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RESUMO GERAL

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.), pertencente a familia Piperaceae, € a especiaria
mais importante e difundida no mundo. Esta cultura ¢ originaria do sul da india e hoje é
extensivamente produzida nas regides tropicais. O Brasil € um dos mais importantes
produtores de pimenta-do-reino, sendo o Estado do Para o principal produtor nacional,
responsavel por aproximadamente 66% dessa producdo. No entanto, a producéo brasileira de
pimenta-do-reino vem declinando drasticamente, 47,28% de 2006 a 2014. Esse fato esta
ligado principalmente a doenca causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. Piperis, alem de
fatores abidticos. Este patdgeno provoca a fusariose, que tem causado Sérios prejuizos na
producdo de pimenta-do-reino na regido amazonica. Enquanto as cultivares de pimenteira-do-
reino sdo susceptiveis a fusariose, algumas piperaceas de ocorréncia na regido amazénica
apresentaram resisténcia a infeccdo pelo patdgeno. Entre estas, na espécie Piper tuberculatum
Jacq., conhecida com pimenta de macaco, foram identificadas bactérias endofiticas do género
Pseudomonas capazes de inibir o crescimento do F. solani f. sp. piperis em condigdes in
vitro, como o isolado Pt12 e Pt13 que inibiram o crescimento do fungo em 38,96% e 55,31%,
respectivamente. Sabendo-se que as bactérias endofiticas colonizam os tecidos internos das
plantas e podem impactar positivamente no crescimento e no desenvolvimento do seu
hospedeiro, o objetivo principal deste trabalho foi estudar a interacdo da pimenteira-do-reino
com bactérias endofiticas Pseudomonas sp., isolado Pt13 e Pseudomonas putida, isolado
Pt12, para verificar se esses enddfitos podem atuar sobre a planta por meio de alteracGes
fisiolégicas e otimizando a absorcao de nutrientes do solo, contribuindo para a promocéao do
crescimento e desenvolvimento vegetal. Sendo assim, buscou-se avaliar as plantas inoculadas
com o isolado Pt12 e Pt13 em termos morfofisioldgicos e de biomassa. Nos ensaios para
avaliar os parametros morfofisioldgicos e de crescimento as plantas foram inoculadas apenas
com o isolado Ptl13, onde foi observada influéncia positiva e significativa nos parametros
fisiolégicos das plantas inoculadas, como trocas gasosas e clorofila total. O crescimento e a
biomassa seca neste ensaio, também, foram influenciados pela interacdo, onde foi observado
incremento da massa seca da raiz, expansdo da area foliar e area foliar especifica em plantas
inoculadas em comparacdo com as plantas controle. Em outro ensaio, as plantas de
pimenteira-do-reino foram submetidas a trés niveis de inoculac¢do: plantas inoculadas com
Pt12, plantas inoculadas com Pt13 e plantas ndo inoculadas, associando estes grupos a

diferentes fontes de fésforo (Arad, superfosfato simples e superfosfato triplo e um controle



sem adicdo de fésforo), compondo um fatorial 3x4x5 (3 niveis de inoculagdo x 4 tratamentos
com fésforo x 5 repeticdes). Foi observado pelo modelo do efeito linear misto uma interacédo
entre 0s niveis de inoculacdo das plantas e os tratamentos com fosforo. Os resultados
mostraram diferencas significativas entre todos os niveis de inoculagdo das plantas para todas
as variaveis estudadas (altura, diametro do caule, nimero de folhas, area foliar, area foliar
especifica, massa seca da parte aérea, da raiz e total), com excecdo da razdo raiz parte aérea
(RRPA). Com relacdo aos tratamentos com fdésforo, somente o didmetro do caule néo diferiu.
Nossos resultados mostraram que as bactérias endofiticas modularam positivamente o
crescimento e o acumulo de bioma das plantas em estudo, e possivelmente facilitou a
absorcdo e solubilizacdo das fontes de fosforo, em especial do fosfato natural Arad. Diante
dos resultados, podemos concluir que endodfitos Pt12 e Pt13 sdo fortes candidatos a serem
bactérias promotoras de crescimento em plantas (PGPB) e bactérias solubilizadoras de fosfato
(PSB), melhorando os processos fisioldgicos e favorecendo o crescimento e desenvolvimento
da planta, facilitando a absorcdo de nutrientes, podendo, assim, serem utilizadas como

biofertilizante em solos pobre em fosforo, bem como potencias agentes de biocontrole.

Palavras-Chave: Analises morfofisiologicas. Nutricdo vegetal. Bactéria endofitica.

Pimenteira-do-reino. Pseudomonas



ABSTRACT

Black pepper (Piper nigrum L.), belonging to the family Piperaceae, is the most important
and widespread spice in the world. This crop is native to southern India and is nowadays
extensively grown in tropical regions. Brazil is one of the most important pepper producers,
with the State of Par4 being the main national producer, responsible for approximately 66% of
this production. However, the Brazilian production of black pepper has declined dramatically,
47.28% from 2006 to 2014. This fact is mainly related to disease caused by the fungus
Fusarium solani f. sp. Piperis, as well as abiotic factors. This pathogen causes fusariosis,
which has caused serious losses in the production of black pepper in the Amazon region.
While black pepper cultivars are susceptible to fusariosis, some Piperaceae occurring in the
Amazon region have shown resistance to infection by the pathogen. Among these, in the
species Piper tuberculatum Jacg., known as monkey pepper, endophytic bacteria of the genus
Pseudomonas capable of inhibiting the growth of F. solani f. sp. piperis under in vitro
conditions, such as the Pt12 and Pt13 isolates, which inhibited fungal growth by 38.96% and
55.31%, respectively. The main objective of this study was to study the interaction of black
pepper with endophytic bacteria Pseudomonas sp., Isolated Pt13 and Pseudomonas putida,
isolated Pt12, to verify if these endophytes can act on the plant through physiological changes
and optimizing the absorption of nutrients from the soil, contributing to the promotion of
plant growth and development. Thus, we tried to evaluate the plants inoculated with the
isolate Pt12 and Pt13 in morphological and biomass terms. In the assays to evaluate the
morphophysiological and growth parameters the plants were inoculated only with the Pt13
isolate, where a positive and significant influence was observed in the physiological
parameters of the inoculated plants, such as gas exchange and total chlorophyll. Growth and
dry biomass in this experiment were also influenced by the interaction, where root dry mass
increase, leaf area expansion and specific leaf area in inoculated plants were observed in
comparison with control plants. Black pepper plants were submitted to three inoculation
levels: plants inoculated with Pt12, plants inoculated with Pt13 and uninoculated plants,
associating these groups with different sources of phosphorus (Arad, single superphosphate
and triple superphosphate and a control without phosphorus addition), composing a factorial
3x4x5 (3 levels of inoculation x 4 treatments with phosphorus x 5 replicates). An interaction
between plant inoculation levels and phosphorus treatments was observed by the mixed linear
effect model. The results showed significant differences among all the inoculation levels of
the plants for all studied variables (height, stem diameter, number of leaves, leaf area, specific



leaf area, dry mass of shoot, root and total), with the exception of of the root shoot ratio
(RRPA). Regarding the treatments with phosphorus, only the diameter of the stem did not
differ. Our results showed that endophytic bacteria positively modulated the growth and
biome accumulation of the plants under study, and possibly facilitated the absorption and
solubilization of phosphorus sources, especially the natural phosphate Arad. In view of the
results, we can conclude that endophytes Pt12 and Pt13 are strong candidates to be plant
growth promoting bacteria (PGPB) and phosphate solubilizing bacteria (PSB), improving the
physiological processes and favoring the growth and development of the plant, facilitating the
absorption of nutrients, and can thus be used as biofertilizer in soils poor in phosphorus, as

well as potential biocontrol agents..

Keywords: Morpho-physiological analyzes. Vegetable nutrition. Endophytic bacterium.
Differential expression. Black pepper. Pseudomonas.
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1 CONTEXTUALIZACAO

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) (Figura 1), originaria da india, é a especiaria
mais importante e difundida no mundo. E uma planta trepadeira, pertencente a familia
Piperaceae, amplamente utilizada na culinaria de muitos paises na forma de grdos secos e
moidos. As piperaceas sao plantas Magnoliideas tropicais e subtropicais representadas por
espécies herbaceas, arbustos, arvores pequenas e trepadeiras. Essa familia inclui uma enorme
variedade de pimentas e compreende cinco géneros: Piper, Peperomia, Manekia, Zippelia e
Verhuellia. A familia Piperaceae possui aproximadamente 4.000 espécies, das quais metade
pertence ao género Piper (ALBIERO et al., 2005; REGASINI et al., 2008; SAMAIN et al.,
2010).

Figura 1: Planta de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.).

Fonte: O autor.

O género Piper tem sido alvo de muitos estudos fitoquimicos, sendo relatado o
acumulo de metabdlitos secundarios com diversas atividades bioldgicas (REGASINI et al.,
2008). As especies deste género possuem grande importancia medicinal, comercial e

econdmica, sendo que a pimenta-do-reino se destaca por sua importancia mundial no mercado
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de condimentos. Seus frutos maduros séo a fonte da pimenta branca, enquanto seus frutos
imaturos sdo a fonte da pimenta preta (PARMAR et al., 1997).

O Brasil esta entre os maiores produtores de pimenta-do-reino, sendo o Para o maior
produtor nacional. Em 2016, a producdo de pimenta-do-reino foi 54.426 t, destacando-se o
Estado Para como maior produtor nacional, responsavel por aproximadamente 66% dessa
producdo (IBGE, 2017). O cultivo da pimenta-do-reino no Brasil foi introduzido pelos
portugueses no seculo XVII e ficou restrito aos estados do litoral brasileiro. Mas, em 1933 foi
estabelecido o cultivo racional com a cultivar Cingapura, conhecida como Kuching na
Malasia, trazida por imigrantes japoneses ao municipio paraense de Tomé-Agu. A partir de
material de propagacdo vegetal de uma Unica cultivar, ocorreu a expansdo comercial do
cultivo da pimenta-do-reino no Pard. Na década de 40, o Brasil importava parte do que
consumia, tornando-se autossuficiente em 1950. (ALBUQUERQUE; DUARTE, 1991;
DUARTE et al., 2002; HOMMA et al., 2005).

Em 1957, comecaram a surgir os primeiros relatos de casos de podriddo das raizes,
conhecida também como fusariose. Essa doenca ataca principalmente o sistema radicular,
onde causa 0 apodrecimento da raiz causando a morte da planta e pode infectar também a
parte nodal, provocando lesdes nas hastes e secamentos dos ramos (ALBUQUERQUE;
FERRAZ, 1976) (Figura 2). Nos tecidos infectados, o patdgeno produz conidiéforos, sobre os
quais se originam 0s microconidios, macroconidios e peritécios vermelhos, contendo no
interior, os ascdsporos. Qualquer um desses tipos de esporos pode ser responsavel por novas

infeccdes no campo.
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Figura 2: Planta de pimenteira-do-reino apresentando sintomas da doenca fusariose.

Fonte: O autor.

A dispersdo dos ascosporos tem um papel importante na incidéncia da doenca, pois, ao
serem liberados, sdo disseminados pelo vento e facilmente infectam a pimenteira pela parte
nodal. Os ascosporos sao resistentes podendo sobreviver a dissecagdo e, na estacdo chuvosa, a
umidade do ar favorece-os, prolongando sua sobrevivéncia durante a dispersdo. A fusariose
causou grandes perdas na producéo, redugdo da vida util dos pimentais de 15 anos para 4 a 6
anos, e diversos problemas socioeconémicos para a regido produtora. Somente em 1959 foi
determinada a natureza do agente causal: um fungo biotréfico de solo, Fusarium solani f. sp.
piperis (ALBUQUERQUE; FERRAZ, 1976; HAMADA et al., 1988).

Este fungo apresenta uma fase assexual ou anamorfica de ocorréncia mais comum
pertencente a espécie F. solani f. sp. piperis, seccdo Martiella, familia Tuberculariaceae. A
fase sexual ou teleomorfica é constituida de peritécios globosos vermelhos, isolados ou
gregarios, que se desenvolvem no tecido morto da planta hospedeira pertence a espécie
Nectria haematococca, ordem Hypocreales, familia Nectriacea. No campo, o fungo sobrevive
em pimenteiras mortas e em hospedeiros nativos, entre eles a espécie Piper aduncum
(ALBUQUERQUE; FERRAZ, 1976; DUARTE et al., 2002; TREMACOLDI, 2010)

Devido ao método utilizado de propagacdo vegetativa para disseminar o cultivo da
pimenteira-do-reino, os plantios tornaram-se geneticamente uniformes, o que deixa o cultivo
vulneravel a epidemias severas. Esta homogeneidade genética do cultivo no Brasil diminui a

chance de existir fontes de resisténcia a fusariose. O fungo F. solani f. sp. piperis ndo ocorre
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no Hemisfério Oriental, mesmo em paises situados no centro de origem da pimenta-do-reino,
como a India. A falta de interacdo entre genes da planta hospedeira e genes do patdgeno, no
ambiente nativo deste cultivo onde sua propagacéo ¢é feita através de sementes, constitui-se na
maior dificuldade na selecdo de plantas resistentes. Na auséncia de fontes de resisténcia,
foram desenvolvidos cultivares com maior produtividade, o que tem permitido ao pipericultor
conviver com a doenca em bases econémicas, mesmo explorando comercialmente genotipos
susceptiveis (ALBUQUERQUE; DUARTE, 1991; DUARTE et al., 2002, TREMACOLDI,
2010).

Atualmente, a fusariose é uma das principais doencas que compromete o cultivo da
pimenta-do-reino, de ocorréncia restrita ao Brasil. Desde a identificacdo do agente causador
dessa doenca em 1959, muitas medidas tém sido adotadas para seu controle, mas se
mostraram onerosas ou pouco eficientes. O controle cultural com o uso de adubacgdo quimica
balanceada, drenagem em solos muito argilosos e irrigacdo durante o periodo seco deixa a
planta menos predisposta a doenca. No controle quimico, pode-se destacar o uso de fungicidas
para tratamento preventivo das estacas e pulverizagdes preventivas. A aplicagdo do fungicida
na pimenteira teria que ser feita a cada 15 dias, 0 que tornou este controle inviavel, pois o uso
elevado de fungicidas para controle da doenca aumenta o custo da producéo e acarreta danos
ambientais (POLTRONIERI et al., 2000; TREMACOLDI, 2010).

Outras medidas tomadas para controlar esta enfermidade envolveram a tentativa de
identificar individuos resistentes no germoplasma de P. nigrum disponivel no Brasil, contudo
estes esforcos ndo foram bem-sucedidos, pois a base genética dos materiais disponiveis no
pais é estreita, ademais a fusariose ndo ocorre na Asia, continente no qual esta espécie é
originada (POLTRONIERI et al., 2000). Outra tentativa para controlar a fusariose da
pimenteira-do-reino envolveu a identificacdo de piperaceas de ocorréncia na AmazoOnia
brasileira que apresentassem resisténcia ao patdgeno. Neste sentido, Albuquerque et al. (2001)
em seus estudos classicos de inoculacfes observaram que algumas espécies de piperaceas ndo
apresentavam sintomas da fusariose em comparagdo com a espécie suscetivel, P. nigrum,
guando expostas a isolados de Nectria haematococca Berk & Br. f. sp. piperis (fase
teleomorfica de F. solani). Dentre as pimenteiras resistentes a fusariose, destaca-se a espécie

Piper tuberculatum Jacq.
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Figura 3: Planta de Piper tuberculatum Jacq. var. tuberculatum

Fonte: O autor.

A espécie Piper tuberculatum Jacq. var. tuberculatum (Figura 3) é conhecida como
pimenta d“ardo, pimenta de macaco ou pimenta longa (PEREIRA; SILVA, 2002;
GUIMARAES; GIORDANO, 2004), e ainda como jamburana (PEREIRA; SILVA, 2002).
Apresenta distribuicdo geografica no Continente Americano e Antilhas. No Brasil é
encontrada nos Estados do Para, Amazonas, Maranhdo, Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco,
Rio de Janeiro e Mato Grosso (GUIMARAES; GIORDANO, 2004). Em relagdo & doenca
fusariose da pimenteira-do-reino, estudos realizados por Albuguerque et al. (2001)
identificaram a espécie P. tuberculatum entre algumas piperaceas amazonicas com resisténcia
a infeccdo pelo F. solani f. sp. piperis. Contudo, a estratégia de usar espécies resistentes como
porta-enxerto em programas de melhoramento da pimenteira-do-reino ndo foi bem-sucedida,
em funcdo dos problemas de incompatibilidade tardia que resultaram na morte das plantas
enxertadas (POLTRONIERI et al., 2000). Além disso, experimentos visando o cruzamento
entre espécies nativas e P. nigrum, também ndo obtiveram sucesso (POLTRONIERI et al.,
2000), o que pode ser explicado por anélises filogenéticas que mostraram a separagdo das
espécies asiaticas das neotropicais em clados bem distintos (JAMARILLO; MANQOS, 2001).

Os mecanismos de resisténcia a patdgenos tém sido bastante estudados em diferentes
espécies de plantas. As alteracOes que constituem o sistema de resisténcia desses organismos
podem ser agrupadas em constitutivas e indutiveis, e os mecanismos de defesa variam de
morfoldgicos a estruturais e quimicos. A primeira linha de defesa da planta contra a infeccéo
consiste na barreira fisica constituida pela cuticula e parede celular protegendo contra a
penetracdo do patdgeno. O ataque quimico se constitui na segunda linha de defesa, onde a

planta responde ao ataque do patdgeno, evitando sua proliferacdo a partir do local da infeccéo.
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A resisténcia é determinada por uma combinacdo de mecanismos de defesa constitutivos e
induziveis que envolvem um grande nimero de proteinas e outras moléculas orgénicas
produzidas pela planta antes da infeccdo ou durante o ataque pelo patégeno (FERREIRA et
al., 2007). Os mecanismos de resisténcia a doencas envolvem a expressdo de genes de defesa
da planta em resposta a infeccdo pelo patdgeno, tais como aqueles que codificam proteinas
relacionadas a patogénese (PRs), culminando na resisténcia sistémica adquirida (SAR) que
confere uma imunidade a um amplo espectro de patdégenos (VAN LOON; VAN STRIEN,
1999; CORDEIRO; SA, 1999; MEDEIROS et al., 2003; ELVIRA et al., 2008).

O controle bioldgico de fitopatdgenos através de microrganismos benéficos parece
promissor e jA amplamente estudado em varias culturas pelo mundo. E em pimenteira-do-
reino ja existem estudos em andamentos (AGISHA et al., 2017). Considerando essa
abordagem, Nascimento (2009) e Nasciemento et al. (2015), aprofundou os estudos da
resisténcia de piperéaceas a fusariose e identificou bactérias endofiticas em P. tuberculatum
com potencial para o contrele bioldgico do F. solani f. sp. Piperis, visto que é bem conhecido
na literatura que estes microrganismos que habitam o interior das plantas podem atuar na
protecdo contra fitopatégenos (GLICK, 2012). As bactérias endofiticas habitam um nicho
ecologico semelhante aqueles ocupados pelos fitopatdgenos, podendo assim controla-los por
meio da competicdo de nutrientes, producdo de substancias antibidticas, parasitando o
patdégeno ou mesmo induzindo a planta a desenvolver resisténcia as doencas (HALLMANN et
al., 1997). Dentre as bactérias endofiticas com potencial no controle bioldgico de patdgenos,
as pertencentes ao género Pseudomonas sdo encontradas na maioria das espécies de plantas,
sendo efetivas no controle de doengas de diversas culturas (CHEN et al., 1995; TRAN et al.,
2008; ARAVIND et al.,, 2009; HASSAN et al., 2011; VANITHA & RAMJEGATHESH,
2014). Bactérias Pseudomonas sdo consideradas PGPB, de Plant Growth-Promoting
Bacteria, pois além de controlarem patogenos, contribuem também para o crescimento e
desenvolvimento da planta, seja por meio da producdo de fitormonios e/ou sideroforos
(GLICK, 2012). QOutra caracteristica destas bactérias é que uma mesma Pseudomonas é capaz
de inibir o crescimento de diferentes espécies de fungos (CIUCA et al., 2007), o que
evidencia o potencial destas bactérias no controle bioldgico de patdgenos que causam doencas
em diferentes espécies de plantas agronomicamente importantes. Interessantemente,
Nascimento et al. (2015) isolaram 23 bactérias endofiticas associadas com as raizes de P.
tuberculatum, dentre estas, os isolados Ptl2 e Ptl13, identificados como bactérias
Pseudomonas, foram capazes de inibir o crescimento do fungo F. solani f. sp piperis (Figura

4) em 38.96% and 55.31%, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com a
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literatura, como as Pseudomonas de coleus que inibiram o crescimento do fungo
Macrophomina phaseolina na faixa de 30 a 60% (VANITHA; RAMJEGATHESH, 2014).

Figura 4: Ensaios de inibi¢do do crescimento do F. solani f. sp. piperis por bactérias endofiticas associadas com
raizes de P. tuberculatum em meio BDA (batata-dextrose-agar). A: F. solani f. sp. piperis (controle, sem bactéria
endofitica), B: F. solani f. sp. piperis + isolado Pt3 (Bacillus cereus), C: F. solani f. sp. piperis + isolado Pt12
isolate (Pseudomonas putida) e D: F. solani f. sp. piperis + isolado Pt13 (Pseudomonas sp.). bc: bactéria, fg:

fungo. As setas indicam as zonas de inibicéo.

Fonte: Nascimento et al. (2015).

Apesar de ainda ndo se conhecer os mecanismos pelos quais os isolados Pt12 e Pt13
foram capazes de inibir o crescimento in vitro do F. solani f. sp. piperis, dados da literatura
mostram que bactérias Pseudomonas podem controlar doencas por meio da producdo de
compostos bio-sulfactantes (TRAN et al., 2008), antibi6ticos e antimicrobianos, tais como:
pioluterina, fenazina, pirrolnitrina e pirazina (ALAIRE, 2005; CIUCA et al., 2007; KILANI-
FEKI et al., 2010; HASSAN et al., 2011; SHEORAN et al. 2015). Além disto, bactérias
Pseudomonas podem induzir a planta a desenvolver resisténcia as doencas por meio da
inducdo da resisténcia sisttmica (ISR) (KANG et al., 2007; VERHAGEN et al., 2010;
GOMEZ-LAMA CABANAS et al., 2014), na qual a penetracio ativa do endofito induz &
planta a sintetizar compostos como as fitoalexinas, dificultando a entrada do patégeno, como
também, seu desenvolvimento na planta hospedeira (BAKKER et al., 2007). Alteracdes
frequentemente observadas nas plantas durante a ISR incluem: aumento na atividade de
enzimas relacionadas a defesa e na producdo de fitoalexinas, e alteragdes estruturais na parede
celular (VAN LOON et al., 1998; LIU et al., 2007; VERHAGEN et al., 2010).
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Os endofitos bacterianos, em geral, tém capacidade de promover o crescimento e
desenvolvimento de plantas por meio de diversos de mecanismos tanto direto quanto indireto.
A promocéo direta do crescimento das plantas ocorre quando uma bactéria facilita a aquisicao
de nutrientes essenciais ou modificacbes do nivel de horménios dentro de uma planta. A
aquisicdo de nutrientes facilitada pela PGPB geralmente inclui nitrogénio, fosforo e ferro. As
PGPB podem também modular os niveis de fitorménios na planta, a qual pode sintetizar uma
ou mais dos fitorménios, como auxina, citocinina e giberelina. Bem como reduzir sua sintese
de outros, como o etileno, através da sintese de uma enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase, que cliva o composto ACC, o precursor imediato de etileno
em todas as plantas superiores. A promogcéo indireta do crescimento da planta ocorre quando
uma PGPB diminui o dano as plantas apds a infeccdo com um fitopatogeno, incluindo alguns
fungos e bactérias do solo. Isso geralmente ocorre pela inibicdo do patdégeno pela PGPB
(DOTY et al., 2009; KHAN; DOTY, 2009; RASHID et al., 2012; GLICK, 2012, 2015; LUO
et al., 2012; MITTER et al.,, 2013; NARULA et al.,, 2013; COUTINHO et al., 2015;
PANDYA et al., 2015; SAINI et al., 2015; SANTORO, 2015; SANTOYO et al, 2016).

Com relacdo a absorcdo de nutrientes pela planta, o fosforo é um dos nutrientes mais
importantes, ficando atras apenas para o nitrogénio (N). Ele estd envolvido em diversos
processos metabdlicos dos vegetais como divisdo e desenvolvimento celular, transporte de
energia, transducdo de sinal, biossintese macromolecular, fotossintese, respiracao, absorcado
de nutrientes e fixacdo de nitrogénio, além de compor estruturas moleculares chaves como
acidos nucleicos, fosfolipidios e ATP, sendo um nutriente limitante para crescimento e
desenvolvimento das plantas. (KHAN et al., 2014). Entretanto, na solu¢do do solo, a
concentracdo de P é geralmente baixa (> 0,06 ppm), devido a rapida adsorcéo desse elemento
nas superficies dos coldides do solo ou entdo na precipitagdo como fosfatos de célcio (Ca),
magnésio (Mg), ferro (Fe) e aluminio (Al). Devido a maior parte do P no solo se mover até as
raizes da planta mais por difusdo que por fluxo de massa, o desenvolvimento radicular é
essencial para absor¢do desse nutriente, visto que por difusdo o P se mova, em média,
somente 1-2 mm; desta forma, apenas o P que se encontra a esta distancia das raizes fica
disponivel para absor¢do (EPSTEIN; BLONNM, 2006; COSTA, 2014).

Neste sentido, PGPB podem atuar de forma efetiva na absorcdo de fdsforo
estimulando a extensdo do sistema radicular por meio do incremento da area superficial das
raizes ou pela promoc¢do do crescimento de raizes laterais e pelos radiculares (promocdo de
crescimento por meio de fitohormonios) (COUTINHO 2012; KHAN et al., 2014). Dentre 0s

microrganimos o género Pseudomonas, ja relatodo na literatura, possui a capacidade de
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alterar formas insolUveis de P para forma sollvel, através de secrecdo de acidos organicos
como acido férmico, acidos, propidnicos, lacticos, glicolicos, acido fumérico e succinico
(SUNDARAM; MURALI, 2018). Assim, a interacdo entre microrganismos e fontes de P
torna-se uma alternativa sustentavel para o aumento da disponibilidade deste nutriente para as
plantas, por meio da solubilizagdo e mineralizacdo do P de fontes inorgénicas e organicas,
reduzindo os custos na producdo agricola, sendo significativa sua atuacdo como biofertilizante
(CHAVES et al., 2013).

Visto que as bactérias Pseudomonas possuem grande potencial para serem promotoras
de crescimento em plantas, bem como agentes no biocontrole de fitopatdgenos e
biofestilizantes, este trabalho buscou avaliar as respostas morfofisiol6gicas e de crescimento
gue possam elucidar a interacdo da pimenteira-do-reino com os isolados Pt 12 e Pt13 de P.
tuberculatum. Para melhor entendimento dos efeitos das respostas a esta interacdo, o trabalho
foi dividido em dois capitulos: o primeiro trata das respostas fisioldgicas e de crescimento
utilizando somente o isolado Pt13 para inoculagdo das plantas e; o segundo esta relacionado
as respostas de crescimento e de biomassa das plantas inoculadas tanto pelo isolado Pt12

quanto pelo isolado Pt13, separadamente, porém associados a diferentes fontes de fésforo.
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Abstract

Microorganisms that can positively influence plants have emerged as a powerful tool
for sustainable agriculture. Previous studies identified a Pseudomonas sp. (Ptl3)
associated with the roots of Piper tuberculatum, a member of the Piperaceae occurring
in the Amazon region with known resistance to infection by Fusarium solani f. sp.
piperis, which causes root rot in black pepper (Piper nigrum L.). Pt13 was able to
inhibit the in vitro growth of this pathogen by 55.31%; however, studies on P. nigrum
as a host plant of Pt13 are lacking. Therefore, we aimed to evaluate the effects of Pt13
inoculation on P. nigrum growth under greenhouse conditions. The experiments
comprised two treatments (inoculated and control) with 10 replicates per treatment and
samplings at 30, 60 and 90 days post inoculation (dpi). Results revealed that the plants
inoculated by immersion of roots in bacterial suspension showed no physiological
differences in comparison to the control plants at 30 dpi. However, when these plants
were submitted to additional inoculations through irrigation of soil with bacterial
suspension repeated every 10 days, they showed an increment of 32% and 49% in net
CO; assimilation rate and 23.94% and 42.78% in total chlorophyll content at 60 and 90
dpi, respectively. At 90 dpi, the inoculated plants showed an increase in the specific leaf
area at 43,23%, total leaf area at 56%, root dry mass at 29% and total dry mass at 15%.
Thus, results confirmed that Pt13 improved the photosynthetic efficiency, resulting in
increased biomass production. Results obtained here will be useful in future studies of
interaction with F. solani f. sp. piperis.
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Biomass production, Piper nigrum, Photosynthetic efficiency, Plant growth, Plant
morphology, Pseudomonas sp.
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2. 1. Introduction

Global agricultural practice is moving towards more sustainable and less
environmentally harmful approaches. In this context, microorganisms that can
positively influence the growth and survival of plants with socio-economic importance
represent an attractive alternative for sustainable agriculture. Among such
microorganisms, bacteria that favor plant growth and development are known as plant
growth-promoting bacteria (PGPB) [1, 2].

PGPB may promote plant growth by direct mechanisms that contribute to the
use of nutrients by plants (production of phytohormones and siderophores, N> fixation
and solubilization of phosphate), while the indirect mechanisms include processes to
control phytopathogenic microorganisms (induction of systemic resistance-ISR,
reduction of iron availability by sequestration with siderophores and production of lytic
enzymes) [1, 2]. When these bacteria that are beneficial for plant growth and
development are found colonizing the internal tissues of plants, they are known as
endophytic PGPB [3-5].

Several endophytic PGPB have been isolated from many plants and evaluated
regarding their beneficial properties and potential as bioinoculants in agriculture [3-7].
The production of phytohormones and other growth-promoting metabolites by bacteria
and/or their interaction with the host plant can lead to changes in plant physiology, such
as the enhancement of gas exchange, chlorophyll content and photosynthesis rate [8-
10]. Besides affecting physiological aspects, bacteria interacting with plants can
influence their morphological traits, leading to changes in plant phenotype, including
increase in root and leaf growth [8, 11]. In addition, it is known that such physiological
and morphological changes result from the gene expression regulation of the host plant
in response to interaction with bacteria [8, 12-14]. An example of this is the increased
synthesis of proteins involved in photosynthesis in rice inoculated with Pseudomonas
fluorescens [14]. On the other hand, some endophyte genes are also important during
interaction with the host plant, such as bacterial genes involved in plant colonization [4,
5].

Among PGPB, several Pseudomonas strains have shown potential beneficial
effects on agriculture [11, 14-16]. In this regard, Nascimento et al. [17] identified a
Pseudomonas sp. Pt13 associated with roots of Piper tuberculatum Jacg., a member of
the Piperaceae occurring in the Amazon region with known resistance to infection by

Fusarium solani f. sp. piperis [18]. This fungus infects the roots of black pepper (Piper
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nigrum L.) causing root rot, also known as fusariosis disease, leading to root rot, leaf
fall, and plant death [19]. Infection by F. solani f. sp. piperis can also occur in stems,
causing stem blight disease or Mariquita disease [20, 21].

Black pepper, also known as the ,,the king of spices™, is a crop native to India with
economic and social importance in a number of countries. In Brazil, the productivity of
black pepper in 2016 was about 55,000 t, to which the State of Para in the northern
region contributed approximately 66% [22]. However, the productivity of Brazilian
black pepper has been drastically affected by Fusarium root rot disease, with a
reduction of approximately 32.24% between 2006 and 2016 [22]. In this context,
Pseudomonas sp. Pt13 was able to inhibit the in vitro growth of F. solani f. sp. piperis
by 55.31% [17]; however, studies on P. nigrum as a host plant of Pt13 are lacking.
Therefore, here we aimed to evaluate the effects of Pt13 inoculation on P. nigrum

growth under greenhouse conditions.

2.2 Material and methods
2. 2.1. Pseudomonas sp. Pt13 culture

Bacterial cells of Pseudomonas sp. Pt13 obtained by Nascimento et al. [17] were
cultured in tryptone soybean medium (Himedia, India) at 28°C under shaking at 150-
180 rpm for 12 hours, when the culture reached the stationary growth phase. For
inoculation of plants, the bacterial culture was adjusted to Optical Density (OD), ODsoo
= 0.1, which corresponds to 108 cells/mL, according to methodology described by
Egamberdieva et al. [23].

2.2.2 Experimental design

The experiments comprised two treatments (control plants and those inoculated
with Pt13), each one with 10 replicates, with each replicate corresponding to one plant
per polyethylene bag. The 10 replicates from both treatments were evaluated regarding
the effects of bacterial inoculation on their physiological parameters, with three
samplings: at T1 (30 days post inoculation (dpi) through immersion of roots), T2
(another 30 days through irrigation of soil) and T3 (another 60 days through irrigation
of soil). Thus, three physiological evaluation times were established: T1 (30 dpi), T2
(60 dpi) and T3 (90 dpi). The growth-related parameters were evaluated at T3 (90 dpi).
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2.2.3 Plant material and bacterial inoculation

The experiments regarding P. nigrum cultivation were performed under
greenhouse conditions at the Universidade Federal Rural da Amazdnia (01°28“03”’S,
48°29°18”W), Belém, state of Para, Brazil, from June 2017 to August 2017. According
to the Koppen-Geiger Climate Classification, the location where these experiments were
performed belongs to the Tropical Group.

P. nigrum plants were produced through vegetative propagation of healthy
cuttings, variety Kottanadan, supplied by Producer Sitio Sao José, Capitdo Poco, Para,
Brazil. Initially, the cuttings (20-25 cm) containing 3 nodes and 1 leaf were aseptically
washed in water and neutral detergent, followed by planting in sterile vermiculite and
maintenance in the nursery at 26-32°C with 65-85% humidity for 30 days for rooting,
according to the procedure described in the literature [24].

Inoculation of P. nigrum plants with isolate Pt13 was performed through two
methods: immersion of roots and irrigation of soil with bacterial suspension (108
cells/mL). Firstly, 24 rooted cuttings were inoculated through immersion of roots in
bacterial suspension for 10 minutes. As negative control, we used 24 rooted cuttings
treated with sterile water instead of bacterial suspension, also through immersion of
roots for 10 minutes. Plant materials from both treatments were planted in polyethylene
bags (27x17 cm) containing 2 kg of yellow latosol soil adjusted by liming and addition
of nutritive solution, according to the procedure described in the literature [25],
followed by their maintenance under greenhouse conditions (temperature at 26-32°C
with 65-85% humidity). After 30 dpi, we randomly selected 10 plants out of 24
inoculated plants, as replicates of each treatment, for evaluation of physiological
parameters.

Since no significant differences were found between control and plants
inoculated by immersion of roots, methodological adjustments were included, with the
10 inoculated replicates being additionally inoculated with Pt13, through irrigation of
soil with 65 mL of bacterial suspension, repeated every 10 days. The 10 control
replicates were irrigated with 65 mL of sterile water, repeated every 10 days. The 65
mL of bacterial suspension per plant was the volume required for complete and
homogeneous irrigation of 2 kg of soil contained in each polyethylene bag. Control and
inoculated plants were cultivated for 60 days under greenhouse conditions. All plants
were irrigated daily with water, in order to provide physiological conditions close to

those observed in the field, with periodical weighing of each bag/plant for compensation
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of water lost by evapotranspiration [26]. Control and inoculated plants (10 replicates of
each treatment) were submitted to three physiological evaluation times (T1=30 dpi,
T2=60 dpi and T3=90 dpi), as described before.

2.2.4 Leaf gas exchange

The evaluation of gas exchange parameters was performed using a fluorometer
coupled to a chamber (LI-6400XT; LI-COR). From each plant, the third or fourth fully
expanded leaf, counted from the apex, was used for estimation of the net CO:
assimilation rate, water vapor stomatal conductance, internal CO2 concentration and
transpiration rate, according to methodology described by Benchimol et al. [27]. The
water use efficiency was determined by the ratio of net CO. assimilation and
transpiration rates [28]. The instantaneous carboxylation efficiency was determined by
the ratio of net CO. assimilation and internal CO, concentration rates [29]. The
measurements were performed during the diurnal period between 09:00 and 11:00
hours, when the maximal photosynthetically active radiation occurs (900 pmol photons
m2 s at leaf level and 400 pmol m? s of CO; in the air). All measurements were
performed at 28°C to 30°C, and the vapor pressure deficit was maintained at

approximately 2.39 kPa, with humidity ranging from 65 to 85%.

2.2.5 Total chlorophyll content

The total chlorophyll content was evaluated using a portable chlorophyll meter
SPAD-502-PLUS. From each plant, we used the third or fourth fully expanded leaf;,
which was evaluated at six different points of the leaf area, according to methodology

described by Jesus and Marenco [30].

2.2.6 Plant growth-related parameters

For plant growth-related parameters, we used P. nigrum plants at T3= 90 dpi,
which correspond to plants at 60 dpi through irrigation of soil with bacterial suspension.
The plant height was measured using a grid, from the soil surface to the apex of the
plant (cm). The stem diameter measurement was performed at three points of the plant
(base, median and apex) and averaged using a digital caliper (mm). The number of
leaves were counted. The total leaf area was determined by scanning the leaves using

the LI-3100C Area Meter (cm?). The specific leaf area was determined by the ratio
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between leaf area and leaf biomass. For dry matter determination, the aerial part (stem,
leaf) and root were separated and placed in a forced air oven at 65°C, in order to obtain
a constant mass. Then, each part of the plant was weighed on an analytical balance to
determine the dry mass of the aerial part and root dry mass. The total dry mass was
obtained by the sum of the root dry mass and dry mass of aerial part, and the root: aerial

part ratio was obtained by calculating the ratio between these parameters [26].

2.2.7 Statistical analysis of experimental data

Data on physiological and plant growth-related parameters were evaluated by
the independent samples t test, using the software Action Stat version 3.3.1 (2017) and
R version 3.3.2 (2016). In addition, a linear mixed-effects model was used to evaluate
the effects of the two factors, treatment and time, on each of the seven physiological
parameters. The two factors were considered as fixed effects, and the plant ID was used
as a random effect. The function Ime of the R package nlme [31] was used to obtain the

results.

2.3 Results
2.3.1 No changes in physiological parameters of P. nigrum plants inoculated with
Pt13 through immersion of roots at T1 (30 dpi)

Our results revealed that P. nigrum plants inoculated through immersion of roots
in bacterial suspension at T1 showed no differences in gas exchange parameters in
comparison to control plants, according to statistical analysis using the independent
samples t test (Figs. 1 and 2). Likewise, the inoculated plants showed no significant
differences in total chlorophyll content (SPAD index) when compared to the control
plants (Fig. 2), indicating that these plants were not affected by bacterial inoculation

under the experimental conditions used here.

2.3.2 P. nigrum plants irrigated with Pt13 suspension showed beneficial effects at
T2 (60 dpi) and T3 (90 dpi)

Based on the aforementioned results, methodological adjustments were
performed, with additional inoculations of P. nigrum plants through irrigation of soil
with Pt13 suspension. Our results, shown in Figs. 1 and 2, revealed that the net CO>
assimilation rate (A) found in the inoculated plants comprised an increase of 32% at T2

and 49% at T3 in comparison to control. In contrast, the internal CO> concentration (Ci)
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was higher in control than in inoculated plants at T2 and T3. Also relative to control, the
inoculated plants showed that the instantaneous carboxylation efficiency (A/Ci)
increased 54.06% at T2 and 88.33% at T3, while the water use efficiency (WUE)
increased 36.69% at T2 and 33.72% at T3, with maximum rate at T3. Likewise, the
SPAD index was also higher in inoculated plants than in control, with increases of
23.94% at T2 and 42.78% at T3, when the maximum rate was reached. For the
transpiration rate (E) and water vapor stomatal conductance (gs), we found no
significant differences between inoculated and control plants. The physiological
parameters that were found to have increased in inoculated plants indicated that the Pt13
benefitted the P. nigrum plants by improvement of their photosynthetic traits.

Regarding the evaluation of plant growth-related parameters, our results showed
significant increases in the leaf area, root dry mass and total dry mass of P. nigrum
plants irrigated with Pt13 suspension at 90 dpi, in comparison to control plants. For
other evaluated parameters (number of leaves, stem diameter, plant height, DMAP and
RAPR), we found no differences between inoculated and control treatments (Table 1).
These changes found in inoculated plants represented an increase in the specific leaf
area at 43.23%, total leaf area at 56%, root dry mass at 29% and total dry mass at 15%,
confirming that isolate Pt13 was able to promote P. nigrum growth and alter plant traits.
Inoculated and control P. nigrum plants at 90 dpi are shown in Supplementary Fig. 1.

Besides analysis by the independent samples t test, we used a linear mixed-
effects model for evaluation of each of the physiological parameters separately,
considering the factors treatment (TRAT) and time (TIME) as fixed effects and the
plant ID as a random effect. A model with main effects of TRAT, main effects of TIME
and interaction between TRAT and TIME was considered, and the results, after
removing the non-significant interaction terms from the mixed-effects model, are shown
in Table 2. These results revealed that only for parameters A, A/Ci and SPAD was an
interaction effect between TRAT and TIME detected. From the analysis of Table 2, we
found significant differences between the levels of the factor TIME for all physiological
parameters. Based on further output from the linear fixed-effects model, it was possible
to quantify the differences between levels of the factors TRAT, TIME and TRAT x
TIME for each of the physiological parameters. The main conclusions, including the p-
values (p) and the standard errors (SE), are shown in Supplementary Data. Regarding
the effects of factor TRAT, control and inoculated, significant differences were found
for parameters A, Ci, WUE, A/Ci and SPAD (Table 2). These findings corroborate our
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results using the independent samples t test, confirming that Pt13 positively changed the
physiology of P. nigrum plants over inoculation time.
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Fig. 1. Evaluation of physiological parameters in control P. nigrum plants and those inoculated
with Pseudomonas sp. Pt13, with samplings at T1 (30 dpi through immersion of roots), T2 (60
dpi through irrigation of soil) and T3 (90 dpi through irrigation of soil) with bacterial suspension.
A- Net CO; assimilation rate (A), B- Water vapor stomatal conductance (gs), C- Transpiration
rate (E), D- Internal CO, concentration (Ci). The asterisks (*) indicate the significant
differences between parameter values (means) for each treatment using the independent
samples t test (P <0.05). The bars represent the statistical significance (standard deviation)
between means, n = 10.
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Fig. 2. Evaluation of physiological parameters in control P. nigrum plants and those inoculated
with Pseudomonas sp. Pt13, with samplings at T1 (30 dpi through immersion of roots), T2 (60 dpi
through irrigation of soil) and T3 (90 dpi through irrigation of soil) with bacterial suspension. A-
Total chlorophyll content (SPAD), B-Water use efficiency (WUE), C- Instantaneous carboxylation
efficiency (A/Ci). The asterisks (*) indicate the significant differences between parameter
values (means) of each treatment using the independent samples t test (P < 0.05). The bars
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represent the statistical significance (standard deviation) between means, n = 10.
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Table 1. Plant growth-related parameters (number of leaves, stem diameter, plant height,
specific leaf area, total leaf area, dry mass of the aerial part (DMAP), root dry mass (RDM),
root: aerial part ratio (RAPR) and total dry mass (TDM) of P. nigrum plants inoculated with
Pseudomonas sp. (Pt13) through irrigation of soil with bacterial suspension at 90 dpi. As
negative control, we used plants irrigated with sterile water.

Parameter Treatment Values p-Value
Inoculated 10.2+1.6
Number of leaves (unit) 0.1163
Control 9+1.5
) Inoculated 3.83+0.34
Stem diameter (mm) 0.2463
Control 3.55+0.19
) Inoculated 41.3+¥4.0
Plant height (cm) 0.4346
Control 43.75+2.7
N Inoculated 105.09+30.78
Specific leaf area (cm?/g) 0.007
Control 73.37+13.32
Inoculated 362.65+34.97
Total leaf area (cm?) 0.001
Control 232.55+11.33
Inoculated 3.57+0.74
DMAP (g) 0.1704
Control 3.23+0.55
Inoculated 1.2+0.23
RDM(g) 0.006
Control 0.93+0.23
Inoculated 0.34+0.06
RSR (g) 0.0742
Control 0.28+0.04
Inoculated 4.78+0.44
TDM (g) 0.001
Control 4.16+0.37

Values represent means for ten plants (n = 10).
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Table 2. Linear mixed-effects model applied to data on physiological parameters of control P.
nigrum plants and those inoculated with Pt13, with the p-values for the hypotheses testing no
effects of treatment (TRAT), no effects of time (TIME) and no interaction between TRAT and
TIME. Net CO; assimilation rate (A), water vapor stomatal conductance (gs), transpiration rate
(E), internal CO; concentration (Ci), water use efficiency (WUE), instantaneous carboxylation
efficiency (A/Ci) and total chlorophyll content (SPAD).

Physiological TRAT TIME TRAT:TIME
parameter

A 0.0004 <0.0001 0.0038

Gs 0.5203 <0.0001

E 0.5026 <0.0001

Ci 0.0178 0.0013

AJE 0.0043 0.0001

A/Ci <0.0001 0.0037 0.0001

SPAD <0.0001 0.0001 <0.0001

2.4 Discussion

Here, we evaluated the effects of Pseudomonas sp. Ptl3 inoculation on the
growth of P. nigrum plants under greenhouse conditions. For Pt13 inoculation, we used
two methods of inoculation described in the literature: immersion of roots and irrigation
of soil with bacterial suspension. In this regard, the colonization of P. nigrum roots by
inoculated Pt13 comprises an essential step toward an effective interaction between
these two organisms, and consequently toward promotion of P. nigrum growth by Pt13.
Our results using P. nigrum plants with roots immersed in Ptl3 suspension at T1
revealed no changes in comparison to the control, in all the physiological parameters
evaluated. This result was not the expected one, since initial studies performed by our
group indicated that this bacterium was able to cause significant changes in P. nigrum
growth (Unpublished results). In our initial studies, besides the immersion of roots in
Pt13 suspension adjusted to ODeoo = 0.1, corresponding to 10 cells/mL, we had
dropped a few microliters of non-diluted bacterial culture into the soil, as an inoculation
booster. Then, the absence of physiological changes in inoculated plants detected here
indicated that they were not affected by bacterial inoculation in the experimental
conditions used. Among the possible causes affecting the interaction between P. nigrum
and Pt13, we considered the process of inoculation used and a probable low density in
the bacterial cells. Alterations in the inoculated bacterial cell density during plant
cultivation have been reported [32, 33]. An example is Pseudomonas putida BP25

isolated from roots of black pepper with antagonistic activity against Phytophthora
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capsici. After inoculation of black pepper roots with a BP25 suspension (OD = 1.0),
Agisha et al. [33] detected by real time PCR assays a significant decrease in bacterial
DNA from 0.4 ng (nanogram) at 10 and 14 dpi to 0.0046 ng at 28 dpi, indicating a
decline in endophyte population during plant cultivation. Thus, it is possible that a
similar process occurred in our black pepper plants, whose density of Pt13 cells at 30
dpi may have been lower than that observed for BP25 at 28 dpi by Agisha et al. [33],
resulting in no changes in the physiological parameters evaluated here.

Therefore, based on the aforementioned information, we submitted our pre-
inoculated plants to additional inoculations through irrigation of soil with Pt13
suspension, repeated every 10 days. Studies using repeated plant inoculations have been
reported [34-36]; here, we used this strategy in order to favor the maintenance of Pt13
cell density in P. nigrum roots during the 90 days of cultivation. The Pt13 inoculum
used was the same as that used before, taking into account that a bacterial culture in the
stationary phase contains active cells. In addition, bacterial suspensions adjusted to
OD-s00 = 0.1 have been used with success in plant inoculation assays [23, 37]. Our
methodological adjustments produced positive results, since these inoculated P. nigrum
plants showed physiological changes in comparison to control, indicating that the
colonization by Pt13 was effective. The changes found in inoculated plants included
increased gas exchange, total chlorophyll content and plant growth-related parameters,
confirming Pseudomonas sp. Pt13 as a PGPB.

At T2, the net CO> assimilation rate found in the inoculated plants represented an
increase of 32% relative to the control plants, while at T3 this parameter remained 49%
higher, showing that the Pt13 positively influenced the photosynthetic process in P.
nigrum plants. Additionally, these inoculated plants showed a decrease in the internal
CO- concentration rate (14.6% at T2 and 17.12% at T3), as is expected for plants with
increased photosynthetic rate, which results in a reduced CO: concentration in the
intercellular space. It is known that the photosynthetic rate depends on environmental
factors, such as light, temperature and CO., as well as internal factors, including the
chlorophyll content. In addition, the relationship between an increase in chlorophyll,
photosynthesis and plant growth rates has been shown [38]. Therefore, the increased
total chlorophyll content (TChl) found in P. nigrum plants inoculated with Pt13
probably contributed to the rise in their photosynthesis rate. At the physiological level,
an elevated TChl may contribute to an increase in the CO; assimilation rate, favoring

the oxidation of H2O and, consequently, the transport of electrons to produce NADPH
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and ATP, which will be used in the process of carboxylation in the Calvin-Benson cycle
[39].

In this regard, Samaniego-Gamez et al. [40] reported that the promotion of
photosynthetic capacity in Capsicum chinense was due to the increased electron
transport rate in the thylakoid membranes, which was caused by the inoculation of
Bacillus spp. strains. Thus, an increased electron transport rate caused by an endophyte
could boost the production of NADPH and ATP, favoring carboxylation, as found in the
inoculated P. nigrum plants that showed increased instantaneous carboxylation
efficiency. The phytohormones produced by PGPB may increase the nitrogen-use
efficiency and activities of nitrate reductase and carbonic anhydrase enzymes of the
plant, resulting in an improved nitrogen utilization by plants, also leading to an increase
in the photosynthesis rate [41]. The influence of nitrogen on instantaneous
carboxylation efficiency has also been reported [42]. A rise in the photosynthetic rate of
the host plant inoculated with an endophyte may also result from changes in the
expression levels of proteins involved in photosynthesis, such as RuBisCO [14, 43].
Since the photosynthesis process results in the formation of photoassimilates required
for various cellular processes, including the production of plant biomass [39], the
prevalence of a higher total chlorophyll content and photosynthesis rate in plants
inoculated with Pt13 consequently contributed to the increase in their plant growth-
related parameters at T3.

Another gas exchange parameter found to be higher in the inoculated P. nigrum
plants was the efficiency of water use, which is defined as the ratio of the carbon
assimilation rate to the transpiration rate. It is known that during gas exchanges, plants
tend to an equilibrium between absorption of CO> from the external environment and
loss of water through transpiration. The reduction of water loss occurs mainly by
stomatal control, and the stomata close when water storage is unfavorable to the plant,
restricting the entrance of CO: [44]. Several studies have shown that plants can be
positively influenced by endophytes, as regards increased water use efficiency in host
plants cultivated under diverse environmental conditions, including water deficit [10,
37, 45]. Here, the P. nigrum plants were cultivated in a greenhouse under favorable
growth conditions, including soil quality, humidity, temperature and water availability.
Under normal conditions, Pt13 inoculation benefitted the P. nigrum plants by an
improvement of water use efficiency of 36.69% at T2 and 33.72% at T3 in comparison

to control, with maximum rate at T3. This improved water use efficiency indicates a



38

positive influence on photosynthesis, with P. nigrum plants assimilating more CO>
molecules per water molecule lost by stomata, which may have contributed to an
increase in their plant growth-related parameters. At the physiological level, certain
factors, such as nitrogen fertilization and light environment, may interfere in the plant™s
water use efficiency [46]. Thus, it is possible that the phytohormones produced by the
endophyte, causing improved nitrogen utilization and photosynthesis rate in the host
plant [41], also contribute to higher water use efficiency. Another mechanism by which
the endophyte may improve the water use efficiency of the host plant is the modulation
of stomatal control, as reported by Rho et al. [37] in rice plants inoculated with bacterial
and yeast endophytes. Therefore, the better efficiency of water use found in P. nigrum
inoculated with Pt13 can involve mechanisms similar to those mentioned above, but
additional studies must be performed for their elucidation.

Regarding the plant growth-related parameters, the inoculation of P. nigrum
plants with Pt13 increased their specific leaf area, total leaf area, root dry mass and total
dry mass in comparison to control. Similar results reported by Rostamikia et al. [47]
showed Corylus avellan inoculated with a mix of bacteria, including strains of
Pseudomonas putida and Bacillus subtilis, with increased specific leaf area, root dry
mass and total dry mass. In black pepper, the inoculation with endophytic fungus
Piriformospora indica promoted an increase in leaf area and chlorophyll content, as
well as biomass accumulation [48]. It has also been reported that colonization by
Pseudomonas increased the dry mass of cotton and tomato plants [23, 49]. In contrast,
other studies show that the endophyte may change some plant characters, but without
promoting an increase in its total biomass and plant growth. As an example, Henning et
al. [11] reported no alterations in the photosynthetic traits and total biomass of Populus
trichocarpa inoculated with Pseudomonas, despite showing a significant increase in its
root and leaf growth rates. Likewise, no effects on root dry matter accumulation were
found in sugarcane plants inoculated with an endophyte, despite their increased
photosynthesis rate [50].

Here, the inoculation of P. nigrum plants with Pt13 improved their
photosynthetic traits and promoted their growth, mainly regarding their root system.
These plants showed an increased root dry mass and a gain of 15% in the total plant
biomass in comparison to control. In addition, Pt13 increased specific leaf area and total
leaf area, but with no changes in leaf number and increase in aerial dry mass. This result

indicated that Pt13 may affect leaves morphologically, resulting in thinner leaves with
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increased foliar area, while their biomass remain unchanged. Some effects of
Pseudomonas on the morphological traits of host plants have been reported [8, 11], with
bacterial strains promoting changes in roots and leaves that can result or not in plant
growth. In P. trichocarpa, the Pseudomonas GM30 increased root surface area rate, but
without increasing root biomass, while leaf surface area, leaf number and aboveground
biomass were increased, but with no effect on the specific leaf area [11]. Although we
found no differences in the dry mass of the aerial part of inoculated P. nigrum plants,
morphological changes observed in their leaves may have favored the plant growth by
improvement of their photosynthesis rate, since an increased leaf area interferes in light
capture and CO> assimilation [51]. Furthermore, the improvement of the root system
evidenced by increased root dry mass probably contributed to P. nigrum growth through
better access to nutrients. In this regard, it is known that indol acetic acid (IAA)
comprises the main auxin involved in plant root growth [52], with several 1AA-
producing Pseudomonas strains [23, 53, 54]. The effect of IAA produced by endophytic
bacteria includes an increase in the number of lateral and adventitious roots and in root
surface area, providing the host plant with better absorption of soil nutrients [55].
Another metabolite produced by Pseudomonas bacteria with importance for plant
growth is siderophores, which may increase the ferric nutrition of plants [56, 57]. Thus,
the production of such plant growth-promoting metabolites by Ptl3 may have
contributed to an improved photosynthesis rate and root system, causing a better
translocation of water and more efficient use of nutrients, resulting in increased growth
of P. nigrum plants, as reported here. However, further studies are necessary to
elucidate the participation of Pt13 in P. nigrum growth, including the identification of

up- and down-regulated genes during this interaction.

2.5. Conclusions
Overall, our results showed that Pseudomonas sp. Pt13 promoted the growth of P.

nigrum plants, since bacterial inoculation increased their photosynthetic traits and
biomass production. This study reported for the first time the evaluation of P. nigrum as
the host plant of an endophyte isolated from P. tuberculatum, contributing to future

experiments regarding the interaction with pathogen F. solani f. sp. piperis.
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Supplementary Fig. 1: Non-inoculated (control) and inoculated P. nigrum plants used in
interaction study with endophytic Pseudomonas sp. at 90 dpi.
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Supplementary Data

For parameter A, with a significant interaction between TRAT and TIME (Table 2),
when comparing the baseline TRAT=Control and TIME=30, the A value increases
3.460 when changing to TRAT=Inoculated and TIME=60 (p=0.0034; SE=1.133), and
increases 3.431 when changing to TRAT=Inoculated and TIME=90 (p=0.0038;
SE=1.133).

For parameter gs, with no significant difference between levels of TRAT, nor
interaction effect between TRAT and TIME (Table 2), the gs value increases 0.0579
when changing TIME from 30 to 60 (p=0.0001; SE=0.014), and decreases 0.0308 when
changing TIME from 30 to 90 (p=0.0326; SE=0.014).

For parameter E, with no significant difference between levels of TRAT, nor interaction
effect between TRAT and TIME (Table 2), the A value increases 1.2789 when changing
TIME from 30 to 60 (p=0.0001; SE=0.295), and decreases 0.8926 when changing
TIME from 30 to 90 (p=0.0037; SE=0.295).

For parameter Ci, with no interaction effect between TRAT and TIME (Table 2), the Ci
value decreases 22.433 when changing TRAT from Control to Inoculated (p=0.0178;
SE=9.183), increases 20.700 when changing TIME from 30 to 60 (p=0.0710;
SE=11.248), and decreases 22.800 when changing TIME from 30 to 90 (p=0.0474;
SE=11.248).

For parameter WUE, with no interaction effect between TRAT and TIME (Table 2), the
WUE value increases 0.607 when changing TRAT from Control to Inoculated
(p=0.0043; SE=0.204), decreases 0.394 when changing TIME from 30 to 60 (p=0.1208;
SE=0.250), and increases 0.766 when changing TIME from 30 to 90 (p=0.0034;
SE=0.250).

For parameter A/Ci, with a significant interaction effect between TRAT and TIME,
when comparing the baseline TRAT=Control and TIME=30, the A/Ci value increases
0.0164 when changing to TRAT=Inoculated and TIME=60 (p=0.0018; SE=0.0050), and
increases 0.0222 when changing to TRAT=Inoculated and TIME=90 (p<0.0001;
SE=0.0050).

For parameter SPAD, with a significant interaction effect between TRAT and TIME,
when comparing the baseline TRAT=Control and TIME=30, the SPAD value increases
9.490 when changing to TRAT=Inoculated and TIME=60 (p<0.0001; SE=1.909), and
increases 15.450 when changing to TRAT=Inoculated and TIME=90 (p<0.0001;
SE=1.909).
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3. IMPACTO DE Pseudomonas DE Piper tuberculatum NA DINAMICA DO FOSFORO
DO SOLO E NO CRESCIMENTO E NA BIOMASSA DE PLANTAS DE Piper nigrum.
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RESUMO

A busca pelo 0 aumento da producéo agricola e a redugdo do uso de fertilizantes quimicos que
degradam o ambiente sempre foi um desafio para o cultivo das plantas. Nesse cenario, 0 uso
de bactérias solubilizadoras de fosfato para mobilizar grandes reservas de P insolGvel em
solos ao invés de fertilizantes fosfatados € uma alternativa ecologicamente segura e
economicamente razoavel para assegurar uma agricultura sustentavel. Diante disso, o objetivo
desse trabalho foi avaliar as alteracdes no crescimento e na biomassa ocorridas em plantas de
pimenteira-do-reino inoculadas com bactérias endofiticas do género Pseudomonas, isolados
Pt12 e Pt13 submetidas a diferentes fontes de fésforo no solo. Foi observado pelo modelo do
efeito linear misto uma interagdo entre os niveis de inoculacdo das plantas e os tratamentos
com fosforo. Os resultados mostraram diferencas significativas entre todos os niveis de
inoculacdo das plantas para todas as varidveis estudadas (altura, didmetro do caule, nimero de
folhas, area foliar, area foliar especifica, massa seca da parte aérea, da raiz e total), com
exce¢do da razdo raiz parte aérea (RRPA). Com relagdo aos tratamentos com fdsforo, somente
o didmetro do caule ndo diferiu. Nossos resultados mostraram que as bactérias endofiticas
modularam positivamente o crescimento e 0 acumulo de biomassa das plantas em estudo, e
possivelmente facilitou a absor¢do e solubilizagdo das fontes de fosforo, em especial do
fosfato natural Arad. Diante dos resultados, podemos concluir que os endofitos Pt12 e Pt13
séo fortes candidatos a serem bactérias promotoras de crescimento em plantas (PGPB) e
bactérias solubilizadoras de fosfato (PSB), podendo se utilizadas como biofertilizante em

solos pobre em fdsforo, bem como potencias agentes de biocontrole.

Palavras-chave: Solubilizacdo de fosfato. Interacdo Planta-Endofito. Biofertilizag&o.

Artigo sera submetido a revista Microbial Ecology (ISSN: 0095-3628)
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ABSTRACT
The search for increased agricultural production and the reduction of the use of chemical

fertilizers that degrade the environment has always been a challenge for the cultivation of
plants. In this scenario, the use of phosphate solubilizing bacteria to mobilize large P reserves
insoluble in soils rather than phosphate fertilizers is an environmentally safe and
economically reasonable alternative to ensure sustainable agriculture. Therefore, the objective
of this work was to evaluate the growth and biomass changes occurring in black pepper plants
inoculated with Pseudomonas, Pt12 and Ptl13 isolated endophytic bacteria submitted to
different sources of phosphorus in the soil. It was observed by the mixed linear effect model
an interaction between the levels of inoculation of the plants and the treatments with
phosphorus. The results showed significant differences among all the inoculation levels of the
plants for all studied variables (height, stem diameter, number of leaves, leaf area, specific
leaf area, dry mass of shoot, root and total), with the exception of of the root shoot ratio
(RRPA). Regarding the treatments with phosphorus, only the diameter of the stem did not
differ. Our results showed that endophytic bacteria positively modulated the growth and
biomass accumulation of the plants under study, and possibly facilitated the absorption and
solubilization of phosphorus sources, especially the natural phosphate Arad. In view of the
results, we can conclude that endophytes Pt12 and Pt13 are strong candidates to be plant
growth promoting bacteria (PGPB) and phosphate solubilizing bacteria (PSB), and can be
used as biofertilizer in soils poor in phosphorus, as well as potency agents of biocontrol in
black pepper plants.

Keywords: Phosphate solubilization. Plant-Endophyte Interaction. biofertilizer.



51

3.1 Introducéo

A pimenta-do-reino é uma das principais especiarias produzidas do mundo, possuindo
um alto valor econémico (MALIK; GEORGE, 2018). O Brasil estd entre os maiores
produtores de pimenta-do-reino, sendo o Para o maior produtor nacional. Em 2016, a
producdo de pimenta-do-reino foi 54.426 t, destacando-se o Estado Pard como maior produtor
nacional, responsavel por aproximadamente 66% dessa producdo (IBGE, 2017). Visto sua
importancia para a economia mundial, nota-se que esta é cultivada em diferentes tipos de solo
com pH e fertilidade variados, necessitando entdo, alem de outros fatores, do fornecimento de
nutrientes para que se tenha as condi¢cfes ideais para seu cultivo. O nitrogénio, fosforo,
potassio, magnésio, calcio e micronutrientes sdo importantes para que se obtenha uma boa
producdo, e sua influéncia depende de suas propor¢des no solo e na planta (SRINIVASAN et
al., 2007).

Dentre 0s nutrientes essenciais para o0s vegetais, o fosforo (P) se destaca por seu papel
determinante no crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo o segundo maior elemento
quimico consumido na escala agricola mundial (HAMEEDA, et al., 2008; CARDINALE et
al., 2019). Este exerce importante papel na transferéncia de energia da célula, na respiracdo e
na fotossintese, além de ser também um componente estrutural dos &cidos nucléicos (DNA e
RNA), genes, cromossomos, assim como de coenzimas, fosfoproteinas e fosfolipidios
(GRANT et al., 2001; TAIZ e ZEIGER, 2017). Esté envolvido no controle de fitormdnios de
crescimento das plantas e é determinante na composicao de amido, proteina sollvel, sacarose
e glicose. Reducdes de sua disponibilidade nos periodos iniciais de crescimento podem
resultar em danos na maturacdo do vegetal, os quais podem ser irreversiveis, mesmo
aumentando o suprimento de P a niveis adequados, isso demonstra que o fornecimento
adequado de P €, pois, essencial desde os estadios iniciais de crescimento da planta
(FAQUIN, 2005).

No entanto, o P possui uma lenta difusdo e alta fixagdo no solo, onde sua concentracéo
na solucdo do solo é geralmente baixa (> 0,06 ppm), 0 que esta relacionado a rapida adsorcéo
desse elemento nas superficies dos coldides do solo ou entdo na precipitacdo como fosfatos de
calcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe) e aluminio (Al), tornando-o um fator limitante
importante para a produgéo agricola. A maior parte do P no solo se move até as raizes da
planta por difusdo, entretanto, este movimento € restrito, pois se estima que por esta via o P se
mova, em média, somente 1-2 mm; desta forma, apenas o P que se encontra a esta distancia

das raizes fica disponivel para absorcéo. Por esse motivo, a absorcdo de P pelas plantas é
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proporcional a densidade das raizes, pois o incremento da area superficial da massa radicular
aumenta a habilidade da planta em acessar e absorver o P do solo (EPSTEIN; BLONNM,
2006; SHEN et al., 2011; COSTA, 2014). Com isso, em solos com baixa disponibilidade de
P, as culturas somente irdo responder a aplicacdo de P apés a satisfacdo da capacidade de
fixacdo dos solos, justificando a necessidade de altos niveis de P aplicado na cultura.

No Brasil, a maior parte dos solos agricultaveis tem baixos teores de fosforo
disponivel. Para atender as exigéncias das plantas e suprimento adequado de fosforo ha a
necessidade da aplicacdo de adubos fosfatados (HARGER et al., 2007), sendo predominante o
uso de fertilizantes minerais, que sdo oriundos a partir do tratamento acido de rochas
fosfaticas, tendo como exemplo o superfosfato simples (18% de P2Os) e triplo (44% de P20s)
(FONTOURA et al.,2010) que possuem alta solubilidade. Os fertilizantes fosfatados solGveis
sdo facilmente dissolvidos no solo, liberando altas concentracbes de P, levando a uma maior
absorcdo de P e rdpido crescimento das plantas, porém, essas fontes de fosfato perdem sua
eficiéncia ao longo do tempo, uma vez que a adsor¢do de P ocorre na conversdo para formas
ndo labeis, ou seja, ndo disponivel (FORTES et al., 2018). Além disso, o elevado valor dessas
fontes de P tem aumentado o interesse pelos fosfatos naturais, que custam bem menos por
unidade de P do que os soltveis (RESENDE et al., 2006).

O fosfato natural € obtido através da extracdo da rocha fosfatada, cuja o mineral
predominante é a apatita, podendo este ser usado diretamente como fonte de fosforo se a
producdo for em solos acidos (SANCHEZ, 2007). Os fosfatos naturais sdo uma opcao para o
grande poder de adsorcdo do P no solo, que, por sua liberacdo gradual e progressiva,
proporciona P e Ca (NOVAIS et al., 2017). Estes fosfatos podem ser de origem vulcénica
(igneas), os quais sdo de baixissima solubilidade tanto em 4gua como em &cido e, portanto,
com eficiéncia agronémica préxima de zero, ja os de origem sedimentar tém maior
substituicdo isomorfica em sua estrutura o que a torna mais fragil e, portanto, mais soluvel,
pois possuem menor cristalizagdo e maior reatividade no solo, sendo, por isso, denominados
fosfatos naturais reativos (FONTOURA et al., 2010; POSSAMAI et al., 2014).

Dentre eles destaca-se o fosfato de ARAD, que é oriundo de Israel, possuindo
aproximadamente 33% de P»Os. Este vem demonstrando uma eficiéncia agrondmica crescente
apos o segundo ano de aplicacdo de fertilizantes, confirmando suas caracteristicas de
disponibilidade gradual de P no solo, podendo, apds muitos anos de safra, ter efeitos similares
aos dos fosfatos soltveis (FOLONI et al., 2016). Contudo, o uso dos fosfatos na sua forma

natural € muito restrito devido a sua baixa solubilidade, o que requer uma associacao deste
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material com outras fontes de fdsforo solivel, ou a utilizagdo de microrganismos
solubilizadores de fosforo (NOVAIS et al., 2007).

Atualmente a agricultura sustentavel vem ganhando espaco e requer a utilizacdo de
estratégias que permitam o aumento da producéo de alimentos sem prejuizo ao meio ambiente
e a saude (MARIANO et al., 2004; de MEDEIROQOS et al., 2019), dentro desse contexto, a
utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal € uma das alternativas para
promover o aumento da producdo de culturas de forma sustentavel. Entre esses
microrganismos, encontram-se os endofiticos (LUZ et al., 2006).

O termo enddfito estd atribuido a microrganismos (bactérias e fungos), que criam
coldnias nos tecidos vegetais vivos durante todo ou parte do seu ciclo de vida, no entanto,
estes ndo causam efeitos deletérios no hospedeiro (LACAVA; SOUSA, 2016). Logo, estudos
com bactérias endofiticas incluindo o género Pseudomonas, que sdo capazes de minimizar as
perdas nas atividades agricolas sdo necessarios, pois ja é amplamente conhecido na literatura
que bactérias envolvidas na promocédo do crescimento de plantas (PGPB) de varias espécies,
auxiliam as plantas na nutricdo mineral, no aumento da tolerdncia ao estresse bidtico e
abiotico, muitas vezes capazes de provocar mudancas fisioldgicas e bioquimicas drasticas que
modulam o crescimento e o desenvolvimento da planta, como desenvolvimento radicular e
foliar, bem como a supressao de doencas transmitidas pelo solo (GAMALERO, GLICK 2011;
SANTORO et al. 2015). Com relagdo aos principais mecanismos bacterianos envolvidos
nessa interacdo, estdo incluidos a fixacdo de nitrogénio, producdo de sideroforos, sequestro de
ferro, solubilizacdo de fosfato, sintese de fitorménios, modulacdo dos niveis de etileno na
planta e controle de microrganismos fitopatogénicos, podendo desencadear resisténcia
sisttmica induzida (IRS) (GAMALERO; GLICK, 2011; MERCADO-BLANCO;
LUGTENBERG, 2014; AHEMAD; KIBRET, 2014; AGISHA et al., 2017)

As bactérias solubilizadoras de fosfato (PSB) ocorrem naturalmente, podendo
solubilizar o P insoltvel e torna-lo em forma sollGvel na solucdo do solo, onde pode ser
absorvida pelas raizes das plantas (GOLDSTEIN, 1995; DEUBEL et al., 2000). Em geral,
PSB hidrolisam formas orgénicas para as formas inorgénicas (POas), em decorréncia da acao
de enzimas hidroliticas (principalmente fosfatases acidas), sendo assim possivel sua
disponibilizagdo para as plantas (GYANESHWAR et al., 2002; BARROSO; NAHAS, 2005;
SANTORO et al. 2015). A aplicacdo do PSB aos solos pode substituir ou reduzir
parcialmente o uso de fertilizantes inorganicos de P, melhorando sua absor¢do e baixando o
custo da produgdo, tornando-se altamente eficiente e sustentavel para conservar os recursos P,

bem como, prevenir a poluicdo causada por esse elemento (MATSUSHITA et al., 2002; RAJ
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et al., 2006; RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). O PSB tem sido tradicionalmente associado &
quelacdo, permuta iénica e a producdo de acidos orgénicos tais como &cido gluconico, ceto-
glucdnico e acido latico (DEUBEL et al., 2000; VAZQUEZ et al., 2000; WHITELAW, 2000)
Trabalhos realizados por Nascimento et al. (2015) isolaram bactérias endofiticas associadas
as raizes de Piper tuberculatum Jacq, onde demonstraram ser eficientes no controle do fungo
Fusarium solani f. sp. piperis, causador da fusariose, que ataca plantas de pimenteira-do-
reino (Piper nigrum L.), reduzindo grandes areas de cultivo e,
consequentemente a producédo da pimenta-do-reino. Entre os isolados, foi identificada a
bactéria Pseudomonas sp., isolado Pt13 e a Pseudomonas putida, isolado Pt12 (Sequéncias do
gene 16S rRNA registradas com o Acesso JF900612 e JF900611 no GenBank,
respectivamente), que apresentou habilidade em inibir o crescimento in vitro deste fungo em
55.31% e 38.96%, respectivamente (ALBUQUERQUE et al. 2001; NASCIMENTO et al.,
2015).

Levando em consideracdo a versatilidade das Pseudomonas, amplamente discutido na
literatura, em atuar tanto contra infec¢des de fitopatdgenos de forma direta e indireta, quanto
em facilitar a absorcdo de nutrientes por meio da promocéo de crescimento, em especial do
sistema radicular, bem como atuar como solubilizadoras de fdésforo retido no solo, este
trabalho buscou avaliar o crescimento e a producgédo de biomassa das plantas de pimenteira-do-
reino inoculadas com bactérias endofiticas Pseudomonas isoladas de P. tuberculatum Pt12 e

Pt13 associadas com diferentes fontes de fosforo.

3.2. Materiais e métodos
3.2.1 Local do experimento

A conducdo do experimento foi realizada em casa de vegetacdo pertencente ao
Instituto de Ciéncias Agréarias (ICA) da Universidade Federal Rural da Amazdnia (UFRA)
(01°2803”’S, 48°29*18”W) e no Laboratdrio de Biologia molecular pertencente ao Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Para (UFPA) (01°28*23.43”S,
48°2727.81”W), ambos localizados em Belém-Para.

3.2.2 Producéo das mudas
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As mudas de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L) utilizadas no experimento foram
provenientes de sementes colhidas de matrizes sadias de cultivares Kottanadan, vindas do
municipio de Capitdo poco - PA, Sitio Sdo José, distante cerca de 201 km de Belém - PA.

As sementes foram despolpadas e assepsiadas, submersas por um minuto em alcool
70% depois por um minuto em hipoclorito de sddio 2%, sendo lavadas cinco vezes com agua
destilada, em seguida foram semeadas em bandejas plasticas contendo areia estéril. Apds a
geminacao das sementes, as plantulas foram transplantadas para recipientes plastico de 350
ml/v contendo como substrato latossolo amarelo, textura media (estéril), previamente seca e
peneirada, feita correcdo por calagem e solugédo nutritiva de acordo com a recomendacao para
a cultura (EMBRAPA, 2004), onde ficaram em casa de vegetacdo com a temperatura variando
de 26-30°C e 65-85% de umidade relativa do ar durante 5 meses. As plantas foram irrigadas
diariamente para manté-las proximo da capacidade de campo, sendo efetuada a pesagem do

conjunto vaso/planta periodicamente, para reposi¢cdo da agua evapotranspirada.

3.2.3 Tratamentos e conducdo das plantas

As mudas de cinco meses foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade
de 3 kg, utilizando latossolo amarelo (pH 5,3; matéria organica 13,52 g kg ; P 2 mg dm=3; N
0,56 g kg'!; K 92 mg dm3; Ca 2,3 cmolc dm®; Ca+Mg 3,7 cmolc dm; Na 6 mg dm3; H+Al
0,05 cmolc dm? ; v% 68,67, m% 0,50) autoclavado a 125 °C por 40 min. Foram testadas
quatro condicGes de P no solo: sem adigdo de P (controle), adicdo de fosfato natural (Arad:
33% de P20s), Super Fosfato Simples (SSP: 18% de P2Os) e Super Fosfato Triplo (STP: 45%
de P.Os) e a quantidade foi baseada na recomendacéo de adubacéo da cultura para o estado do
Para (0,94 g P.Os 3 kg™ de solo) (OLIVEIRA e NAKAYAMA, 2009), os demais nutrientes
foram suplementados no solo mediante solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) sem o
P. As inoculagdes com os isolados Pt12 e Pt13 foram feitas proximo as raizes da planta, as
mesmas foram realizadas por rega com 100 ml de suspensdo bacteriana previamente
quantificada em espectrofotbmetro ajustado para uma densidade oOptica de 600 nm e
absorbancia de 0,1, correspondendo a aproximadamente 108 UFC ml?, em intervalos de 10
em 10 dias por quatro meses; 0s grupos nao inoculados foram regados com agua destilada

estéril pelo mesmo tempo.
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3.2.4 Cultivo dos microrganismos

As Pseudomonas, isolado Pt12 e Ptl3 provenientes do tecido de raizes de Piper
tuberculatum, sequéncia do gene 16S rRNA registrada no GenBank com 0s Acessos
JF900611 e JF900612 respectivamente, foi cultivado em placa de Petri contendo meio TSA
(Triptona de soja com &gar, da HIMEDIA), onde cresceu por 12h a uma temperatura de 28° C.
Em seguida uma aliquota desse material foi usada para ser cultivado em 150 ml do meio TS
no shake com rotacdo de 1.8 rpm a 28° C durante 12h (NASCIMENTO et al. 2015). A
suspensdo bacteriana foi ajustada para uma ODee = 0,1, utilizando o espectrofotometro,
correspondendo a uma densidade celular de aproximadamente 108 UFC.

3.2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, em fatorial 3 x 4 x
5, assim especificados: trés niveis de inoculagdo (inoculado com Pt12, Inoculado com Pt13 e
ndo inoculadas); quatro tratamentos, sendo trés com fontes diferentes de fosforo (Arad, SSP,
TSP) e uma sem adicdo de fésforo, com 5 repeticdes por tratamento, totalizando 60 unidades
experimentais, sendo que cada unidade experimental consistiu de uma planta por vaso e foram

avaliadas com 120 dpi (dia p6s inoculacdo).

3.2.6 Caracteristicas de crescimento

As medicdes relacionadas ao crescimento foram efetuadas aos 120 dpi, com a altura
(H) de planta, sendo medida com o uso de uma trena, a partir da superficie do solo até ao
apice da planta (cm). O diametro do caule (DC) foi realizado em trés pontos da planta (base,
regido mediana e apice da planta) e tirado a média, usando um paquimetro digital (mm). Os
numeros de folhas (NF) foram obtidos pela contagem. A éarea foliar (AF) foi determinada pelo
escaneamento das folhas utilizando o equipamento LI-3100C Area Meter (cm?). A area foliar
especifica (AFE) foi determinada pela razdo entre a area foliar e massa seca da foliar (cm?.g”
1). Para a determinacio da biomassa, as plantas foram removidas e separadas em parte aérea
(caule, folha) e raiz e colocado em uma estufa de ventilagdo forcada a 65 ° C para se obter
uma massa constante. Cada parte da planta foi pesada em uma balanca analitica para

determinar a massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raizes (MSR), e massa seca
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total (MST) determinado pela soma de MSPA e MSR, bem como a razao raiz parte area
(RRPA) (ANDRADE JUNIOR et al., 2015).

3.2.7 Analise estatistica

Os parametros de crescimento e biomassa das plantas foram avaliados pelo teste
tukey, utilizando o software Action Stat versdo 3.3.1 (2017) e R versdo 3.3.2 (2016). Além
disso, o0 modelo linear de efeitos mistos foi usado para avaliar os efeitos dos dois fatores,
niveis de inoculacédo e fontes de P, em cada um dos 9 pardmetros de crescimento e biomassa.
Os dois fatores foram considerados os efeitos fixos e a repeticdo, ou seja, as amostras da
planta foram usadas como o efeito aleatorio. A funcado Ime do pacote R nime Pinheiro et al.

(2019) foi usada para obter os resultados.

3.5 Resultados

Nossos resultados mostraram que as plantas inoculadas com bactérias endofiticas do
género Pseudomonas isoladas de P. tuberculatum (Pt12 e Pt13) em tratamentos separados,
foram eficientes em modular o crescimento e a biomassa em diferentes fontes de fésforo (P)
para a maioria das variaveis estudadas. Pelo modelo do efeito linear misto foi observado uma
interagcdo entre os niveis de inoculacdo das plantas e as fontes de P (p <0.02), bem como
houve diferengas entre os niveis de inocula¢do das plantas (p <0.0001) para todas as variaveis
estudadas, com exce¢do da RRPA (p = 0,3). O mesmo ocorreu com as fontes de P no solo,
que apresentaram diferencas entre todas varidveis analisadas (p <0.01), exceto para DC (p =

0.47) (Tabela 1).
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Tabela 1. Modelo linear de efeito misto aplicado a dados de pardmetros de cresciemento e de biomassa de
plantas de P. nigrum com trés niveis de inoculagdo (inoculadas com Pt12, Pt13 e controle) associados a
quantro tratamento com fontes de fésforo (Sem fdsforo, Arad, SSP e TSP ), com os valores ”p” para as
hip6teses de teste de ndo efeitos dos niveis de inoculagdo (NI), de ndo efeitos de fontes com P (FONTE de P) e
ndo interacdo entre NI e FONTE de P. Altura (H), diametro do caule (DC), nimero de folhas (NF), area foliar
(AF), area foliar especifica (AFE), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca
total (MST), razdo raiz parte aérea (RRPA).

Variaveis NI FONTE de P NI:FONTE de P
H <0.0001 0.0120 0.0018

DC 0.0011 0.4700 0.0234

NF <0.0001 <0.0001 0.0017

AF <0.0001 <0.0001 <0.0001

AFE <0.0001 0.0002 <0.0001

MSPA <0.0001 <0.0001 <0.0001

MSR <0.0001 <0.0001 <0.0001

MST <0.0001 <0.0001 <0.0001

RRPA 0.3089 <0.0001 0.0139

Fonte: Os autores

O teste de tukey foi utilizado para comparar as médias das varidveis estudadas no
crescimento da P. nigrum dentro de cada nivel de inoculacdo associado as fontes de fdésforo
separadamente (Tabela 2), bem como para comparar 0s niveis de inoculacdo das plantas

dentro de cada fonte de fosforo para cada variavel (Figuras 1, 2 e 3).

Nas plantas ndo inoculadas (controle), as aplicacbes de SSP e TSP foram os que
melhor resultaram em incrementos nas variaveis estudas, exceto na AFE e RRPA. O maior
incremento ocorreu na variavel AF com ganhos de 71,46% e 67,44% com estes tratamentos,
respectivamente, em relacdo as plantas sem fésforo (S/P). O mesmo foi observado para
varidvel MSPA, que teve um incremento de 69,78% e 65,25%, respectivamente comparadas
com as plantas S/P. Para as varidveis MSR e MST as trés fontes de P utilizadas (Arad, SSP e
TSP) foram maiores que as plantas S/P (Tabela 2)

Nas plantas inoculadas com Pt12 associadas as fontes de P, somente a varidvel DC néo
apresentou diferenca. Na H a ndo aplicacdo de P (S/P) foi a que apresentou maior
comprimento (185,2 c¢cm), diferindo das demais fontes. As aplicagdes com Arad e SSP e o
tratamento S/P foram as que tiveram maiores aumentos para MSPA, MSR e MST. O TSP
teve redugdes quando comprados com o S/P, a maior delas ocorreu na MSR, onde teve um
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declinio de 25,45%, no entanto, este mesmo tratamento teve um aumento de

aproximadamente 46% na AFE quando relacionado ao S/P (Tabela 2).

Em relacdo as plantas inoculadas com Pt13, o TSP foi o que apresentou o pior
resultado comparado com o S/P, com as maiores redugdes ocorrendo nas massas secas, onde
foram observadas diminuicdes de 32,55%, 47,71% e 37,26%, na MSPA, MSR e MST
respectivamente, quando comparadas ao tratamento S/P. As varidveis H e DC ndo tiveram
alteracdes com as aplicacOes das fontes de P (Tabela 2).
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Tabela 1: Altura (H), didametro do caule (DC), nimero de folhas (NF), area foliar (AF), area foliar especifica (AFE), massas seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e

total (MST) e razdo raiz parte aérea (RRPA) de plantas de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) submetidas a trés niveis de inoculacdo: Controle (sem inoculacdo), inoculado

com Pt12 e inoculado com Pt13, associado a quatro fontes de fésforo no solo: sem fésforo (ST1P), Arad, superfosfato simples (SSP) e superfosfato triplo (TSP). Diferentes

letras indicam diferenca significativa em relacéo ao teste de tukey (P<0.05) entre as fontes de fosforo testadas dentro de cada nivel de inoculagéo. Os valores descritos

correspondem as médias e desvios-padréo de cinco repeticdes (n=5).

Niveis de Fonte
H DC NF AF AFE MSPA MSR MST RRPA
inoculacao deP
Cm Mm Unid cm? cm? g-t g planta’
S/IP 115,4+11,19ab 3,51 +0,54b 26,80 + 2,28¢c 829,49 + 96,00b 78,71+ 1,53a 14,56 + 1,42b 5,18 +0,61c 19,74+125¢c 0,36 +0,07a
Controle Arad 101,0 + 10,07b 4,09 +0,12ab 29,60 + 2,19bc 996,98 + 58,74b 72,39 +596ab 17,88+ 1,77b 6,70 + 0,67b 2458 +1,66b 0,38 +0,06a
SSP 1242 + 11,97a 4,10 +0,35ab 37,40 + 4,39 1422,27+ 130,20a 68,82 + 3,31b 2472 + 2,37a 7,76 +0,77ab 32,48 +1,82a 0,32 +0,06a
TSP 133,8+13,8la 4,47 +0,58a 35,40 +5,59ab  1388,90 + 104,56a 69,88 + 8,15ab 24,06 +2,40a 8,42 +0,84a 32,48 +3,22a 0,35+0,0la
S/P 185,2 + 16,07a 4,94 + 0,54a 36,80 +4,02ab  1268,51 + 371,60c 58,48 + 10,70b 25,44 + 2,53b 10,66 + 1,02ab 36,10 + 3,03a 0,42 + 0,05a
PT12 Arad  1342+1355b 4,69 +0,58a 38,00 +3,8lab  1711,54 +188,97ab 66,07 + 4,91b 29,95+2,85ab 10,97 +096a  40,92+3,6la 0,37 +0,02a
SSP 139,2+1381b  4,61+0,57a 45,20 + 6,57a 1887,10 + 141,22a 70,64 + 5,43b 30,86 +3,07a  9,13+0,75ab 40,00 +3,67a 0,30 +0,02b
TSP 144,2 + 13,10b 4,31 + 0,58a 34,20 + 4,490 1404,64 + 126,75ab 85,62 + 5,42a 20,42 + 1,25¢ 8,16 + 0,62c 28,58 +1,52b 0,40 +0,03a
S/P 149,4 + 38,06a 4,48 +0,51a 39,20 + 4,15a 1394,88 + 184,55a 60,12 + 2,16a 27,17 +2,72a 12,24 +1,21a 39,41 +3,86a 0,45 +0,02a
Arad  151,8+17,92a 4,83 +0,60a 40,00 + 4,06a 1340,28 + 80,31a 54,38 + 2,37b 28,70+2,11a  10,47+1,00b 39,17 +3,1la 0,36 +0,01b
P13 SSP 1422 +14,96a 4,14 +0,31a 42,80 +4,97a 1557,20 + 143,49a 62,04 + 2,92a 29,17+2,89a  8,21+0,81c 37,38 +3,60a 0,28 +0,01c
TSP 148,6 +1558a 4,53 +0,37a 30,40 +2,97b 920,28 + 63,93b 64,59 + 3,88a 18,33+1,78b 6,40 +0,60d 24,73 +1,56b 0,35 +0,06h

Fonte: Os autores.



62

Ao comparar 0s niveis de inoculacdo em cada fonte de fosforo para cada variavel,
foram observadas alteracbes em todas elas. Na H, o maior aumento ocorreu com a Pt12 no
tratamento S/P (60,49%) comparado com o controle (Figura 1A), sem diferir das plantas
inoculadas com a Pt13. Com a aplicacdo do ARAD também houve aumentos com a Pt12 e a
Pt13 em relagéo ao controle, sendo o de maior incremento o tratamento com a Pt13 (50,30%).
As aplicagdes de SSP e TSP néo diferiram na variavel H. No DC o menor resultado foi nas

plantas controle + S/P, as demais nédo diferiram (Figura 1B).

Figura 5: Altura (A) e didmetro do caule (B) de plantas de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) submetidas a trés
niveis de inoculagdo: Controle (sem inoculagdo), inoculado com Pt12 e inoculado com Pt13, associado a quatro
fontes de fosforo no solo: sem fosforo (S/P), Arad, superfosfato simples (SSP) e superfosfato triplo (TSP).
Diferentes letras indicam diferenca significativa em relacdo ao teste de tukey (P<0.05) para os niveis de
inoculacdo das plantas dentro de cada fonte de fosforo e para cada variavel. Colunas representam os valores

médios de cinco repeticdes (n=5) e as barras representam os desvios-padréo.
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Fonte: Os autores.

No NF a interacdo entre as fontes de P e os niveis de inoculagdo promoveu aumentos
nos tratamentos S/P e ARAD com a Ptl12 e a Pt13 em relagdo ao controle, com 0s maiores
incrementos ocorrendo nas plantas associadas com Pt13+S/P (46,27%) e com Pt13+Arad
(35,14%) (Figura 2A). Na AF a Pt12 se destacou em todos os tratamentos com o P, com 0
maior aumento ocorrendo com a fonte Arad (71,67%) seguido por S/P (52,93%) em
comparagdo a condigdo controle (Figura 2B). Na AFE as plantas controle apresentaram os
maiores valores com a aplicagéo das fontes com P, com excegéo da fonte TSP, onde a Pt12 foi

maior, apresentando um aumento de 22,52% comparado com o controle (Figura 2C).
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Figura 6: Numero de folhas (A), area foliar (B), area foliar especifica (C) de plantas de pimenta-do-reino (Piper
nigrum L.) submetidas a trés niveis de inoculagdo: Controle (sem inoculagéo), inoculado com Pt12 e inoculado
com Pt13, associado a quatro fontes de fésforo no solo: sem fésforo (S/P), Arad, superfosfato simples (SSP) e
superfosfato triplo (TSP). Diferentes letras indicam diferenca significativa em relagdo ao teste de tukey (P<0.05)
para os niveis de inoculacdo das plantas dentro de cada fonte de fdésforo e para cada varidvel. Colunas
representam os valores médios de cinco repeti¢Bes (n=5) e as barras representam os desvios-padréo.
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Com relagdo as massas secas a interacdo também promoveu mudancas nas condigdes
estudadas. A MSPA teve maior incremento com o tratamento Pt12+S/P (86,63%) em relagéo
ao controle+S/P (figura 3A). No tratamento controle+TSP foi observado maior incremento na
MSPA em comparacao aos tratamentos Pt12 e Pt13 com essa mesma fonte. O mesmo ocorreu
com a MSR (figura 3B) e MST para fonte TSP (Figura 3C). Na MSR o tratamento Pt13+S/P
teve um incremento de 140% comparando com o controle+S/P. J& na MST foi o tratamento
Pt13+Arad (99,67%) que teve maior acréscimo em relacdo ao controle+S/P. Na RRPA o
tratamento controle+S/P apresentou o menor incremento com relacdo aos niveis de inoculacéo

Pt12 e Pt13 que n&o diferiram em condigdes sem S/P.

Figura 7: Massas secas da parte aérea (A), da raiz (B) e total (C) e razdo raiz parte aérea (D) de plantas de
pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) submetidas a trés niveis de inoculacdo: Controle (sem inoculagdo),
inoculado com Pt12 e inoculado com Pt13, associado a quatro fontes de fosforo no solo: sem fosforo (S/P), Arad,
superfosfato simples (SSP) e superfosfato triplo (TSP). Diferentes letras indicam diferenga significativa em
relagdo ao teste de tukey (P<0.05) para os niveis de inoculagdo das plantas dentro de cada fonte de fésforo e para
cada variavel. Colunas representam os valores médios de cinco repeticdes (n=5) e as barras representam 0s

desvios-padrao.
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3.6 Discussao

Plantas de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) da cultivar Kottanadan de cinco
meses foram tratadas com trés niveis de inoculacdo e quatro tipos de solos diferentes com
relagdo a fonte de fésforo. Com base neste desenho experimental um modelo linear de efeito
misto foi ajustado para cada uma das varidveis de resposta separadamente, considerando 0s
niveis de inoculacdo, fontes com P e a interacdo entre os niveis de inoculacéo e as fontes de P.
Esta analise mostrou que as bactérias endofiticas do género Pseudomonas de P.Tuberculatum
(Pt12 e Pt13) e as fontes de fdosforo utilizadas no solo influenciaram no crescimento e
desenvolvimento das plantas. JA& é amplamente conhecido que bactérias do género
Pseudomonas confere protecdo as plantas contra pragas, estimula o crescimento e/ou realiza
biorremediacdo (DAVAL et al., 2011), sendo consideradas promotoras de crescimento de
plantas (PGPB) (PARRAY et al., 2016).

Avaliando separadamente os niveis de inoculagdo associado as fontes de fdsforo foi
possivel visualizar a influéncia do tipo de P que melhor resultou em incrementos para as
variaveis estudadas (Tabela 2). No grupo controle (ndo inoculado) as fontes SSP e TSP foram
as que melhores promoveram o incremento nas variaveis. Esse resultado era esperado, ja que
essas fontes sdo as que apresentam maior reatividade no solo, SSP (18% de P20s) e TSP (44%
de P,Os) (FONTOURA et al.,2010), ou seja, sua solubilizacdo é mais rapida para a planta.
Trabalhos realizados por Amanullah et al. (2010), observaram aumentos significativos na AF
aplicando fosfatos soluveis(DAP e SSP) em relacdo ao controle (sem P). Chaves et al. (2013),
observaram maior incremento na massa seca de foliar (MSF) para o tratamento TSP e para
associacao TSP+Itafds (Itafos é fosfato natural) em relacdo ao controle, também observou
maior incremento na massa seca total (MST) para o tratamento TSP em relacdo aos fosfatos
naturais (Gafsa e Itafos).

Nas plantas inoculadas apenas com bactérias endofiticas Pt12 ou Pt13 em solo sem
adicdo de fosforo foi observado incrementos significativos para as maiorias das variaveis
estudas, ndo diferindo das plantas inoculadas associadas com fontes de P (Tabela 2). Esse
resultado nos leva a afirmar que os dois endofitos estudados sdo fortes candidatos a serem
bactérias promotoras de crescimento em plantas (PGPB). Este crescimento pode esta
relacionado a varios fatores, como melhor resposta fotossintética, devido maior teor de
clorofila foliar, além do aumento da &rea foliar que colabora para maior captacdo de luz,
resultando em maior ganho de biomassa da planta como um todo. Pereira et al. (2019)

observou influencia positiva do isolado Pt13 nos parametros fisiologico de plantas de
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pimenteira-do-reino (dados ndo publicados), o que pode ter influenciado positivamente na
biomassa da planta. Resultados semelhantes relatados por Rostamikia et al. (2016) mostraram
que plantas de Corylus avellan inoculadas com as linhagens de Pseudomonas putida
(DSM291) e Bacillus subtilis (FZB24) tiveram um aumento da area foliar especifica, massa
seca da raiz e massa seca total, em comparacdo ao controle. Também foi relatado que a
colonizagdo por Pseudomonas aumentou a massa seca de plantas de algoddo e tomate
(EGAMBERDIEVA et al., 2015; HERNANDEZ-MONTIEL et al. 2017).

Nas plantas associadas com as bactérias endofiticas Pt12 e Pt13 os resultados foram
positivos com relacdo a solubilizacdo das fontes de fdésforo, em especial do fosfato natural,
ARAD. Esse resultado foi muito importante, pois sabendo que os fosfatos naturais tem uma
baixa reatividade no solo com relacdo as outras fontes utilizadas, indica que os endofitos
foram determinantes em solubilizar e facilitar a absorcdo da fonte ARAD, em especial pelo
desenvolvimento radicular, que torna a area de absor¢cdo maior, como observado neste
trabalho. Sabe-se que as bactérias endofiticas produzem substéncias reguladoras do
crescimento e algumas delas sdo capazes de dissolver o fosfato. De acordo com Ponmurugan
e Gopi (2006), algumas das bactérias solubilizadora de fosfato (PSBs) sdo capazes de
produzir vitaminas para a dissolucdo do fosfato bicélcico e todas as estirpes de bactérias
fosfaticas sdo capazes de solubilizar fosfato inorganico. O aumento da biodisponibilidade de P
com a inoculacdo de PGPB ou com uma combinagdo da inoculacdo + fosforo de rocha
também foi relatado por Han e Lee (2005). Trabalhos semelhantes foram realizados por
Manzoor et al. (2016), onde o efeito global de bactérias solubilizadoras de fosfato (PSBs) +
fésforo de rocha (RP) quando comparando com RP aplicado sozinho em plantas de milho teve
um aumento relativo no comprimento da parte aérea (21%), massa fresca da parte aérea
(42%), MSPA (22%), comprimento da raiz (11%), peso fresco da raiz (59%), MSR (78%) e
teor de clorofila (32%). Chaves et al. 2013, observou que inoculagédo com P. fluorescens via
sementes incrementou a AIE (altura da insercdo da espiga) e AP (altura da planta) quando
utilizado TSP. No controle a inoculacdo da rizobactéria resultou em 87% de eficiéncia
agrondmica relativa (EAR).

Quando comparamos qual foi o melhor nivel de inoculagéo dentro de cada fonte de P
para cada variavel, observamos que para todos os tratamentos com P no solo as plantas
inoculadas com Pt12 e Pt13 tiveram o melhor resultado, ndo diferindo entre si para maioria
das variaveis, com excecdo da &rea foliar, que em plantas do grupo Pt12+Arad e Pt12+SSP
apresentaram a maior area foliar e area foliar especifica, onde o grupo controle apresentou o

maior resultado (Fig. 2), e este ja era esperado, visto que, a biomassa foliar desse grupo foi
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menor. Tantawy et al. (2009) também observaram os efeitos da inoculacdo com bactérias
solubilizadoras de fosfato sobre a rizosfera de tomate, o crescimento das plantas, no processo
de colonizacdo e o rendimento. A inoculacdo com Pseudomonas sp. teve um efeito
significativo positivo no teor de fosforo nas folhas de tomate. Fenta et al. (2015) trabalhando
com cinco bactérias solubilizadoras de fosfato codificadas como PSB1, PSB2, PSB4, PSB5 e
PSB7 foram isoladas e caracterizadas no género Pseudomonas, este trabalho mostrou que a
inoculacdo desta PSB juntamente com a aplicacdo de fosfato tricalcico aumentou o
rendimento da MSPA e a absor¢do de fosforo da planta de tomate significativamente com
relagdo ao controle. As bactérias endofiticas do género Pseudomonas tem grande potencial em
solubilizar fosfato em ambientes agricolas, devido ao seu potencial inato de produzir
sideroforos, IAA (&cido indolacético), HCN (acido cianidrico) e antibiose fungica, também
podendo ser usado como um potencial biofertilizante, bem como um potencial agente de
biocontrole (MURNIR et al., 2019).

No tratamento com TSP o controle teve o melhor resultado para maioria das variveis.
Entretanto, vale destacar, que 30 dias antes das coletas das amostras, foi observado no grupo
de plantas Pt12+TSP e Pt13+TSP problemas ndo identificados, que afetaram a salde da
planta, o que resultou em perdas de folhas comprometendo a morfologia e a producdo de

biomassa desses grupos.

3.7 Concluséao

As fontes de fosforo SSP e TPP apresentaram as melhores respostas nas variaveis
estudadas em plantas de P. nigrum sem inoculacéo.

As bactérias endofiticas de P. tuberculatum isolados Pt12 e Pt13 promoveram o
crescimento e o acumulo de biomassa em plantas de P. nigrum mesmo sem adicao de fésforo
no solo.

Os enddfitos Pt12 e Pt13 associados ao fosfato natural Arad aumentaram a eficiéncia
da absorcdo e solubilizagdo em P.nigrum com relacdo as plantas controle, 0 mesmo correu
para fonte SSP.

Os endofitos Pt12 e Pt13 sdo fortes candidatos a serem PGPB e PSB, podendo ser
utilizadas como biofertilizante em solos pobre em fdésforo, bem como potencias agentes de

biocontrole.
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CONCLUSOES GERAIS

As bactérias endofiticas de P. tuberculatum isolados Pt12 e Ptl3 promoveram o
crescimento e o acimulo de biomassa em plantas de P. nigrum mesmo sem adicao de fosforo.
E quando associados ao fosfato natural Arad, aumentam a eficiéncia da absorcdo e
solubilizacdo em P.nigrum com relacdo as plantas controle. A bactéria endofitica
Pseudomonas sp. (Pt13) melhora as trocas gasosas em folhas e promove o crescimento das
plantas de pimenteira-do-reino, podendo aumentar a tolerancia das plantas aos estresses
bioticos e abidticos e favorecer maiores taxas de sobrevivéncia no campo, contribuindo para
maior produtividade e preservacdo do meio ambiente. Os endofitos Pt12 e Pt13 sdo fortes
candidatos a serem PGPB e PSB, podendo se utilizadas como biofertilizante em solos pobre
em fosforo, bem como potencias agentes de biocontrole.



TABELA A: Propriedades quimicas e fisicas do solo na profundidade de 0-20 cm

ANEXQOS

75

ANALISE QUIMICA DO SOLO

pH N MO P K Na Ca Ca+Mg Al H+Al
H.0 % glkg - Mg/dm3--------- s cmolc/dm3--------
51 0,29 96,16 120 263 252 0,3 4,0 0,85 5,05
MICRONUTRIENTES

Cu Mn Fe Zn

-------------------- mg/Kg-----------------

3,0 14,7 195,1 13,2

ANALISE GRANULOMETRICA
Areia grossa Areia fina Silte Argila total
485 164 232 120

Fonte: Embrapa Amz6nia Oriental. Belém, 2018.



TABELA B: Propriedades quimicas na profundidade de 0-20 cm

76

ANALISE QUIMICA DO SOLO

pH N MO P K Na Ca CatMg Al
H.0 % gkg - mg/dm? cmolc/dm?3------
51 0,29 96,16 2 92 6 2,3 3,7 0,0

H+Al

Fonte: Embrapa Amz6nia Oriental. Belém, 2018.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cassava is one of the most important crops in Africa, Asia and Latin America, where millions of people depend on
Cassava its starchy storage roots as their main source of energy. In Brazil, cassava is cultivated in all regions; however,
Phytopythium sp. soft root rot disease has hampered its production mainly in the Amazon region. The identification of

Plant defense
Plant-pathogen interaction
Semi-quantitative RT-PCR
Soft root rot disease

Phytopythium sp., as the causal agent of soft root rot disease in cassava plants collected in Brazil, was recendy
reported. Here, our main aim was to evaluate changes in expression levels of genes possibly involved in com-
patible cassava- Phytopythium sp. interaction. Semi-quantitative RT-PCR assays were performed to evaluate the
expression levels of genes coding for proteins with known functions in plant defense, such as enzymes involved
in oxidative burst and the phenylpropanoid pathway, in detached cassava storage roots inoculated and non-
inoculated with pathogen. Our results showed that cassava responded to pathogen infection through up-reg-
ulation of genes coding for superoxide dismutase, phenylalanine ammonia-lyase, chalcone synthase, cysteine
proteinase inhibitor and RING zinc finger protein. Furthermore, the expression pattern of the allergenic-related
glutamic acid-rich protein and translationally controlled tumor protein genes in detached roots used here va-
lidated the absence of post-harvest physiological deterioration, a known endogenous disorder affecting the
storage roots of cassava at 24-72 h after harvest. This is the first study of interaction between cassava and
Phytopythium sp. at the lecular level contributing to understanding how cassava responds to pathogen in-
fection, as well as to future strategies of molecular breeding regarding the tolerance to soft root rot disease.

Figura 1 do anexo: Trabalho desenvolvido paralelamente a pesquisa de Doutorado



78

VIl Simpdsio Brasileiro de Genética Molecular de

PLANTAS

SEMI-QUANTITATIVE RT-PCR ANALYSIS REVEALS CHANGES IN GENE
EXPRESSION OF CASSAVA ROOTS DURING INFECTION BY Phytopythium sp.

Pereira, ACC !; Lima, AM **; Moura, EF *; Ishidad, AKN *; Reis, SP**: de Souza, CRB?

'Programa de Pos-Graduag&o em Agronomia, Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém,
PA, Brazil.

Universidade Federal Rural da Amazénia - Campus de Tomé-Agu, Tomé-Agu, PA, Brazil.
*Instituto de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do Para, Belém, PA, Brazil.

‘Embrapa Amazoénia Oriental, Caixa postal 48, Belém, PA, Brazil

Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude, Universidade do Estado do Para, Maraba, PA,
Brazil.

bsouza@ufpa.br

Key words: Manihot esculenta Crantz, Plant defense, Plant-pathogen interaction, Root rot
disease.

Figura 2 do anexo: Trabalho desenvolvido paralelamente a pesquisa de Doutorado

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the crops more cultivated in the world;
however, several stresses related to biotic factors, such as the root rot disease, have affected
its production. This disease may be caused by many pathogens, including the recently
reported Phytopythium sp. Thus, the objective of this work was to evaluate changes in the
expression levels of genes possibly involved in the response of susceptible cassava to
infection by Phytopythium sp. Detached storage roots of cassava (accession CPATU 359)
were inoculated with pathogen and collected 24, 48 and 72 hours after inoculation. As
negative control, we used detached roots non-inoculated. For gene expression analysis,
samples of total RNA were extracted from roots and semi-quantitative RT-PCR assays were
performed. Our results showed that cassava responded to Phytopythium sp. infection through
up-regulation of genes coding for superoxide dismutase, phenylalanine ammonia-lyase,
chalcone synthase, cysteine proteinase inhibitor, bZIP transcription factor and RING zinc
finger protein. In addition, our results showed the expression pattern of the allergenic-related
glutamic acid-rich protein and translationally controlled tumor protein genes in detached roots
(inoculated and non-inoculated) validated the absence of post-harvest physiological
deterioration (PPD), a known endogenous disorder affecting the storage roots of cassava at
2472 hours after harvest. Since many effects observed in cassava roots with PPD are similar
to those caused by pathogen infection, this molecular validation was very useful to exclude
the PPD and confirm the symptoms of root rot disease in detached roots inoculated with
Phytopythium sp. This molecular study of interaction between cassava and Phytopythium sp.
contributes to understanding how cassava responds to pathogen infection, as well as to future
strategies of molecular breeding regarding the tolerance to root rot disease.
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