Diversidade e potencial biotecholégico da comunidade bacteriana
endofitica de sementes de soja

Laura de Castro Assumpcao!”, Paulo Teixeira Lacava(®), Armando Cavalcante Franco Dias®,
Jodo Lucio de Azevedo™ e José Otavio Machado Menten®
(MUniversidade de Sdo Paulo (USP), Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalq), Departamento de Genética, Caixa Postal 83,
CEP 13400-970 Piracicaba, SP. E-mail: assumpca@esalq.usp.br, ptlacava@esalq.usp.br, jazevedo@esalqg.usp.br ®USP, Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Caixa Postal 96, CEP 13400-970 Piracicaba, SP. E-mail: acfdias@cena.usp.br ®USP, Esalq, Departamento de
Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola. E-mail: jomenten@esalq.usp.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e identificar a comunidade bacteriana endofitica
de sementes de soja e avaliar o seu potencial biotecnoldégico. Foram utilizadas sementes de 12 cultivares de
soja. Os isolados bacterianos endofiticos obtidos foram avaliados in vitro quanto ao antagonismo a fungos
fitopatogénicos, sintese de acido indolacético (AIA) e solubilizagdo de fosfato. A caracterizagdo foi realizada
com técnicas de isolamento, analise de restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) e sequenciamento
parcial do gene 16S rDNA. Os isolados com maior potencial biotecnolégico foram inoculados em sementes de
soja, para se avaliar a capacidade de promogao de crescimento de plantas. Foi possivel identificar 12 ribotipos por
meio da ARDRA, que foram classificados como: Acinetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Chryseobacterium,
Citrobacter, Curtobacterium, Enterobacter, Methylobacterium, Microbacterium, Micromonospora, Pantoea,
Paenibacillus, Pseudomonas, Ochrobactrum, Streptomyces ¢ Tsukamurella. Quanto ao potencial biotecnologico
da comunidade, 18% dos isolados controlaram o crescimento de fungos fitopatogénicos, 100% produziram
AIA, e 39% solubilizaram fosfato. O isolado 67A(57) de Enterobacter sp. aumentou significativamente a
massa de matéria seca da raiz. A inoculag@o de isolados com elevado potencial biotecnolégico em avaliagdes
in vitro ndo promoveu o crescimento de plantas de soja na maioria dos casos.

Termos para indexagdo: Glycine max, antagonismo, bioprospec¢do, promogdo de crescimento, solubiliza¢ao
de fosfato.

Diversity and biotechnological potential of endophytic bacterial community
of soybean seeds

Abstract—Theobjectives ofthiswork weretoisolate, characterize andidentify the endophytic bacterial community
of soybean seeds, and to test the biotechnological potential of this community. Seeds from 12 soybean cultivars
were used. The endophytic bacterial isolates were evaluated for in vitro antagonism against phytopathogenic
fungi, synthesis of indoleacetic acid (IAA), and capacity to solubilize phosphate. Isolation techniques, amplified
ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) grouping, and identification by means of partially sequencing
the 16S rDNA were used in community characterization. The isolates with best biotechnological potential
were inoculated in seeds to evaluate their ability to promote plant growth. Twelve ribotypes were identify by
means of ARDRA and classified as: Acinetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Chryseobacterium, Citrobacter,
Curtobacterium, Enterobacter, Methylobacterium, Microbacterium, Micromonospora, Pantoea, Paenibacillus,
Pseudomonas, Ochrobactrum, Streptomyces and Tsukamurella. As for the biotechnological potential of the
community, 18% of the isolates were able to antagonize phytopathogenic fungi, 100% to synthesize IAA,
and 39% to solubilize phosphate. The strain 67A(57) of Enterobacter sp. increased significantly the dry root
biomass. Inoculation of promising isolates did not promote growth in soybean plants in most of the cases.

Index terms: Glycine max, antagonism, bioprospection, growth promotion, phosphate solubilization.

Introducao de aproximadamente U$ 215 bilhdes. Ultimamente, tem-
se investido muito em pesquisas, para disponibilizar fontes
Acultura dasoja, Glycine max (L.) Merrill, tem posi¢do  alternativas de nutrientes as plantas, ¢ em metodologias

de destaque na agricultura mundial, com rendimentoanual ~ alternativas de controle de patdgenos, com enfoque no uso
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de microrganismos endofiticos (Kuss et al., 2007; Barroso
& Nahas, 2008; Ryan et al., 2008; Lucon et al., 2009).
Esses microrganismos habitam o interior das plantas
e sdo encontrados em folhas, ramos, raizes e sementes,
sem causar doengas as plantas e sem produzir estruturas
externas visiveis (Azevedo et al., 2000). A comunidade
endofitica ¢ constituida principalmente por fungos e
bactérias.

Com o acumulo de informagdes sobre a interacdo
planta e microrganismos endofiticos (Sturz et al., 1997;
Teixeira et al., 2007; Lacava et al., 2008; Dias et al.,
2009) e com a determinagdo das diferentes fungoes
desses microrganismos no interior das plantas, tem sido
dada atengdo ao estudo de bactérias endofiticas que
podem atuar no controle biologico de inimeras doengas,
na promogdo de crescimento vegetal (Hallmann et al.,
1997) e na biorremediag8o de areas poluidas (Newman &
Reynolds, 2005). Muitas bactérias isoladas de diferentes
ecossistemas sao promotoras de crescimento de plantas
e antagonistas a fitopatogenos e t€m sido estudadas
para o desenvolvimento de produtos comerciais
(Weller et al., 2002), em razdo de seu elevado potencial
biotecnologico.

Tem havido crescente interesse nos estudos sobre a
ocorréncia, o potencial de colonizagdo ¢ a utilizagdo de
bactérias endofiticas para promogdo de crescimento e
controle bioldgico de doencas de plantas (Hallmann
et al.,1997; Amorim & Melo, 2002; Shiomi et al., 2008).
As pesquisas indicam que as bactérias endofiticas
ndao estdo sujeitas a competicdo por nutrientes que
normalmente ocorre na rizosfera, € t€m maior eficiéncia
do que bactérias colonizadoras da rizosfera na promogao
do crescimento, absor¢do de agua e na supressao de
microrganismos deletérios, em razdo de se encontrarem
no interior do sistema radicular (Amorim & Melo,
2002; Santos et al., 2005). Alguns autores enfatizam
a necessidade da utilizagdo de isolados residentes ou
adaptados ao hospedeiro, pela maior capacidade de
colonizac@o e menor risco de introdugdo de organismo
exogenos (Enebak et al., 1998; Khalid et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar e
identificar acomunidade bacteriana endofitica de sementes
de soja e avaliar o seu potencial biotecnoldgico.

Material e Métodos

Sementes de soja de 12 cultivares, fornecidas pela
Monsanto do Brasil, foram utilizadas no isolamento
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bacteriano. As sementes foram submetidas a assepsia
superficial (etanol 70% por 1 min, solugao de hipoclorito
de sodio 2,5% por 2 min, etanol 70% por 1 min e dois
enxagues em agua destilada esterilizada), hidratacdo
em agua destilada esterilizada (1 hora), trituragdo
e agitagdo (150 rpm por 1 hora) em tampao fosfato
(140 mM de NaCl, 3 mM de KCl, 10 mM de Na,HPO,
e 2 mM de KH,PO,, pH 7,4) na proporgdo de 50 mL de
tampao fosfato paracada 7,5 gde sementes. Aliquotas de
100 pL das suspensdes bacterianas foram colocadas em
meio de cultura ndo seletivo “trypic soy broth” (TSB)
10%, digerido pancreatico de caseina 17 g, digerido
pancreatico de semente de soja 3 g, cloreto de sodio
5 g, fosfato de potassio dibasico 2,5 g e glicose 2,5 g,
suplementado com benomil (50 ug mL™'), e incubadas
a 28°C por 15 dias. O numero total de colonias foi
utilizado para determinar a densidade bacteriana, em
termos de unidades formadoras de col6nia por grama
de sementes (UFC g'). Foram realizadas trés repeti¢des
por cultivar, e cada repeticdo foi constituida por trés
placas de Petri com 7,5 g de sementes (Araujo et al.,
2002).

Um total de 176 isolados endofiticos bacterianos
de sementes de soja foram escolhidos ao acaso e
caracterizados genotipicamente, pela técnica de analise
de restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA),
tendo-se utilizado a endonuclease Mbol (Invitrogen, Sao
Paulo, SP, Brasil), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A clivagem foi confirmada por eletroforese
em gel de agarose (2%). Os perfis de restrigdo (ribotipos)
foram caracterizados pelo numero e tamanho dos
fragmentos obtidos. Sessenta e dois isolados endofiticos
foram identificados pelo sequenciamento parcial do
gene 16S rDNA, e as sequéncias foram comparadas
com o banco de dados RDPQuery (http://simo.marsci.
uga.edu/public_db/rdp_query.htm).

A amplificagdo do gene 16S rDNA dos
62 isolados foi realizada pela técnica de reagdo
em cadeia de polimerase (PCR), com volume de
50 uL, com 2 uL de DNA-molde (aproximadamente
10 ng), 0,2 uM dos iniciadores PO27F
(5’ GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1378R
(5’CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’)
(Heuer et al., 1997), 200 uM de cada dCTP, dGTP,
dATP e dTTP (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brazil),
3,75 mM de MgCl,, 2,5 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen, SP, Brazil) e 1X tampdo de Taq DNA
polimerase. A PCR foi realizada em termociclador
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(PTC 200, MJ Research) programado para gerar
desnaturacdo inicial de 4 min a 94°C, seguida de
35 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 62,5°C, 1 min a 72°C,
e uma extensdo final de 7 min a 72°C. A amplificagdo
do fragmento de aproximadamente 1.400 pb foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose (1,2%).

Os 62 isolados foram avaliados quanto a capacidade
antagonista a trés géneros diferentes de fungos
fitopatogénicos: Fusarium semitectum (isolado de
soja), F. oxysporum (isolado de feijdo), F. oxysporum
(isolado de algoddo), F. verticilioides (isolado
de milho), Phomopsis sojae (isolado de soja) e
Cercospora kikuchii (isolado de soja), pelo método
da cultura pareada (Mariano, 1993), para verificagdo
de antagonismos in vitro. Os isolados foram estriados
em dois pontos equidistantes, em placas de Petri com
meio batata-dextrose-agar (BDA) — batata 200 g,
glucose 20 g e agar 15 g —, incubadas a 28°C. Depois
de 48 horas, discos de meio BDA, com as estruturas
dos patdgenos, foram depositados no centro de cada
placa. As placas foram incubadas novamente a 28°C,
por até 72 horas, para que os fungos no tratamento
controle (sem isolados) atingissem a borda da placa.
Foram considerados quatro tipos de interag@o entre as
bactérias e os fungos: sem inibi¢ao (SI); com halo de
inibicdo (HI); com acdo fungistatica (coldnia fungica
com tamanho reduzido ou com produgao reduzida de
hifas) (AF); e com baixa esporulacdo (BE).

A produgdo de AIA foi quantificada pelo método
modificado de Bric et al. (1991). As bactérias
foram inoculadas em meio de cultura TSB 10%,
suplementado com L-triptofano (5 mM), e incubadas
sob agitagdo no escuro a 28°C por 72 horas. As culturas
foram centrifugadas (5 min a 10,000 g), e 900 puL do
sobrenadante foi misturado com 400 uL do reagente
de Salkoviski (Bric et al., 1991). Depois de 30 min de
incubagdo, a temperatura ¢ luminosidade ambientes,
procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro (Pharmacia
Biotech Ultroespec 3000), com comprimento de onda
de 530 nm (Hartmann et al., 1983), normalizada por
meio de curva-padrdo com diferentes concentragdes
definidas de AIA comercial. Como controle negativo
foi utilizada a bactéria Escherichia coli, linhagem dH5
alfa (Sambrook et al., 1989).

A capacidade de solubilizacdo de fosfato pelos
isolados bacterianos foi confirmada pela presenga
de halo, apds o cultivo das bactérias no meio de
cultura: glicose, 10 g; Ca;(POy),, 5 g; MgCl,, 0,5 g;

MgS0,,0,25 g; KCl, 0,2 g; (NH,),SO,, 0,01 g; azul de
bromofenol, 0,025 g; agar, 15 g para 1.000 mL de dgua
destilada, a 28°C por 72 horas (Verma et al., 2001).

Para o experimento de promog¢ao de crescimento
de plantas em casa de vegetacdo, sementes de soja
cultivar Conquista foram submetidas a assepsia
superficial — hipoclorito de sodio 2,5% diluido 3:1
por 3 min (Brasil, 1992) — e imersas nas suspensdes
bacterianas endofiticas (10° UFC mL™") dos 17 isolados
com melhores resultados nas avaliagdes in vitro, por
uma hora, sob agita¢do. Quatro sementes, tratadas com
cada suspensdo bacteriana, foram semeadas por vaso,
com 800 g do substrato comercial PlantMax Hortaligas
(Eucatex), e mantidas em casa de vegetacdo. Apods
14 dias, realizou-se desbaste, tendo-se mantido apenas
as duas maiores plantas em cada vaso. O ensaio foi
avaliado com 35 dias. O experimento foi conduzido com
trés controles: controle padrio (sementes infectadas
com o isolado EN345 de Pseudomonas oryzihabitans,
da colecdo de bactérias do Laboratério de Genética
de Microrganismos, do Departamento de Genética
da Esalg/USP); controle sem inoculagdo (sementes
submetidas a assepsia e incubadas em tampao fosfato,
sem bactéria); e testemunha (sementes ndo submetidas
a assepsia, ndo incubadas em tampao fosfato e sem
inoculagdo de bactéria). Os parametros avaliados
foram: altura das plantas acima do colo (parte aérea)
e massa de matéria fresca e seca da parte aérea e do
sistema radicular.

Para os ensaios de antagonismo, producdo de AIA
e solubilizacdo de fosfato, foi adotado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. O ensaio de promog¢do de crescimento em
casa de vegetacdo foi conduzido em delineamento
experimental em blocos ao acaso, com nove repeticdes
e 20 tratamentos. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia, e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o SAS (SAS
Institute, 1989).

Resultados e Discussao

A caracterizagdo dos isolados endofiticos de
sementes de soja, por ARDRA, resultou em 12 ribotipos
(Figura 1), e foram identificados 62 isolados por
meio do sequenciamento parcial do gene 16S rDNA
(Tabela 1) e comparacdo com o banco de dados
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RDPQuery. Os valores de similaridade variaram
entre 97 ¢ 100%.

Nenhum dos isolados bacterianos avaliados
apresentou acdo antagonista aos fungos P. sojae e
F.verticilioides. Dos 62 isolados avaliados, 11 (18%)
apresentaram algum tipo de antagonismo a pelo menos
um dos seis fungos testados (Tabela 2). Destacaram-
se dois isolados de Ochrobactrum sp.: 54D(42),
com acdo sobre quatro fungos fitopatogénicos
- F semitectum (soja), F. oxysporum (feijao),
C. kikuchii(soja)e F. oxysporum(algodao);e 53B(59),
com ac¢do sobre trés fungos — F. oxysporum (feijao),
C. kikuchii (soja) e F. oxysporum (algodao). Dois
isolados do género Bacillus sp. apresentaram
efeito antagonista a F. oxysporum, com diferentes
tipos de interagdo. Cazorla et al. (2007) isolaram, do

L] ks

Figura 1. Gel de agarose, com os perfis de bandas dos grupos
obtidos pela digestdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
16S rDNA com a enzima de restricdo Mbol. Cada canaleta
representa um ribotipo. M, marcador molecular de 1 kb.

L. de C. Assumpgao et al.

rizoplano de abacate (Rosellinia necatrix), bactérias
identificadas como Bacillus sp. e as caracterizaram
como antagonistas a patogenos de plantas, entre eles
F. oxysporum. Liu et al. (2007) descreveram isolados
de Acinetobacter sp. como antagonistas a diversos
fungos fitopatogénicos, entre eles Phytophthora,
Rhizoctonia e Fusarium. Resultado semelhante
foi observado no presente trabalho, em relagdo ao
género Acinetobacter e sua agao antagonista ao fungo
F. oxysporum.

Ainda que os testes de antagonismo in vitro nem
sempre apresentem o mesmo resultado in vivo (Freitas
& Pizzinatto, 1991), ha os que defendem seu uso,
com base no fato de que a detecgdo de isolados com
caracteristicas antagonicas eficientes pode facilitar
uma primeira selecdo, ja que frequentemente se
trabalha com um grande nimero de isolados (Lucon
& Melo, 1999). Diversos trabalhos tém objetivado
obter agentes de controle bioldgico potencialmente
eficientes e, para isso, um grande numero de
antagonistas tem sido pré-selecionado em testes
de antagonismo in vitro, em razdo das dificuldades
apresentadas pelos métodos de selecdo realizados em
campo, como: custo, mdo de obra, tempo e espaco
(Amorim & Melo, 2002; Shiomi et al., 2008; Lucon
et al., 2009).

Os isolados avaliados produziram entre 2,6 e
34,9 pg de AIA por mililitro de cultura (Tabela 3).
Destacou-se o isolado 33B(8) de Pantoea sp. com
a maior produgdo, enquanto a menor foi observada
no isolado 35A(51) de Paenibacillus sp. Kuss et al.
(2007) obtiveram valores de produgdo de AIA por
bactérias diazotroficas endofiticas (Azospirillum spp.),
isoladas de arroz, que variaram entre 2,79 ¢
13,47 pg mL', quando quantificados em meio de

Tabela 1. Distribui¢ao e frequéncia das familias, nos ribotipos obtidos por ribossomal amplificado (ARDRA) a partir do gene
16S rDNA dos isolados bacterianos endofiticos de sementes de soja.

Perfil de ARDRA  Familias Géneros Isolados incluidos
nos perfis (%)

1 Tsukamurellaceae Tsukamurella 1,1

2 Brucellaceae, Microbacteriaceae e Micrococcineae Ochrobactrum, Microbacterium e Brevibacterium 16,5

3 Microbacteriaceae Curtobacterium 2,3

4 Enterobacteriaceae Pantoea 2,3

5 Moraxellaceae ¢ Methylobacteriaceae Acinetobacter e Methylobacterium 35,2

6 Enterobacteriacea Enterobacter ¢ Citrobacter 5,7

7 Paenibacillaceae Paenibacillus 6,2

8 Bacillaceae Bacillus 11,9

9 Bacillaceae Bacillus 10,2
10 Pseudomonadaceae e Flavobacteriaceae Pseudomonas e Chryseobacterium 7,4
11 Streptomycetaceae Streptomyces 0,6
12 Micromonosporaceae Micromonospora 0,6
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cultura, enquanto Selvakumar et al. (2008) isolaram
Bacillus sp. e Enterobacter sp. de nodulos de kudzu
(Pueraria thunbergiana), capazes de produzir
6,5 pg mL! de AIA e de promover o crescimento de
plantulas de trigo, evidenciado pelo aumento da altura
¢ da biomassa das raizes das plantulas.

Quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfatos,
entre os 62 inoculados avaliadas, 24 (39%) formaram
halo (Tabela 3). O maior halo de solubiliza¢do
de fosfato foi observado no isolado 67A(57) de
Enterobacter sp., com 8,3 cm, € 0 menor no isolado
122D(61) de Acinetobacter sp., com 0,2 cm.
Diversos géneros bacterianos tém sido descritos
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como solubilizadores de fosfato, entre eles
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus,
Flavobacterium e Erwinia (Rodriguez & Fraga,
1999). O fosforo ¢ um dos principais nutrientes para
as plantas. Entretanto, grande parte desse nutriente
presente no solo, aproximadamente 95-99%, esta
na forma insolivel e ndo pode ser prontamente
utilizado pelas plantas (Vassileva et al., 1998).
O uso de inoculantes com bactérias solubilizadoras
de fosfato (BSF) representa uma alternativa para
aumentar a eficiéncia da adubag¢do com fosfatos
soluveis e diminuir os custos de produgdo (Rajankar

Tabela 2. Tipos de interagdo entre os isolados bacterianos endofiticos de sementes de soja e fungos fitopatogénicos.

Isolados bacterianos Géneros bacterianos

Fungos Tipo de interagio™”

11B(2) Brevibacterium
3C(6) Microbacterium
80A(13) Acinetobacter
43A(25) Bacillus
91A(29) Acinetobacter
54D(42) Ochrobactrum
54D(42) Ochrobactrum
54D(42) Ochrobactrum
54D(42) Ochrobactrum
129B(46) Acinetobacter
41B(52) Bacillus

4E(7) Microbacterium
56B(44) Ochrobactrum
53B(59) Ochrobactrum
53B(59) Ochrobactrum
53B(59) Ochrobactrum

Cercospora kikuchii (soja) HI

Fusarium oxysporum (algodao) BE
F. oxuysporum (algodio) AF + BE
F. oxysporum (algodao) AF
C. kikuchii (soja) AF
F. semitectum (soja) AF
F. oxysporum (feijao) AF
C. kikuchii (soja) AF
F. oxysporum (algodao) AF+ BE
F. oxysporum (algodao) AF + BE
Foxysporum (algodao) BE
F. oxysporum (algodao) BE
F. oxysporum (algodao) BE
F. oxysporum (feijao) AF
C. kikuchii (soja) AF
F. oxysporum (algodio) AF+ BE

(OHI: com halo de inibi¢do; AF: com agéo fungistatica; BE: com baixa esporulagio.

Tabela 3. Identificagdo e caracteristicas dos isolados bacterianos selecionados para o ensaio de promogédo de crescimento de

plantas de soja em casa de vegetacao.

Isolado Identificagdo Tratamento Caracteristicas
(casa de vegetagdo) AIA (ug mL™ Halo de solubilizagdo de fosfato (cm)

16A (3) Pseudomonas sp. 1 8,9 6,2
33B (8) Pantoea sp. 2 34,9 6,0
97A (20) Acinetobacter sp. 3 5,7 6,0
62A (22) Citrobacter sp. 4 16,7 4,7
91A (29) Acinetobacter sp. 5 27,4 1,3
15C (37) Pseudomonas sp. 6 6,6 6,5
24E (38) Ochrobactrum sp. 7 23,9 0,5
67A (57) Enterobacter sp. 8 31,7 8,3
26C (21) Enterobacter sp. 9 2,6 5,3
56B (44) Ochrobactrum sp. 10 25,6 0,3
S59A (33) Pseudomonas sp. 11 20,1 3,7
68G (26) Methylobacterium sp. 12 16,7 0,0
101A (18) Acinetobacter sp. 13 2,8 0,0
118B (32) Acinetobacter sp. 14 3.8 0,0
61A (54) Bacillus sp. 15 4.4 0,0
13C (9) Methylobacterium sp. 16 2,9 2,17
38D (12) Methylobacterium sp. 17 3,9 0,0
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et al., 2007; Barroso & Nahas, 2008). Microrganismos
endofiticos representam uma importante fonte para o
desenvolvimento de inoculantes, pois podem interagir
de diferentes maneiras com a planta hospedeira. A
caracteristica de promocdo de crescimento vegetal,
relacionada a solubilizagdo de fosfato, é particularmente
importante (Ryan et al., 2008; Dias et al., 2009).

Ainoculagdodoisolado 67A(57)de Enterobacter sp.
nas plantas de soja determinou aumento significativo
da biomassa seca de raiz (Tabela 4). Esse isolado
apresentou alta producdo de AIA in vitro e, também,
o maior halo no meio de cultura para deteccdo da
capacidade de solubilizacdo de fosfato (Tabela 3).
A inoculacdo do isolado 26C(21) de Enterobacter sp.
teve efeito negativo sobre a biomassa fresca de raiz e
biomassa fresca total, com tendéncia, no entanto, de
aumento da biomassa (fresca e seca) da parte aérea
das plantas (Tabela 4). Com o isolado 24E(38) de
Ochrobactrum sp. houve tendéncia de aumento de todos
os parametros avaliados, embora nio tenha diferido
estatisticamente do controle ndo inoculado (Tabela 4).
Também com o isolado 15C(37) de Pseudomonas sp.
houve tendéncia de aumento da biomassa seca da parte
aérea e da biomassa seca da raiz (Tabela 4).

Os resultados obtidos refor¢am a ideia de que a
promocao de crescimento de plantas ¢ um fendmeno
complexo que ¢é alcancado pela atividade simultanea

de varios microrganismos e fatores (Lifshitz et al.,
1987). O fato de os tratamentos ndo terem, em sua
maioria, promovido o crescimento de plantas pode
ser atribuido a diversos fatores: estresse sofrido
pelas sementes durante a assepsia; eliminagdo dos
microrganismos epifiticos; e pequenas variagdes
no balanco da populacdo bacteriana endofitica,
que pode ter causado um desequilibrio entre os
microrganismos benéficos e os deletérios (Whipps,
2001).

Os efeitos benéficos da inoculacdo de bactérias
em plantas e sementes, com vistas a promogio
de crescimento vegetal, ja estdo bem discutidos e
documentados (Naik et al., 2008; Ryan et al., 2008),
embora o processo de bacterizagdo de tecidos
vegetais possa gerar efeitos deletérios ou nulos,
em relacdo ao desenvolvimento da planta, como
mostrado por Probanza et al. (1996), sobre o efeito
negativo de Bacillus subtilis no comprimento da
parte aérea e de raizes de pinus (Pinus taeda L.), e
de Pseudomonas fluorescens sobre o crescimento
de amieiro (A/nus glutinosa). Santos et al. (2005)
também observaram o efeito negativo de diferentes
espécies de bactérias endofiticas e epifiticas sobre
o desenvolvimento de unidades propagativas de
heliconia (Heliconia psittacorum L.1.).

Tabela 4. Efeito da inoculagdo de bactérias endofiticas em sementes de soja, no desenvolvimento de plantas, aos 35 dias®.

Tratamento Identificacao Alturada  Biomassa fresca Biomassa seca  Biomassa  Biomassa Biomassa Biomassa
(isolado bacteriano) parte aérea  da parte aérea da parte aérea fresca de raiz seca deraiz  fresca total  seca total
(cm) (g (8 (8 (8 (€3] (8
16A(3) Pseudomonas sp. 15,32b 1,23bc 0,26¢ 1,69fg 0,14bcdef 2,81efg 0,41bc
33B(8) Pantoea sp. 17,07ab 1,59ab 0,36abc 1,95cdefg  0,17ab 2,57bcdef 0,53ab
97A(20) Acinetobacter sp. 16,93ab 1,47abc 0,34abc 2,41abcd 0,15abcdef  3,88bcde 0,50ab
62A(22) Citrobacter sp. 17,79ab 1,62ab 0,38a 1,83defg 0,16abed 3,51bcdefg 0,54ab
91A(29) Acinetobacter sp. 17,43ab 1,61a 0,37a 2,25bcdef  0,17ab 3,85abcde 0,55a
15C(37) Pseudomonas sp. 18,50ab 1,60ab 0,38a 2,45abed 0,16abcde  4,14abc 0,54ab
24E(38) Ochrobactrum sp. 18,75a 1,74a 0,38a 2,97a 0,16abc 4,73a 0,54a
67A(57) Enterobacter sp. 17,71ab 1,61ab 0,37ab 2,36abcde  0,19a 3,99abcd 0,56a
26C(21) Enterobacter sp. 17,43ab 1,66a 0,39a 1,62fg 0,13bcdefg  3,28cdefg 0,52ab
56B(44) Ochrobactrum sp. 17,33ab 1,64ab 0,37abc 2,39abed 0,16abcdef  3,78abcde 0,50ab
59A(33) Pseudomonas sp. 18,07ab 1,37abc 0,32abc 1,65fg 0,12defgh 3,18cdefg 0,44abc
68G(26) Methylobacterium sp. 17,79ab 1,61ab 0,37a 1,68efg 0,13cdefgh  3,32cdefg 0,50ab
101A(18) Acinetobacter sp. 17,57ab 1,60ab 0,36abc 1,95cdefg  0,12cdefgh  3,48bcdefg 0,48abc
118B(32) Acinetobacter sp. 15,50b 1,16¢ 0,27bc 1,31g 0,09h 2,47g 0,36¢
61A(54) Bacillus sp. 17,86ab 1,42abc 0,35abc 1,33g 0,11fgh 2,70fg 0,44abc
13C(9) Methylobacterium sp. 16,57ab 1,43abc 0,32abc 1,28g 0,11gh 2,70fg 0,44abc
38D(12) Methylobacterium sp. 16,04ab 1,48abc 0,34abc 1,48¢g 0,12efgh 2,99defg 0,45abc
Controle padrao P. oryzihabitans (EN 345)  16,67ab 1,53abc 0,36abc 2,52abc 0,15bcdefg  4,00abed 0,50ab
Controle sem inoculagao - 15,71ab 1,48abc 0,34abc 2,90ab 0,15bcdefg  4,43ab 0,50ab
Testemunha - 18,21ab 1,68a 0,41a 2,55abc 0,16abcde 4,16abc 0,56a
Média - 17,21 1,53 0,35 2,03 0,14 3,50 0,49
Desvio-padrio - 1,66 0,20 0,05 0,33 0,02 0,51 0,06

(MValores nas colunas seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Conclusoes

1. A comunidade bacteriana endofitica cultivavel de
sementes de soja compreende os géneros: Acinetobacter,
Bacillus, Brevibacterium, Chryseobacterium,
Citrobacter, Curtobacterium, Enterobacter,
Methylobacterium, Microbacterium, Micromonospora,
Pantoea, Paenibacillus, Pseudomonas, Ochrobactrum,
Streptomyces e Tsukamurella.

2. Os isolados bacterianos endofiticos de sementes
de soja sdo capazes de sintetizar acido indolacético,
solubilizar fosfato e inibir o crescimento e esporulagdo
de fungos fitopatogénicos, mas ndo promoveram o
crescimento de plantas de soja na maioria dos casos.
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