas com este isolado.
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