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RESUMO

Estudo de bactérias potencialmente promotoras de

crescimento em Citrus sp.

Bactérias promotoras de crescimento de plantas mostram mecanismos
benéficos que podem promover o melhor desenvolvimento da planta hospedeira.
A interacao entre hospedeiro e bactéria pode ser afetada por diversos fatores,
como o gendtipo da planta, a espécie, e o nicho do qual o micro-organismo foi
originado. A cultura dos citros tem grande importancia socioeconémica para o
pais, que € um dos maiores produtores e exportadores dos frutos. Diante disso,
os objetivos deste trabalho foram estudar a comunidade bacteriana associada a
diferentes gendtipos hibridos de citros, observar a densidade bacteriana
associada a diferentes nichos e avaliar a potencial capacidade de se tornarem
futuros inoculantes para a cultura, através do estudo da producgao de sustancias
promotoras de crescimento, e avaliar a diversidade genética através do BOX-
PCR. Foram estudados isolados bacterianos dos nichos rizosfera, raizes, caules
e folhas de 13 diferentes gendtipos de hibridos de porta-enxertos de citros e
avaliada sua capacidade de producao das enzimas amilase, celulase, pectinases
(poligalacturonase e pectato liase), solubilizacdo de fosfato inorganico, produzir
AlA via dependente de triptofano, a potencial fixagao biolégica de nitrogénio e
producao de sideréforos. Os dados foram analisados através do teste estatistico
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e Wilcoxon utilizando o software R. Os
resultados demostraram que bactérias associadas a plantas de citros
apresentam grande potencial e que a densidade populacional varia em relagéo
ao nicho e ao hospederio. Dos 183 isolados obtidos, 80% do isolados foram
positivos para a produgao de AlA, produzindo até 85ug.mL™", 55,7% produziram
um ou mais tipos de enzimas, 48% solubilizaram fosfato, 37% foram positivos
para fixacdo de nitrogénio e 60% para a producgéo de sideroforos. Confirmando

o potencial para serem potenciais inoculantes da cultura.

Palavras-chave: Auxina, Amilase, rizosfera, porta -enxerto, solubilizagao.
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ABSTRACT

Study of growth potential promoter’s bacteria in Citrus sp.

Plant growth promoting bacteria shows beneficial mechanisms that can promote
better development of the host plant. The interaction between host and bacteria
can be affected by several factors, such as plant genotype, plant specie, and the
niche with microorganims lived. The citros culture have a great socieoeconomic
importance for the country, which is one of the largest producers and exporters
of citrus fruits. The aim of this study were to evaluate the bacterial communities
associated with diferente hybrid citrus genotype, and observed the bacterial
density, associated with niches diferents and evaluate the potencial ability to
become culture inoculantes. through the study of production growth promoters
production substances. Bacterial strains were isolated from the rhizosphere
niches, roots, stems and leaves of 13 different genotypes rootstock hybrids of
citrus and evaluated its production capacity of amylase, cellulase, pectinase
(polygalacturonase and pectate lyase), inorganic phosphate solubilization, IAA
producing dependent pathway of tryptophan, the potential biological nitrogen
fixation and production of siderophores. Data were analyzed using statistical
nonparametric test of Kruskal-Wallis and Wilcoxon using the R software. The
results showed that bacteria associated with citrus plants have great potential,
and the population density varies from the niche and host plant. Of the 183
isolates from 80% of the isolates were positive for the production of IAA,
producing up 85ug.mL-1, 55.7% produced one or more types of enzymes,
solubilized 48% phosphate, 37% were positive for nitrogen fixation and 60% for
the production of siderophores. Confirming the potential to be potential inoculants

culture.

Key Words: auxin, amylase, rhizosphere, rootsotck,
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1. INTRODUGAO

A cultura dos citros tem grande importancia socioeconémica para o pais.
O Brasil é considerado o maior produtor e exportador mundial de suco de laranja
e por isso, sempre sdo necessarias medidas que busquem mitigar os riscos
associados a cultura, e incrementar a produtividade, respondendo ao constante
aumento da demanda do mercado.

A busca constante por medidas que levem ao aumento da produtividade
da cultura, sem, no entanto, elevar os prejuizos ao meio ambiente aumentou a
busca por alternativas sustentaveis diante das que existe atualmente. Dentre as
novas alternativas, uma delas é a utilizacao de promotoras de crescimento de
plantas.

Bactérias promotoras do crescimento de plantas sdo aquelas que podem
habitar nichos especificos do hospedeiro, como a rizosfera ou o interior dos
tecidos, sem causar dano ao mesmo. Suas interagdes podem ser benéficas ou
neutras. Geralmente colonizam estes nichos por serem propicios ao seu
desenvolvimento, com disponibilidade de nutrientes, como minerais,
aminoacidos e agucares.

Podem promover o crescimento das plantas através da producéao
de hormdnios como o AlA, disponibilizagdo de nutrientes como o nitrogénio, o
fésforo e o ferro, além de producdo de enzimas extracelulares, como amilases,
celulases e pectinases, onde esta ultima pode estar associada a indugao e
resisténcia sistémica e auxiliar como agente de biocontrole de fitopatdégenos. No
entanto, as bactérias promotoras do crescimento de plantas podem ser afetadas
por varios fatores, como o clima, estacdo do ano, nicho de isolamento, espécie
e gendtipo do hospedeiro, tipo de solo, umidade do solo, entre outros fatores.

Diante disso, os objetivos deste trabalho foram estudar comunidade
bacteriana associada a gendtipos hibridos de citros selecionados no Banco Ativo
de Germoplasma da Embrapa Mandioca e fruticultura e através deste estudo
observar a densidade bacteriana associada a diferentes nichos do hospedeiro,
encontrar isolados que tenham capacidade de produzir substancias de
importancia biotecnolégica e mecanismos que auxiliem na promogédo de
crescimento de plantas e que com isso tenha potencial para tornarem-se futuros

inoculantes para a cultura dos citros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura dos Citros

A familia Rutaceae abrange diversos géneros, sendo o género Citrus, o
mais importante, compreendendo diversas espécies de grande importancia
socioeconémica, como as laranjeiras doces [C. sinensis (L.) Osbeck] e azedas
(C. aurantium L.), as limeiras doces (C. limettioides Tanaka; C. limetta Risso) e
acidas [C. aurantifolia (Chistm.) Swingle], o limoeiro verdadeiro [C. limon (L.)
Burm. f.], as tangerineiras [entre elas a ‘Ponkan’ C. reticulata Blanco), a ‘Dancy’
(C. tangerina hort. ex Tanaka) e a ‘Mexeriqueira’ (C. deliciosa Ten.)], s pomeleiro
(C. paradisi Macfad.), a cidreira (C. medica L.) e a toranjeira [C. maxima (Burm.)
Merr.] (Gomes, 1972; Gomes, 2007; Cunha Sobrinho et al., 2013).

Cunha Sobrinho et al. (2013) afirmam que as espécies de Citrus
originaram-se na Asia e arquipélago Malaio, e dai se dispersaram para outras
partes do mundo. Pela sua grande capacidade de adaptagdo, é possivel
encontrar as espécies citricas em centenas de paises.

Atualmente, o Brasil figura como um dos maiores produtores mundiais de
citros (FAO, 2015), com uma producdo aproximada de 15 milhdes de toneladas
na safra de 2014 e um rendimento médio em torno de 23 t/ha colhidas em uma
area de cerca de 650 mil hectares (IBGE, 2015).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos -
USDA (2015), o Brasil também ¢ lider na producédo de suco de laranja, frente aos
Estados Unidos, Unido Europeia e China, exportando aproximadamente 1milhao
e 200 mil toneladas do produto na safra de 2013/2014, o que equivale a cerca
de 98% da producdo nacional de suco. Com relagdo a produgao do fruto in
natura, o Brasil ocupa a 122 posi¢cao mundial, exportando em torno de 20 mil
toneladas. No entanto, a producéo de tangerinas, limas e limdes é inexpressiva,
quando comparada aos principais produtores mundiais, que sao a China e
Espanha.

Os pomares de citricos vém, ano apos ano, enfrentado fatores que
influenciam sua produtividade, afetando diretamente a producdo nacional e a
economia que a cultura gera. Fatores abidticos, como maiores periodos de
estiagem, e bidticos, como o surgimento de novas pragas e doengas, assim
como o estabelecimento de pragas e doengas ja conhecidas em campos nunca
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antes infectados, a exemplo do Huanglongbing (HLB), bacteriose ja conhecida a
mais de 100 anos nos paises asiaticos e que comegou a atacar os pomares
brasileiros em 2004, tém causado grandes impactos na producéo dos citros a
nivel nacional e mundial (Teixeira et al., 2005)

Visando reduzir a influéncia destes fatores, os trabalhos de melhoramento
genético vém buscando plantas com caracteristicas fenotipicas e genéticas que
se destaquem. Aliado a isso, a cada dia sao descobertos diferentes micro-
organismos em associagao benéfica com as culturas, abrindo portas para estudo

do seu potencial e uso destes como promotores de crescimento de plantas.

2.2 Interacao planta-micro-organismo

A interacao ente endofito-hospedeiro e a relagdo entre comunidade
bacteriana do solo e as plantas sdo objetos de amplo estudo, com diversas
revisdes sobre o tema (Hallmann et al., 1997; Ryan et al., 2008; Hayat et al.,
2010; Glick, 2012; Glick, 2015; Santoyo et al., 2016). Esta interagdo pode ser
maléfica, quando micro-organismos patogénicos ocupam os nichos e iniciam o
parasitismo nos hospedeiros ou benéfica, ocorrendo a simbiose ou mutualismo,
onde os micro-organismos produzem substancias benéficas ou neutras que a
planta utiliza e gera exsudados, agucares, pronta disponibilizagdo de nutrientes
e até protecgao.

A busca e o screening de uma populagdo ou comunidade microbiana
benéfica associada a planta, pode ser considerado um trabalho complexo, mas
valido para a avaliacado e selegao de bactérias benéficas. Durante esta busca,
alguns micro-organismos podem ser considerados mais promissores que outros
(Surette et al., 2003) e apresentar potencial para serem utilizados como
promotores de crescimento de plantas. A interacao benéfica entre as plantas e

bactérias endofiticas e da rizosfera sera abordada nos tépicos a seguir.

2.3 Bactérias rizosféricas associadas as plantas

A rizosfera é considerada a zona do solo que sofre influéncia direta das
raizes, de acordo com Hiltner (1904) citado por Compant (2010), que foi o
primeiro a definir o termo. A rizosfera é considera a zona de solo que esta aderido

e ao redor das raizes, entretanto, o que realmente se pode dizer da rizosfera é
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que a mesma € um nicho altamente atrativo para as bactérias, pois € uma zona
de grande deposic¢ao de exsudados radiculares ricos em agucares, aminoacidos,
vitaminas e outros nutrientes. A rizosfera também é responsavel por originar
grande parte dos micro-organismos endofiticos que habitam os tecidos vegetais
(Germida et al., 1998; Berg, 2005; Doornbos, 2012)

Segundo Danhorn e Fuqua (2007), o solo rizosférico apresenta uma
comunidade bacteriana mais abundante que o restante do solo. Isto se da
justamente pela presenga de exsudados radiculares que atraem os micro-
organismos. Além dos exsudados, ha também os atrativos quimicos, que séo
sinais que as raizes emitem para atrair as bactérias por quimiotaxia, como por
exemplo, o acido malico (Yaryura et al., 2008; Rudrappa et al., 2008).

A sinalizagdo produzida pelas plantas hospedeiras para atrair as
bactérias, depende do tipo de substancia que é produzido em determinadas
etapas do seu desenvolvimento. Algumas substancias como a N-acetil
homoserina lactona (AHLs), atuam como sinalizadores, estimulando o quorum
sensing, e além dos proprios exsudados liberados pelo sistema radicular do
sistema radicular (Bais et al. 2006; Doornbos et al., 2012).

Os exsudados radiculares sédo ricos em carboidratos e aminoacidos,
como por exemplo, Yaryura et al.(2008) estudaram a colonizagao de raizes e
sementes de soja pela bactéria rizosférica Bacillus amyloliquefaciens BNM339.
Os autores detectaram a presencga dos carboidratos frutose, arabinose, glucose,
manose, galactose e dos aminoacidos asparagina, acido a-aminobutirico,
glutamina, histidina, e que a concentragdo dos mesmos aumenta ao longo do
tempo de crescimento.

Nos exsudados radiculares também existem substancias chamadas
mucilagens, que auxiliam as raizes na abertura do caminho dentro do solo, além
decompostos fendlicos, acidos organicos, fitorménios, alcoois, vitaminas
fitosideréforos, células mortas que se desprenderam da coifa, e outros
metabolitos secundarios que ainda precisam ser estudados para elucidar sua
real fungédo e que influéncias exercem na comunidade bacteriana (McNear Jr.,
2013; Bacilio- Jiménez et al., 2003).

Além da influéncia do sistema radicular, a diversidade bacteriana é
influenciada por fatores bidticos e abidticos que a afetam como um todo. Fierer
e Jackson (2006) estudando a diversidade da comunidade bacteriana de mais

de 100 amostras de solos, observaram que a comunidade bacteriana é afetada
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pelas diferentes variaveis que afetam o solo, especialmente pelo pH, onde solos
com pH préximo a neutralidade apresentam uma alta diversidade bacteriana,
enquanto que solos mais acidos apresentam uma diversidade menor. Esta
afirmacao é confirmada por Danhorn e Fuqua (2007), que ainda afirmam que
outros fatores ambientais, além do pH, como conteudo de agua, nutrientes e
minerais no solo, espécie e gendtipo da planta, estado fisiologico em que a
mesma se encontra e a interagdo com outros micro-organismos podem afetar a
diversidade de espécies microbianas existentes na rizosfera.

Além disso, Doornbos et al. (2011) afirmam que a diversidade microbiana
do solo abrange cerca de 107 espécies, e que so é possivel acessar, no maximo,
10% das espécies, utilizando técnicas cultivaveis para o estudo deste
microcosmo.

Aguirre-Garrido et al. (2012) estudaram a diversidade da comunidade
bacteriana rizosférica associada a trés espécies diferentes de cactos nativos do
México, através de métodos cultivaveis e n&o cultivaveis. Dos 40 isolados
selecionados, os autores observaram a existéncia de trés filos principais:
Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, dentre estes, a predominancia do
primeiro, principalmente da classe a-Proteobacteria. Os isolados pertenciam a
13 géneros bacterianos diferentes, sendo os dominantes: Ochrobactrum (a-
Proteobacteria), Arthrobacter (Actinobacteria) e Bacillus (Firmicutes), cujo o
primeiro representa aproximadamente 25 % dos isolados estudados.

Ibekwe et al. (2010) também encontraram o Filo Proteobacteria e também
Filos Acidobacteria e Bacterioide. No filo Proteobacteria, encontraram
predominancia da classe y-Proteobacteria, enquanto estudavam a diversidade

dos isolados obtidos no solo rizosférico da cultura do pepino.

2.4 Bactérias endofiticas associadas as plantas

Como o filoplano e o solo rizosférico tem maior concentracédo bacteriana
e sdo consideradas as principais fontes de origem das bactérias endofiticas,
principalmente o solo rizosférico. As bactérias adentram o hospedeiro e tornam-
se endofiticos através das aberturas dos estdbmatos, pelas rachaduras na
epiderme existentes nos pontos de emissdo de novas raizes laterais, pelos

ferimentos causados por fungos ou nematoides, ou ferimento causado por



intervengao mecanica, picadas de prova por insetos vetores e pelas partes de
raizes quebradas (Rosenblueth e Martinez-Romero, 2006; Hardoim et al., 2008).

Bactérias endofiticas sao definidas como aquelas que habitam o interior
de 6rgao e tecidos de plantas saudaveis, sem causar sintomas de doengas, néo
expressando sinais externos ou estruturas visiveis e que ndo causem danos aos
hospedeiros (Lacava et al., 2006; Schulz e Boyle, 2006; Ryan et al., 2008), e que
possam ser isoladas de tecidos vegetais superficialmente desinfestados
(Hallmann, 1997). Segundo Reis e Olivares (2006), bactérias endofiticas tem
ciclo de vida similar ao de bactérias fitopatogénicas, diferindo das mesmas por
causarem efeitos benéficos aos hospedeiros. Dentro deste contexto, fungos e
bactérias sdo os micro-organismos mais encontrados nestes nichos.

Além disso, bactérias endofiticas podem habitar o interior de diversos
orgaos vegetais, como flores, 6vulos, pdlen, caules, folhas, raizes, frutos e
sementes (Hallmann e Kloepper, 1997; Mendes et al., 2007; Compant et al.,
2008; Assumpcao et al., 2009). Ainda podem ser transmitidos de geragéo para
geragao, principalmente via sementes, e também podem ser passados através
do material de propagacgao vegetativa, de insetos vetores (Hallmann et al., 1997;
Carroll 2014; Truyens et al., 2015).

Schulz e Boyle (2006), explicam que estar endofiticamente nos tecidos
vegetais seria um estado momentaneo, pois estes micro-organismos em algum
periodo ou estagio do seu ciclo de vida estiveram em outros habitats. Assim
como Bruto et al. (2014) e Azevedo et al. (2000) afirmam que bactérias
endofiticas poderiam ter vivido saprofiticamente no ambiente, em seguida,
passaram a habitar a rizosfera, depois o rizoplano e em seguida os tecidos
internos vegetais.

Além disso, a densidade populacional dos endoéfitos dentro do hospedeiro
pode ser afetada por diversos fatores bioticos e abioticos (Hallmann et al., 1997)
tais como a idade ou ciclo de vida do hospedeiro (Mattos et al., 2008), genétipo
do hospedeiro, estacdo do ano (Kuklinsky-Sobral et al., 2004), clima, espécie,
tipo de solo, uso de defensivos agricolas (Kuklinsky-Sobral et al., 2005) ou
contaminagao do ambiente.

Hardoim et al. (2008) apresentam uma teoria que afirma que bactérias
endofiticas teriam dois tipos de ciclo de vida, dividindo-se em enddfitos
obrigatorios ou facultativos. Os enddfitos obrigatérios (ou verdadeiros) tem a

capacidade de colonizar a planta sistemicamente, movimentando-se pelos
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tecidos vasculares do hospedeiro, e também de alterar o metabolismo do
mesmo, sem interferir no equilibrio do sistema planta. Ainda de acordo com
esses autores, os endofitos facultativos (ou oportunistas), limitam-se a tecidos
especificos ou a alguns érgaos especificos do hospedeiro. Schulz e Boyle
(2006), que alegam que bactérias endofiticas facultativas podem ter ciclo de vida
que alternam entre o ambiente e o hospedeiro.

Mattos e colaboradores (2008), avaliaram a densidade populacional e a
distribuicdo do endofito diazotrofico Burkholderia kururiensis utilizando plantas
axénicas de arroz in vitro, onde a bactéria foi inoculada na regiao rizosférica das
plantulas, e inicialmente avaliadas aos sete dias apods inoculagdo. Os autores
encontraram uma densidade populacional de 8 x 10° UFC. g TVF - (unidades
formadoras de colénia - UFC; tecido vegetal fresco - TVF) para as raizes e
2,95x108 nas folhas, ou seja, a colonizagdo predomina no sistema radicular,
principalmente na regido basal dos pelos radiculares, onde a partir destes,
adentram a planta internamente e colonizam a regi&do endodérmica e chegam ao
xilema, onde a partir dai colonizam a parte aérea da planta.

Diferentes géneros bacterianos podem ser encontrados habitando o
interior das plantas hospedeiras, no entanto existem aqueles que se apresentam
com mais frequéncia, considerados grupos dominantes. Dentre os género
bacterianos dominantes encontramos os géneros Bacillus, Burkholderia
Pseudomonas, Pantoea e Enterobacter (Santoyo et al., 2016).

Bactérias endofiticas ja foram encontradas em uma infinidade de espécies
vegetais, que variam entre espécies arboreas, como Eucalipto (Procépio et al.,
2009), pinheiros (Odee et al., 2002; Ulrich, 2008), plantas herbaceas (Gorlach-
Lira e Coutinho, 2007), leguminosas. (Kuklinsky-Sobral et al., 2004), frutiferas
(Lacava et al., 2006; Dias et al., 2008; Le Nguyen et al., 2008; Torres et al., 2008),
gramineas (Velazquez et al., 2008; Gagne-Bourgue et al., 2013) e outras plantas
como ornamentais e de uso téxtil (Hallmann e Kloepper, 1997; Giongo et al.,
2013).

Com relagado aos citros, Lacava et al. (2006), estudando a comunidade
bacteriana associada a Citrus sinensis (cv. Natal), encontraram os géneros
Curtobacterium sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Bacillus spp.,
Methylobacterium mesophilicum e X. fastidiosa. Ja Araujo et al. (2002),
estudaram a comunidade da C. sinensis (cv. Natal ) e de Citrus reticulata (cv.

Blanco), e encontraram as bactérias Bacillus pumilus, Curtobacterium
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flaccumfaciens, Enterobacter cloacae, Methylobacterium spp., Nocardia sp.,

Pantoea agglomerans, e Xanthomonas campestris.

2.5 Propriedades benéficas da interacdo planta/bactéria

Bactérias endofiticas ou rizosféricas podem ser consideradas como
promotoras de crescimento vegetal (BPCP- bactérias promotoras do
crescimento de plantas) quando produzem substancias ou disponibilizam
nutrientes que geram incrementos no desenvolvimento o vegetal. Existem
diferentes mecanismos que podem estimular o crescimento de plantas, que sao
similares para bactérias endofiticas e rizosféricas, e estes mecanismos podem
ser diretos ou indiretos (Rosenblueth e Martinez-Romero, 2006; Hayat et al.,
2010; Saharan e Nehra, 2011).

Os mecanismos diretos de promogéo de crescimento vegetal sdo aqueles
que afetam diretamente o desenvolvimento vegetal. O principal destes
mecanismos € a producido de horménios que sdo semelhantes aos fitormdnios,
e sdo responsaveis por regular o crescimento e desenvolvimento vegetal (Hayat
etal., 2010). Ja Santoyo et al. (2016) afirmam que os mecanismos diretos podem
ser a facilitagdo da aquisigdo de nutrientes essenciais, como nitrogénio, fosforo
e ferro, e a modulagao de niveis hormonais dentro da planta, incluindo ou n&o a
producdo dos mesmos.

Os principais horménios produzidos pelas bactérias sdo o acido indol
acético (AlA), giberelinas, citocininas, acido abiscisico, etileno e jasmonatos
sendo o primeiro amplamente estudado e em adig&o, ainda regula os niveis de
outros hormdnios, como o etileno, através da producdo da enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato deaminase (ou ACC deaminase). Enquanto
que os principais mecanismos de facilitacdo de aquisicdo de nutrientes sao
através da fixagado bioldgica de nitrogénio, solubilizagdo e disponibilizagao de
fosfatos, producao de sideréforos e aumentando a capacidade de absorgao
pelas raizes, por estimular crescimento das mesmas (Patten e Glick, 1996;
Boiero et al., 2007; Santoyo et al., 2015; Santoyo et al. 2016).

Ja as formas indiretas de promogédo de crescimento vegetal ocorrem
quando a bactéria previne ou limita o dano que poderia ser causado por algum
fitopatogeno - como fungos, bactérias ou nematoides. Os mecanismos que as

bactérias utilizam para promover o crescimento de plantas podem ser através de
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substancias antibidticas, como producédo de acido cianidrico, bacteriocinas e
antibidticos, que agem como agentes de controle biologico; producédo de
sideroforos, que atuam captando Fe3* e limitando a quantidade de ferro
disponivel para o fitopatdégeno; competicao por espaco, através da ocupagao dos
mesmos nichos que os patdégenos; induzindo resisténcia sistémica na planta,
através da producgao de substancias como o acido cianidrico, compostos volateis
como o 2,3-butanodiol e a acetoina, e também pela produ¢édo de substancias
degradadoras da parede celular (Mariano et al., 2004; Lugtenberg e Kamilova,
2009; Glick, 2015; Santoyo et al., 2016).

2.6 Producéo de Acido Indol Acético por BPCP

O grupo das auxinas representa horménios de extrema importancia para
o desenvolvimento vegetal, e estdo envolvidos em diferentes fases de
crescimento e atuam em diferentes partes da planta. Tem como principais efeitos
o alongamento e divisao celular; diferenciagéo de tecidos vasculares; iniciagéo
das raizes; dominancia apical; respostas a tropismos; senescéncia foliar; atua
em frutos e no florescimento (Davies, 2010; Costacurta e Vanderleyden, 1995).

Dentre as formas sintéticas e naturais de auxinas existentes, o acido indol
acético (AIA) é uma das mais comuns encontradas nas plantas e uma das mais
estudadas (Patten e Glick, 1996; Spaepen et al., 2007; Davies, 2010). Patten e
Glick (1996), afirmam que alguns micro-organismos tém capacidade de produzir
o AIA semelhante ao encontrado nas plantas. Entretanto, estes micro-
organismos podem ser benéficos ou ter efeitos deletérios nas plantas, como é
caso da bactéria fitopatogénica Agrobacterium tumefasciens, que induz a
formacgao de galhas no hospedeiro.

Para a biossintese do AlA, existem duas rotas metabdlicas possiveis no
organismo bacteriano, semelhante aos vegetais. Uma das rotas depende da
existéncia do aminoacido L-triptofano e a outra é independente do mesmo. O L-
triptofano € considerado um dos precursores da biossintese do AlA, e mesmo
que algumas bactérias consigam produzir via independente deste aminoacido, a
adicao no mesmo ao meio de cultura de crescimento bacteriano incrementa a
producao do horménio (Spaepen et al., 2007)

A rota metabdlica dependente do L-triptofano, segundo Spaepen et al.

(2007) tem cinco vias diferentes, que sao: 1) via Indol-3-acetamida; 2) via Indol-
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3-pirutavo; 3) via triptamina;4) via oxidase da cadeia lateral do triptofano e 5) via
Indol-3-acetonitrila. As vias Indol-3-acetamida e Indol-3-pirutavo sao as
principais encontradas em bactérias, sendo a primeira melhor caracterizada
(Lambrecht et al., 2000; Spaepen et al., 2007).

As vias para a rota metabdlica independente de triptofano ainda ndo foram
totalmente elucidadas, no entanto sabe-se que ocorrem tanto em bactérias
quanto em plantas (Spaepen e Vanderleyden, 2011).

Diversos géneros bacterianos ja forma avaliados quanto a sua produgao
de AIA, como Rhizobium (Coatti et al., 2010); Pseudomonas sp. associados a
planta de trigo (Egamberdieva, 2009); os géneros Bacillus, Pseudomonas,
Escherichia, Micrococcus e Staphylococcus também associados a plantas de
trigo (Ali et al., 2009); Micrococcus luteus, Streptoverticillium sp., Pseudomonas
putida, e Gluconobacter sp associados a folhas de alface (Barazani e Friedman,
1999); Pseudomonas, Ralstonia, Enterobacter, Pantoea e Acinetobacter
associadas a plantas de soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2004) entre outras. Além
disso, Spaepen et al. (2007) afirmam que aproximadamente 80% das bacterias

rizosfericas tem capacidade de produzir AlA.

2.7 Solubilizacdo de Fosfato Inorqgénico por BPCP

O fésforo (P) esta entre os principais nutrientes requeridos para nutricao
e desenvolvimento das plantas, sendo o segundo nutriente mais requerido pelas
mesmas. Nestas, constitui parte dos fosfolipidios, acidos nucleicos e ATP, além
de regular o funcionamento de enzimas e o metabolismo da planta com um todo
(Schachtman et al., 1998; Nautiyal, 1999). Nas células bacterianas, o P tem
fungbes semelhantes as realizadas nas células vegetais.

Os solos das zonas tropicais normalmente sdo pobres em fésforo, e
mesmo quando encontra-se em altas concentracées, nem sempre esta em uma
forma disponivel para a pronta utilizacdo pelas plantas. Isso ocorre por ser um
elemento de sua baixa mobilidade e com afinidade para a formacdo de
compostos insoluveis. E a deficiéncia de P limita o desenvolvimento e
produtividade das culturas (Nautiyal, 1999; Glick, 2012). Taurian et al. (2009)
afirmam que, mesmo quando o solo apresenta altos teores de P, apenas uma

pequena fracdo esta disponivel, e mesmo com a aplicacdo de fertilizantes
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fosfatados, as formas soluveis de P podem precipitar, tornando-se insoluveis, o
que aumenta a necessidade do nutriente pela cultura.

As fontes de P no solo podem ser de origem organica ou inorganica, mas
as plantas o absorvem na forma de anions da solugdo do solo (HPO4?>~ e H2PO4
7). Além disso, os micro-organismos podem aumentar a disponibilidade de P
inorganico pela liberacdo de protons e anions como OH e CO:2 e acidos
organicos, como citratos, malatos entre outros. Enquanto que, para aumentar a
disponibilidade do P organico, utilizam diferentes enzimas fosfatases
(Richardson et al., 2009; Marschner et al., 2011; Glick, 2012). Ja Taurian et al.
(2009) afirmam que as bactérias podem disponibilizar anions fosfato
prontamente disponiveis através da solubilizagdo do fosfato inorganico pela
secrecao de acidos organicos e fosfatases, ou seja, seria 0 mesmo processo
tanto para P organico quanto para P inorganico.

Dentre os efeitos benéficos diretos que as bactérias promotoras de
crescimento apresentam, um deles é a capacidade de captar e disponibilizar
nutrientes para as plantas, entre estes esta a disponibilizagao de P. Diversos
trabalhos tem estudado a comunidade bacteriana e a capacidade de solubilizar
fosfatos, como Taurian et al. (2010), onde os autores avaliaram o potencial de
solubilizag&o in vitro de P inorgénico (fosfato de calcio) por bactérias isoladas da
rizosfera, filosfera e endofiticas de plantas de Arachis hypogaea L. Dos 433
isolados analisados pelos autores, aproximadamente 25% mostrou capacidade
de solubilizar fosfato de calcio, e a maioria apresentou um indice de solubilizagéo
maior que 2,0 mm.

O indice de solubilizacdo € utilizado para quantificar e avaliar a
capacidade de solubilizacdo de cada isolado. O mesmo é dado pela medida do
halo de solubilizag&o (em milimetros — mm) divido pelo didametro da col6nia (em
mm), e o indice também & dado em mm, segundo Edi Premono et al. (1997)
citado por Kumar e Narula (1999). Quanto maior o indice, maior a eficiéncia da
bactéria em relagao a solubilizagao de fosfatos.

Andrade et al. (2014), analisaram 40 isolados de raizes da banana, e
observaram que 37% dos mesmos apresentaram capacidade de solubilizar P
inorganico, no entanto apenas 3 isolados apresentaram grande capacidade de
solubilizacido, com indices acida de 2,0 mm.

A capacidade de solubilizar P inorganico em vitro foi observada em

isolados associados a diversas culturas e espécies vegetais como orquideas
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(Faria et al,. 2013); soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Assumpgcao et al., 2009);
capim “switchgrass” (Gagne-Bourgue et al., 2013); feijao guandu (Souchie et al.,
2007); colza (Etesami e Alikhani, 2016) entre outras.

2.8 Producéo de sideroforos por BPCP

Sideréforos sdo agentes quelantes especificos, de baixo peso molecular,
que sao produzidos pelas bactérias em funcéo da baixa disponibilidade de ferro.
Apesar de serem moléculas pequenas, os mesmos tem alta afinidade com o
ferro, principalmente o ion Fe3* (Neilands,1995; Hayat et al., 2010; Saharan e
Nehra, 2011). Os sideroforos foram objeto de ampla revisdo realizada por
Neilands (1995) e Barry e Challis (2009).

Existem diversos tipos de sideréforos produzidos por micro-organismos,
e parte destes foram compilados no trabalho apresentado por Benite et al.
(2002). Os tipos de sideroforos mais comuns produzidos por micro-organismos
sdo do tipo catecolato, o hidroxamato e o carboxilato (Ahmed e Holmstrom,
2014). Uma mesma bactéria pode produzir um ou mais tipos de sideréforos,
como é o caso da Pseudomonas sp., que € um dos géneros bacterianos mais
estudados, e produz cerca de 60 tipos de sideroforo do tipo pioverdina,
pertencente ao grupo dos catecolato (Schalk e Braud, 2011; Schalk e Guillon,
2013; Ahmed e Holmstrém, 2014)

A dindmica da produc¢ao de sideroforos ja foi estudada com a comunidade
bacteriana associada a diferentes culturas e também ja foi estudada em
diferentes micro-organismos. Loaces et al. (2011) estudaram a producéo de
sideréforos da comunidade bacteriana associada a plantas de arroz. Os autores
perceberam que a frequéncia de isolados positivos para a producédo de
sideréforos era diferente em relacdo a maturidade da planta, e encontraram os
seguintes géneros bacterianos Sphingomonas, Pseudomonas, Burkholderia,
Enterobacter e Pantoea.

Szilagyi-Zecchin et al. (2014) estudaram 7 bactérias associadas a raizes
de milho, e cerca de 90 % dos isolados estudados apresentaram capacidade de
produzir sideroforos in vitro. As bactérias foram associadas com os géneros
Bacillus sp. e Enterobacter sp., onde s6 as do género Enterobacter sp. n&o

produziram sideréforos.
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A producéao de sideréforos por bactérias pode indicar que as esmas tem
potencial para serem utilizadas como agentes de biocontrole, ou pode indicar
algum fator de viruléncia em bactérias patogénicas. Geralmente, bactérias que
produzem sideroforos tem capacidade de concorrer com fitopatégenos por
adquirirem o ferro disponivel no ambiente, criando uma zona de deple¢ao no
local e assim inibindo ou prejudicando o desenvolvimento dos (Benite et al.,
2002; Khan, 2005).

2.9 Fixacao biolégica de nitrogénio por BPCP

Assim como o fosforo, o nitrogénio (N) se encontra entre os nutrientes
mais requeridos pelas plantas, sendo o primeiro nutriente mais exigido, pois tem
funcdo direta sobre o desenvolvimento vegetal. E demandado em grandes
quantidades e participa da sintese de DNA, RNA, enzimas, proteinas e clorofila,
€ sua auséncia reduz o crescimento, desenvolvimento e produtividade das
culturas (Hayat et al., 2010).

A atmosfera é constituida por aproximadamente 78% de nitrogénio em
seu estado gasoso (N2). O N2em sua forma gasosa apresenta uma tripla ligagéo
que nem as plantas nem os animais conseguem quebrar. No entanto, existem
algumas bactérias que conseguem quebrar esta ligagdo, e transformar o
nitrogénio em formas assimilaveis pelas plantas. As formas mais comuns de N
que as plantas conseguem absorver sdo o NOs e NH4" (nitrato e amdnio,
respectivamente).

O nitrogénio pode entrar no sistema solo-planta por quatro formas
principais: deposi¢cao atmosférica, emprego dos restos culturas, adubacéao
nitrogenada e fixag&o biologica de nitrogénio (Novais et al.) Uma vez no solo, o
N torna-se um elemento bastante movel, e tende a ser facilmente lixiviado,
principalmente quando se encontra na forma nitrato, acarretando na perda de
produtividade das culturas e a prejuizos financeiros aos produtores, pois boa
parte da adubacgéo pode ser perdida, se n&do houver o manejo adequado.

A quebra da dupla ligagado do Nz e disponibilizagdo do N para as plantas
através das bactérias € chamada fixagao biolégica de nitrogénio (FBN) e é
considerada um mecanismo direto de promocédo de crescimento de plantas.

Bactérias promotoras de crescimento que apresentam a capacidade de
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converter o N2 em amoénia também podem ser chamadas de diazotroficas
(Dobbelaere et al., 2003). (Augusto et al., 2009)

As bactérias diazotroficas conseguem realizar a FBN através da produgao
da nitrogenase. A nitrogenase € um complexo enzimatico catalisa a
transformacao do N2 em NH*4, através das bactérias. De acordo com Reis et al.
(2005) a nitrogenase é composta por duas unidades, uma chamada
dinitrogenase redutase (Fe-proteina) e a outra € chamada dinitrogenase (MoFe-
proteina). As duas funcionam de forma conjunta durante a fixagao biolégica de
nitrogénio, onde a primeira transfere elétrons através da redug¢do do N2 e a
segunda € onde a reagao propriamente dia acontece. Ainda segundo Reis et al.
(2005), existem trés tipos de nitrogenase: a MoFe-nitrogenase (molibdénio e
ferro), a VFe-nitrogenase (vanadio e ferro) e a Fe-nitrogenase (ferro), onde
bactérias fixadores de nitrogénio podem um, dois ou os trés tipos.

Além do mais a atuagédo da nitrogenase e consequentemente a FBN, é
um processo regulado e influenciado por diferentes fatores bioticos e abioticos.
Dentre os fatores abidticos, a disponibilidade de fontes de N € uma delas. Assim,
quando uma fonte de N amoniacal € adicionada aos solos, a nitrogenase pode
ser inativada, onde a mesma € responsavel pela redu¢cdo do N2 , além da
deficiéncia de Ferro, Molibdénio e Vanadio; a concentracédo de O2 no solo, entre
outros fatores(Rudnik et al., 1997; Reis et al., 2005; Moreira et al. 2010).

Segundo Ddbereiner e Day (1970) citado por Sala et al. (2005) Para
isolamento e identificagao in vitro de bactérias capazes de fixar nitrogénio, € ideal
a utilizacdo de meio semissolido livre de N, pois esse meio limita a difusdo de
O2, faciltando o desenvolvimento das bactérias, que em maioria séo
microaerofilicas preferindo sitios na planta ou no solo que tem uma menor
concentracao de Oz,

Szilagyi-Zecchin et al. (2014), estudaram a capacidade de fixagcdo de
nitrogénio in vitro por seis isolados de raizes de milho, utilizando meio NFb
semissolido, encontraram 4 isolados positivos para a fixagao biologica, que
foram identificados como pertencentes ao género Bacillus sp. e Enterobacter sp.

Jha et al. (2009), isolaram bactérias de raizes e caules de trigo e
identificaram que as mesmas pertenciam ao género Achromobacter sp como
fixadora de N2. Ja lkeda et al. (2013), obtiveram 217 isolados bacterianos
oriundas de 7 genotipos de milho, em 4 meios diferentes e livres de nitrogénio

(NFb, JNFb, LGl e LGI-P), onde 35 destes isolados foram sequenciados,
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encontrando-se os géneros Klebsiella, Burkholderia, Bacillus, e Pantoea.

Andrade et al. (2014), estudando 40 isolados bacterianos de raizes de
banana, observaram que 83% dos isolados mostrou capacidade de formar
peliculas em meio NFb, e os positivos foram identificados como Bacillus subtilis
Bacillus pumilus.

Existem diversos tipos de meios de cultura utilizados para avaliar in vitro
a FBN, que podem ser especificos para cada género de micro-organismo
estudado. Uma parte destes meios é descrita no trabalho pulicado no Documento
110, publicado pela Embrapa Agrobiologia - CNPAB, (Documentos 110) escrito
por Dobereiner et al. (1999).

2.10 Producéo de enzimas por BPCB

Dentre os produtos secundarios produzidos pelas BPCP, estdo a
produgao de enzimas. Estas enzimas, além da importancia na relacdo bactéria-
planta, também podem ter interesse econémico, biotecnolégico e industrial
(Azevedo, 1998; Carrim et al., 2006).

A producdo de enzimas por BPCP podem auxiliar na penetragdo e
colonizagdo dos hospedeiros, e ter efeito auxiliar como agentes de controle
bioldgico. Na colonizagao, auxiliam degradando a parede celular do hospedeiro,
facilitando a penetragcao da bactéria e posterior estabelecimento. Dentre todas
as enzimas produzidas pelas bactérias e estudadas, destacamos as celulases,
amilases e pectinases - Pectato Liase e Poligalacturonase (Hallmann et al., 1997;
Compant et al., 2010).

Pectinases e celulases tem capacidade de degradar substancias
pécticas que estdo presentes na parede celular do hospedeiro, sendo
coinsiderada uma das principais pegas para colonizagao (Verma et al., 2001).

As pectinases tem grande importancia também na industria alimenticia,
principalmente no processamento de frutas e seus derivados. Existem tres
grupos de pectinas: a esterase; as despolimerizantes e as protopectinases. A
poligatacturonase e a pectato liase estdo incluida no grupo das
despolimerizantes. A poligalacturonase tem agédo em pH mais acido e a pectato
liase em pH mais alcalino (Uenojo e Pastore, 2006; Uenojo e Pastore, 2007).

As amilases produzidas por bactérias tém grande potencial de aplicagao

industrial e tem como vantagens a possibilidade de serem produzidas em
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grandes quantidades, serem mais econbmicas e de facil manipulagdo. A ao-
amilase é o tipo de amilase mais produzido e utilizado, além disso, é o principal
tipo produzido por bactérias (Souza e Magalhaes, 2010).

Para a comunidade bacteriana, a producdo de enzimas auxiliam no
crescimento e sobrevivéncia da populacdo, por aumentarem a disponibilizacéo
de nutrientes, evitarem a acdo de algumas toxinas deletérias e o
desenvolvimento de organismos patogénicos (Burns, 1982; Gorlach-Lira e
Coutinho, 2007).

2.11 BPCP e o potencial de Controle Biol6égico

Micro-organismos patogénicos sdo uma grande ameacga a producgao de
alimentos e a estabilidade dos ecossistemas em todo o mundo. Com intuito de
reduzir ou suprimir o uso de defensivos agricolas para controlar pragas e
doencas nas culturas, a prospeccdo de BPCP tem sido realizada. Bactérias
endofiticas e rizosféricas tém mostrado grande potencial como agentes de
biocontrole, e que, além de diminuir o uso de defensivos, tem maior nivel de
seguranga ao aplicador e afeta de forma minima o meio ambiente, causando
poucos impactos ambientais (Azevedo et al., 2000; Compant et al., 2005; Arfaoui,
et al. 2006).

A atividade antagonistica a patdgenos pode ser exercida através dos
seguintes mecanismos: concorréncia por nicho ecolégico, producédo de
aleloquimicos, indugao de resisténcia sistémica, indisponibilizagdo de ferro e
outros nutrientes (Compant et al., 2005).

Na literatura, diversos trabalhos vém utilizando BPCP como agentes de
controle biologico, como Szilagyi-Zecchin et al. (2014) que encontraram dois
isolados, identificados como pertencentes ao género Bacillus sp. Mostrando
antagonismo ao crescimento dos fungos Fusarium verticillioides, Colletotrichum
graminicola, Bipolaris maydis e Cercospora zea-maydis, todos microrganismos
patogénicos a cultura do milho.

Kupper et al. (2003) avaliaram a atividade antagonistica de 60 Bacillus
spp. isolados de folhas e flores de Citrus ao fungo Colletotrichum acutatum, que
causa a queda prematura dos frutos de citros, utilizando a técnica de cultivo
pareado em placas com meio BDA (Batata, dextrose e agar). Os autores

observaram que houve uma forte inibicdo do crescimento do patdgeno, com
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distancia variando de 0,95 a 2,10 cm da borda da colbnia, indicando a existéncia
da producdo de compostos volateis que impediram o crescimento do mesmo e
a modificacdo de sua morfologia, quando visualizado em microscépio.

Ting et al. (2008), buscaram encontrar isolados, de raizes bananeiras
selvagens, que mostrassem capacidade de impedir ou diminuir o
desenvolvimento de patdgenos. Estes isolados foram inoculados em pléantulas
saudaveis e infectadas com Fusarium sp., e os autores perceberam que as
plantas saudaveis tiveram um grande desenvolvimento, enquanto que as
infectadas conseguiram manter crescimento normal, supondo-se que os isolados
inoculados aumentaram a tolerancia da planta ao patogeno.

Pelzer et al. (2011), estudaram o potencial de biocontrole de 4 isolados
bacterianos, oriundos de diferentes nichos e espécies vegetais, ao fungo
patogénico Sclerotium rolfsii. Os autores testaram o antagonismo in vitro e in
situ, em plantulas de tomate inoculado com o patdégeno, apenas um isolado se

mostrou capaz de inibir o desenvolvimento do patdgeno.

2.12 Diversidade genética de bactérias promotoras do crescimento de plantas

Segundo van Elsas e Boersma (2011), a capacidade de acessar a
comunidade microbiana do solo via métodos cultivaveis restringe-se uma
pequena parte das espécies existentes, chegando ao maximo 10 % (Doornbos
et al., 2012). Os métodos cultivaveis sdo aqueles que dependem de isolamento
em meios de cultura seletivos, semi-seletivos ou ndo seletivos para obter-se os
isolados bacterianos de interesse.

Para identificar e agrupar isolados obtidos através de métodos cultivaveis,
existem diferentes marcadores que sdo comumente utilizados nos estudos da
diversidade bacteriana, como o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), o
ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), o REP-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic) e o BOX-PCR. Também para estudos de
diversidade e identificagdo, o sequenciamento do parcial do gene 16S rRNA é
um dos métodos mais utilizados (Andreote et al., 2008).

Existem outros métodos que permitem ampliar a capacidade de acessar
esta comunidade, sdo chamados de métodos n&o cultivaveis. Dentre as
ferramentas moleculares que podem acessar uma parte da comunidade

microbiana nao cultivavel, encontram-se o como o DGGE (Denaturing Gradient
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Gel Electrophoresis), o TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis), o
gPCR (quantitative Polimerase Chain Reaction) e a formacéao de bibliotecas de
clones, no entanto o DGGE é uma das mais utilizadas (van Elsas et al., 1998;
Andreote et al., 2008; van Elsas e Boersma, 2011).

O BOX-PCR baseia-se na técnica REP-PCR (Repetitive Extragenic
Palindromic), amplificando sequéncias de DNA repetitivas intercaladas
presentes em genomas bacterianos. No entanto os dois diferem de algumas
formas, uma delas € pelo iniciador utilizado, onde o segundo utiliza iniciadores
complementares e o BOX apenas um unico iniciador, que € o BOX A1R (5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’). O Iniciador BOX A1R amplifica
sequéncias ou regides do DNA repetitivas presentes no genoma da maioria das
bactérias. Esta regido consiste de trés elementos, o elemento BOX-A, BOX-B e
O BOX-C, onde o primeiro € o mais estudado. Além disso, o BOX-PCR possibilita
uma diferenciagdo mais acurada, entre nivel de espécie, subespécie e patovar
(Marques et al., 2008; Lee e Wong, 2009).

O uso do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA tem sido realizado
para estudar a filogenia da comunidade bacteriana, por ser encontrado na
maioria das bactérias, € uma regido bastante conservada e tem tamanho
suficiente para ser manipulado via bioinformatica (Janda e Abbott, 2007). O uso
desta ferramenta possibilita a identificacdo dos isolados de forma rapida,
confiavel e com baixo custo (Toledo et al., 2009).

Ikeda et al. (2013) estudaram a diversidade bacteriana associada a raizes
de 7 diferentes gendtipos de milho, utilizou a técnica de BOX-PCR e o
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. O BOX-PCR revelou uma grande
variabilidade genética entre os isolados estudados, e uma parte dos isolados foi
identificada como pertencente aos géneros Klebsiella, Burkholderia, Bacillus e
Pantoea.

Ja Lacava et al. (2006) estudaram a comunidade bacteriana endofitica
associada a caules de plantas de citros, encontraram os géneros Curtobacterium
sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. € Bacillus spp. Enquanto que Lata et al.
(2006), encontraram bactérias do género Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas
e Stenofrophomonas dentre os isolados de plantas micropropagadas de
Echinacea.

Apesar da importancia econémica e social dos citros, a cultura ainda nao

foi contemplada com uma gama de trabalhos que esclaregam sua associagao
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com a comunidade bacteriana endofitica e do solo, havendo a necessidade de
mais estudos. Alguns dos trabalhos que estudaram a comunidade bacteriana
associada a citros foram realizados por Araujo et al. (2002), Lacava et al. (2004)
e Lacava et al. (2006).

Diante do abordado, observa-se a importancia da comunidade bacteriana
associada ao solo, a plantas de citros e também do estudo destas. Os citros, por
serem culturas perenes, economicamente importantes e por estarem sob
constante ameaca de diferentes patdgenos, possuem a necessidade de buscar
novas biotecnologias, que sejam baratas e que ndao gerem grande impacto no
meio ambiente. E assim incrementar a produtividade e a sanidade dos pomares,
gerando mudas e frutos de qualidade. A utilizagdo de inoculantes ou defensivos
baseados em micro-organismos, tendem, consequentemente, a diminuir os

custos de producéo e induzir a uma agricultura mais sustentavel.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de folhas, ramos, raizes e solo rizosférico, de
genotipos hibridos de citros instalados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no municipio de Cruz
das Almas-BA.

O clima local é considerado tropical quente e umido, Aw a Am, de acordo
com a classificacdo de Koppen, com temperaturas médias anuais de 24,5° C,
umidade relativa de 80 % e precipitacdo média anual de 1.200 mm (Lessa et al.,
2009). As coletas foram realizadas no més de julho de 2015, no periodo do
inverno.

Foram selecionadas plantas saudaveis, sem sintomas de doencgas
aparente, nem ataque de pragas. A coleta das amostras foi realizada em julho
de 2015. Para a coleta de folhas e ramos, foram selecionados aqueles que nao
apresentavam nenhum tipo de dano ou macha. Os ramos escolhidos eram
considerados jovens, comegando a tornarem-se lenhosos.

Para a coleta das raizes, foi aberta uma pequena cova, entre 20 e 30 cm
de profundidade, préximo a planta previamente selecionada. Para coleta do solo,
utilizou-se a mesma cova, coletando-se o solo que estava aderido nas raizes e
0 mais proximo possivel do sistema radicular.

Entre cada coleta, o material utilizado (tesoura de poda, enxadeco e pa)
foram limpos com alcool 70%. E todo material coletado foi mantido em baixa
temperatura até o momento do processamento.

Para este trabalho, foram selecionados 13 gendtipos hibridos de porta
enxerto de Citrus sp com quatro diferentes combinacbes de porta-enxerto,
coletadas em 4 diferentes locais do BAG. Os gendtipos utilizados e suas

combinagdes e locais de coleta estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Lista dos gendtipos hibridos selecionados e localizagédo no Banco

Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Gendétipo Local Porta-enxerto Cédigo
LCR x TR — 001 QHS1 VOLKAMERIANO 001v
Citrandarin San Diego 314 BAG4 SWINGLE C314s
Citrandarin indio 256 BAG4 SWINGLE C256s
Citrandarin Riverside 264 BAG4 SWINGLE C264s
LRF x (LCR x TR) 005 QHS2 VOLKAMERIANO 05v
HTR — 051 QHS1 VOLKAMERIANO 51v
TSKC x CTSW - 028 QHS2 VOLKAMERIANO 28v
HTR — 069 QHS1 VOLKAMERIANO 69v
TSKCX x (TR xLCR) 059 QHS2 VOLKAMERIANO 59v
SK x BK-00 QSH1 311 00p311
SunkiTropical BAG 1 VOLKAMERIANO SKTv
Sunki Maravilha BAG 1 VOLKAMERIANO SKMv
Limao Cravo Santa Cruz BAG 1 VOLKAMERIANO LCRv

O solo onde se encontra instalado o BAG de Citros do CNPMF é descrito
como o LAd3, ou seja, Latossolo Amarelo distrocoeso tipico, textura argilosa, A
moderado, caulinitico, hipoférrico, muito profundo, acido, fase transicéo floresta
tropical subperenifélia/subcaducifélia, declive 0 a 3% (SOUZA e SOUZA, 2001).
Na figura 1, podemos observar o mapa de solos da Unidade e o local onde o
BAG esté instalado.
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B Perfil (No. de campo)
O Amostra extra (No. de campa)

Figura 1. Mapa de solos da CNPMF. Area do BAG de citros indicada com seta

vermelha. Fonte: Souza e Souza, 2001.

As caracteristicas quimica do solo onde esta estabelecido o BAG de citros
da Embrapa Mandioca e Fruticultura foi descrita por Santana et al.(2006) e se

encontra na Tabela 2 (com modificagdes).

Tabela 2. Caracteristicas quimicas de Latossolo Amarelo onde se localiza do

BAG de citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Horizonte pH H20 P K Ca?* Mgt AP+ CTC(1) V MO

m -—--mg dm=3-- e cmolc dm3----emmmm- % gkg

Ap (0-0,09 m) 5,96 23,63 5860 209 090 0,00 461 6819 133
AB (0,09-0,38 m) 5,62 553 5240 1,10 0,69 0,18 418 4594 8,6
Bw1(0,38-0,72 m) 4,87 1,66 27,67 0,77 0,34 0,61 4,18 28,29 6,7
Bw2(0,72-1,20m) 4,61 0,52 23,80 0,68 0,27 0,75 3,856 25,83 6,0

(1) CTC = capacidade de troca de cations; V = saturagao por bases; e MO = matéria organica. FONTE: Santana et al.,
2006 com modificagcdes
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3.2 Isolamento de bactérias endofiticas e rizosféricas

Endofiticas

As amostras de folhas, caules e raizes foram coletadas, e levadas ao
Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais, localizado na Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Ao chegar no laboratério as folhas, ramos e raizes foram imediatamente
lavadas e secas para a retirada de resquicios de poeira, solo e outras impurezas.
Em seguida, o material vegetal fresco foi pesado e cerca de 1 grama foi utilizado
no procedimento. Em seguida, foi realizada a desinfecgao superficial do material,
seguindo a metodologia descrita por Araujo et al. (2010). A desinfecgao
superficial consistiu em imergir o material em etanol 70% por 1 minuto, seguido
de imersao em hipoclorito de sodio (2% de cloro ativo) por 3 minutos e imergir
novamente o material em etanol 70% por 30 segundos. Em seguida, a amostra
foi enxaguada trés vezes em agua destilada estéril. Aliquotas da agua do ultimo
enxague foram semeadas em placas de petri contendo meio TSA 10% (Trypic
Soy Agar: 1,5g L' de triptona, 0,5g L' de peptona, 1,5g L' de NaCl, 15 g L' de
agar bacteriologico; agua destilada q.s.p.) para verificar a eficacia de desinfegao.

O material ja desinfetado foi macerado (Araujo et al., 2010) com 3mL de
tampao salino PBS (Phosphate Buffered Saline- PBS: 1,44g L' de Na2HPOs;
0,24g L' de KH2PQO4; 0,20g L' de KCI; 8,00g L' de NaCl; pH 7,4) estéril. Em
seguida, todo conteudo triturado foi transferido para tubos estéreis tipo Falcon,
com capacidade de 50mL e incubados por trés horas, sob agitacdo constante
(125rpm). Apos a incubagéo, foram realizadas diluigbes seriadas de 10! e 102
As diluicdes foram semeadas em triplicada, em placas de Petri contendo meio
de cultura n&o seletivo TSA 10% e incubadas em B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand), sob a temperatura de 28°C. As placas foram avaliadas por até 15 dias
apos a semeadura, observando-se o numero de coldnias crescidas.

A populagédo bacteriana endofitica cultivavel foi contabilizada em unidades
formadoras de col6nia por grama de tecido fresco (UFC.g.TVF'"), através da
contagem do numero de colbnias por placa aos 4, 8 e 15 dias de incubacéo.

Foram selecionadas col6nias morfologicamente diferenciadas em relagao

a cor, borda, textura da col6nia, formato da coldnia, elevagéo e superficie. As
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colbnias selecionadas foram inoculadas em novas placas de petri contendo TSA

10% e purificadas pela técnica de esgotamento.

Rizosféricas

Apos a coleta no campo, as amostras de solo rizosférico foram
acondicionadas em isopor com gelo, e em seguida levadas ao Laboratorio de
Cultura de Tecidos vegetais na Embrapa Mandioca e Fruticultura, e foram
mantidas a baixa temperatura até o momento da realizacdo dos procedimentos
de isolamento.

Para o isolamento, foram pesados 5 gramas de solo rizosférico de oriundo
de cada gendtipo, e dispostos em erlenmeyers contendo 50 mL de tampao salino
PBS estéril, acrescentado de 5g de pérolas de vidro esterilizadas. Os
erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo horizontal constante (125rpm) por 2
horas. Aliquotas de 100uL do sobrenadante foram retiradas e realizadas
diluigbes seriadas em tampéo salino PBS esterilizado, de 103 a 10, As diluicdes
foram inoculadas, em placas de petri contendo meio nao seletivo TSA 10%, em
triplicada. Foram incubadas em B.O.D., sob a temperatura de 28°C. As placas
foram avaliadas por até 15 dias apds a semeadura, observando-se o crescimento
das colbnias.

A populagao bacteriana cultivavel do solo rizosférico foi contabilizada em
unidades formadoras de coldnia por grama de solo fresco (UFC.g.SF-"), através
da contagem do numero de colbnias por placa aos 4, 8 e 15 dias de incubacgéo.

Assim como para as bactérias endofiticas, também foram selecionadas
colénias morfologicamente diferenciadas em relagdo a cor, borda, textura da
colbénia, formato da colbnia, elevacao e superficie. As colbnias selecionadas
foram inoculadas em novas placas de Petri contendo TSA 10% e purificadas pela

técnica de esgotamento.

3.3 Caracterizacio dos Isolados

Cerca de 183 isolados purificados foram selecionados para a realizacao
deste trabalho. Os mesmos foram caracterizados quanto produgcao de enzimas
de importéncia biotecnolégica, quanto a produc¢ao de substancias promotoras de

crescimento e quanto a diversidade genética.
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3.4 Producéo de enzimas de importancia biotecnologica

Celulase

A identificacdo de isolados bacterianos produtores de enzimas
celuloliticas foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Teather e
Wood (1982) com modificagdes. O meio de cultura TSA 10% solido foi
acrescentado de 1% de carboximetilcelulose - CMC (Sigma), para cada litro de
meio, autoclavado e vertido em placas de petri. Os isolados avaliados foram
inoculados em triplicatas nas placas de petri, e as mesmas foram incubadas em
B.O.D. a temperatura de 28°C por 72 horas.

Apés o periodo de incubacéao, foram adicionados 10 mL da solugado do
corante Vermelho Congo (1g L-' de vermelho congo para 1L de agua deionizada)
as placas com o crescimento, permanecendo cobertas por 10 minutos. Em
seguida, descartou-se o corante e cobriu-se as placas com solugéo de NaCl 5M
por 10 minutos. Em seguida a solugéao foi descartada e as placas observadas.

A avaliagao foi realizada de forma qualitativa, observando os isolados
negativos e positivos, cujos positivos apresentaram um halo amarelo claro ao
redor da colénia, em contraste com a cor vermelha do meio apds a coloragéo
com o corante vermelho congo. E também de forma quantitativa, através da
medida do tamanho do halo de degradagéao. Para avaliar o indice enzimatico, foi
feita uma relagdo entre a média do diametro do halo de degradacgéo dividido pelo
didmetro da colbnia, ou seja, IE=Q halo de degradagéo / @ colbnia.

Amilase

A identificagao de isolados bacterianos produtores de enzimas amiloliticas
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis
(1975) com modificagdes. O meio de cultura TSA 10% foi acrescentado de 1%
de amido de milho soluvel (Maizena®) para cada litro de meio, em seguida
autoclavado e vertido em placas de petri. Os isolados foram inoculados por
picada, em triplicatas, nas placas e as mesmas foram incubadas em B.O.D. a
temperatura de 28°C por 72 horas. Apds a incubacao, foi adicionada solucao de
lugol (1%), e mantida por 10 minutos. Em seguida a solug¢ao foi descartada e as

placas observadas.
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A avaliacao foi realizada de forma qualitativa, observando os isolados
negativos e positivos, onde os positivos apresentaram um halo claro ao redor da
colénia, em contraste com a cor azul escura do meio apos coloragdo com lugol.
E também de forma quantitativa, através da medida do tamanho do halo de
degradagao. Para avaliar o indice enzimatico, foi feita uma relagéao entre a média
do didmetro do halo de degradagéao dividido pelo didmetro da colbnia, ou seja,
IE=@ halo de degradacgao / & colbnia.

Pectinases

A identificagdo de isolados bacterianos produtores de enzimas
pectinoliticas foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Hankin e
Anagnostakis (1975) com modificacdes. O meio de cultura TSA 10% foi
acrescentado de 1% de Pectina Citrica (Sigma) para cada litro de meio. Para a
identificacado de isolados produtores da enzima Pectato Liase, o pH do meio de
cultura foi ajustado para 8,0 e para identificacdo de isolados produtores da
enzima Poligalacturonase, foi ajustado para 5,0. Em seguida os meios foram
autoclavados e vertidos em placas de petri. Os isolados foram inoculados em
triplicatas nas placas e as mesmas foram incubadas em B.O.D. a temperatura
de 28°C por 72 horas. Apos a incubacao, as placas foram cobertas com solugao
de lugol (1%) por 10 minutos. Em seguida a solucao foi descartada e as placas
observadas.

A avaliagao foi realizada de forma qualitativa, observando os isolados
negativos e positivos, onde os positivos apresentaram um halo claro ao redor da
coldnia, em contraste com a cor marrom do meio apés a coloragédo com lugol. E
também de forma quantitativa, através da medida do tamanho do halo de
degradagao. Para avaliar o indice enzimatico, foi feita uma relagc&o entre a média
do didmetro do halo de degradagao dividido pelo didmetro da colbnia, ou seja,

IE=@ halo de degradacao / @ colbnia
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3.5 Producéo de substancias promotoras de crescimento de plantas

Solubilizagao de fosfato inorgéanico

A identificacdo de isolados bacterianos com capacidade para solubilizar
fosfato inorganico foi realizada segundo a metodologia descrita por Verma et al.
(2001) e Silva et al. (2012). Para a identificagéo, foi utilizado o meio fosfato
modificado (Meio fosfato: 10,0 g L' de Glicose; 5,0 g L' de NH4Cl; 1,0 g L' de
MgS04.7H20; 4,0 g L' de CaHPOs; 15,0 g L' de agar bacterioldgico e agua
deionizada q.s.p.), proposto por Silva (2012), com pH ajustado para 7,2. O meio
foi autoclavado e vertido em placas de petri. Os isolados bacterianos foram
inoculados em triplicata e incubados em BOD, sob temperatura de 28°C por 5
dias

A avaliagao foi realizada de forma qualitativa, observando os isolados
negativos e positivos, onde os positivos apresentaram um halo transparente ao
redor da col6nia. E também de forma quantitativa. Para avaliar o indice de
solubilizacdo foi feita uma relagdo entre a média do didmetro do halo de
solubilizagdo dividido pelo didmetro da colbnia, ou seja, 1S=@ halo de

solubilizacao / & colbnia.

Producao de acido indol acético (AlA)

Para identificagdo de bactérias produtoras de acido indol acético (AlA), foi
usada a rota dependente do aminoacido triptofano, segundo metodologia
descrita por Bric et al. (1991) e Araujo et al. (2009) com modificagdes.

Os isolados bacterianos foram inoculados em meio TSA 10% liquido
acrescido de 5mM L' de L-triptofano (Vetec), e incubadas a 28°C sob agitagéo
constante (125 rpm), durante 24horas, na total auséncia de luz. Cada isolado foi
testado em triplicata.

Ap0s o crescimento, dois mililitros da cultura foram centrifugados a 10000
rom durante 10minutos. Seguido da centrifugacéo, foi retirada uma aliquota de
900 uL do sobrenadante e adicionados 400uL do reagente de Salkowski (2% de
FeCI3 0,5M em 35% de acido perclorico), e incubados durante 30 minutos na
auséncia de luz para que ocorra a reacao colorimétrica. A avaliacao foi realizada

de forma qualitativa, observando isolados positivos e negativos, onde os
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positivos apresentaram a coloracdo rosa em diferentes tons. E quantitativa,
através da quantificacdo da reagdo em espectrofotdmetro (absorbancia), com
comprimento de onda a 530nm (Thermo Scientific™ GENESYS 10S UV-Vis). A
concentragédo de AIA em pg. mL™" foi estimada de acordo com curva padréo de
calibragao, utilizando AIA sintético (Sigma) em valores conhecidos 0; 50; 100;
150; 200; 250; 300 e 350 uyg mL' em meio TSA 10% liquido estéril (Barbosa,
2010).

Fixacao biolégica de nitrogénio

Para a identificagdo de bactérias possivelmente fixadoras de nitrogénio
atmosférico, foram utilizados quatro meios de cultura livres de fonte nitrogenada,
seguindo protocolo descrito por Dobereiner et al. (1999). Foram testados meios
especificos para os géneros bacterianos: JMV para Burkholderia spp., NFB para
Azospirillum spp, LGI-P para Gluconacetobacter diazotrophicus e JNBb para
Herbaspirillum spp. Os meios testados foram JMV (5 g L' de manitol; 0,2 g L
de MgSO0s; 0,1 gL' de NaCl; 0,2 g L' de CaCl2.2H20; 2 mL solugéo de azul de
bromotimol; 2 mL de solugdo de micronutrientes - ; 1 mL da solug¢ao de vitaminas;
4mL de FEeEDTA; 2,5 gL" de agar bacterioldgico e pH entre 4 — 4,5.), JNFb (5
gL' de acido malico; 0,6 g L' de K2HPO4; 1,8 gL' de KH2PO4; 0,2g L’ de
MgSQ04.7H20; 0,1 g L' de NaCl; 0,02 g L' CaCl2.2H20; 2 mL de solugéo de
micronutrientes; 2 mL solu¢do de azul de bromotimol; 4 mL de FeEDTA; 1 mL de
solugdo de vitaminas, 1,8 g L' de agar bacteriolégico e pH 5,8), NFB (5 g L™
de acido malico; 0,5 g L' deK2HPO4; 0,2g de MgS04.7H20; 0,1 g L' NaCl; 0,02
g L' CaCl2.2H20; 2 mL de solugéo de micronutrientes; 2 mL solugéo de azul de
bromotimol; 4 mL de FeEDTA; 1 mL de solugéo de vitaminas, 4,5 gL' de KOH;
1,8 g L' de agar bacteriologico e pH 6,8) e LGI-P (100 g L' de sacarose, 0,2
gL' de K2HPO4; 0,6 gL' de KH2PO4; 0,2 g L' de MgS04.7H20; 0,02 g L
CaCl2.2H20; 0,002 g L' de Na2M0O4.2H20; 5mL de azul de bromotimol; 0,01 g
L' de FeCl3.6H20, 1,8 g L' de agar bacteriolégico, e pH 5,5 - 6,0). Todos os
meios foram preparados de em forma semi-sélida, vertidos em tubos de
penicilina, tamponados e autoclavados. Em seguida os isolados bacterianos
foram inoculados em ftriplicada por picada e incubados a 28°C em BOD por 8

dias.
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A avaliacao foi realizada de forma qualitativa, observando a existéncia de
isolados negativos e positivos, que sao confirmados através da presenga da
pelicula horizontal de crescimento bacteriano, caracteristica para bactérias que
fixam nitrogénio atmosférico. Também foi verificado em quais meios cada isolado

conseguiu apresentar a pelicula de fixagao.

Producao de sideréforos

A identificacdo de bactérias produtoras de sideréforos foi baseada na
metodologia descrita por Schwyn e Neilands (1987) e no trabalho de Louden et
al.(2011), com modificagbes. Foi preparado meio TSA solido diluido 10 vezes,
para diminuir a quantidade de ferro disponivel, acrescido de 0,5 g L de
Piperazina anidra (Sigma). Concomitantemente, preparou-se o complexo CAS
(Chromo azurol; brometo de cetiltrimetilamonio e Cloreto férrico- Vetec). As
solugdes foram autoclavadas separadamente, apds o processo de esterilizagio,
em camara de fluxo laminar, foram deixados até o meio TSA atingir cerca de
50°C, e assim adicionada a solugao do complexo CAS e vertido em placas de
petri.

Os isolados bacterianos foram inoculados em triplicata e observada
qualitativamente a produgéao de siderdéforos, isolados negativos e positivos, onde
estes apresentam um halo claro, de cor amarela ou alaranjada ao redor da

colbnia, contrastando com a coloragao azul do meio de cultura.

3.6 Caracterizacdo Molecular dos isolados

Extracao de DNA

Para a caracterizagao molecular dos isolados, foi extraido o DNA total via
metodologia descrita por Hungria et al. (2008) modificada. A extracao foi
realizada no Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Para a extracao, os isolados foram inoculados em tubos contendo 5
mL de meio TSA 10% liquido e incubados por 48 horas a 28°C. Apds o
crescimento, a suspensao bacteriana foi centrifugada a 10000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em solugao de

NaCl 0,85%. Em seguida, a suspenséo foi centrifugada a 12000 rpm durante 10
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minutos, tendo o sobrenadante descartado novamente e o precipitado
ressuspenso em 400 pL de tampao TE (10 mM Tris.HCI; 1mM de EDTA com pH
8,0). A esta suspensao, adicionou-se 50 pL de SDS 10% (Dodecil sulfato de
sodio), 10 pL de Proteinase K (10mg mL-"), 10 uL de lisozima (5 mg mL"), 2 yL
de Ribonuclease A (10mg mL-") e incubado a 37°C por uma hora.

ApOs a incubagao, homogeneizou-se a suspensao e adicionar 30 pL de
NaCl (5 mol L"), 70 uL de acetato de sédio (3 mol L") e 28 uL de agua ultrapura
estéril e deixada em repouso por 1 hora em geladeira. Apds o repouso, a
suspensao foi centrifugada a 12000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante
transferido para outro tubo, em seguida acrescentado o dobro do volume de
etanol absoluto gelado (£600ul) e deixado em repouso no freezer durante uma
noite. No dia seguinte, a suspenséo foi centrifugada a 12000 rpm por 15 minutos,
descartou-se o sobrenadante, seguido de uma lavagem do precipitado com 400
ML de etanol 70%. Centrifugou-se novamente durante 5 minutos a 12000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o DNA seco em temperatura ambiente para em
seguida ser ressuspendido em 50 yL de tampéao TE.

Apods a resuspensdo, o DNA foi avaliado para verificagdo da qualidade e
quantidade do DNA obtido. A avaliag&o foi realizada em gel de Agarose (1% p/v)
em tampao 0,5 x TBE (1,1M Tris; 900mM acido bérico; 25mM EDTA, a pH 8.3 —
100 mL diluido em 900 mL de agua deionizada), corado com brometo de etidio
(10mg mL") e fotodocumentado em Sistema de fotodocumentagdo Kodak
CareStream Gel Logic, comparando o DNA obtido com o padrdao Lambda DNA
(Promega) na concentragdo de 100 e 200 ng uL .

Analise da diversidade genética

A avaliagdo da diversidade genética dos isolados foi realizado por meio
da técnica BOX-PCR, utilizando o] primer ~ BOXA1R (5°-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3). A condicdo de reagdo de PCR
(Polimerase Chain Reaction) foi a seguinte, com volume final de 25uL: 0,5 a 10
ng de DNA molde; TmM de cada dNTP; 3,5mM de MgClz; 1x do tampao da
enzima Taq Buffer, 1uM do primer BOX- A1R; 1x de DMSO (dimetilsufoxido) e
0,08U da enzima Taq DNA Polimerase (Promega). A reacéo de PCR foi realizada
em termociclador Veriti (Applied Biosystems), com a seguinte condigéo de ciclo:

95°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos para desnaturagdo a 94°C por 2
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minutos, 92°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 45 segundos, extenséo
de primer a 65°C por 1 minuto e seguida de extensao final a 65°C por 10 minutos.

Apo6s a amplificagéo, todo volume da reacgéo foi avaliado por eletroforese
em gel de Agarose a 1,5% (p/v) em tampao 0,5X TBE e corado com brometo de
etidio (10mg mL-") e fotodocumentado em Sistema de fotodocumentagéo Kodak
CareStream Gel Logic, comparando o padrao da reagdo de PCR com ladder 1kb
(Norgen Biotek.).

As bandas geradas pela amplificagdo foram transformadas em uma matriz
binaria e analisadas através do software Past 3.10 (Hammer et al., 2001),
empregando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetical Average) e aplicado o Coeficiente de Jaccard para obter-se a matriz

de similaridade entre as linhagens analisadas.

3.7 Analises estatisticas

Os dados de densidade bacteriana foram transformados em Log10 para
uniformizar os dados. Os dados qualitativos de isolamento, producido de
sideroforos e fixag&o bioldgica de nitrogénio foram submetidos ao teste de Qui-
quadrado (x?) e a analise estatistica descritiva por fatores e entre fatores quando
cabivel, utilizando o suplemento Action disponivel no Microsoft Excel. Foram
analisadas as influéncias dos fatores: nicho de colonizagdo, gendtipo do
hospedeiro, porta-enxerto e local de coleta. Os dados quantitativos forma
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, utilizando o software R,
com o pacote “Agricolae. E a o teste de Wilcoxon quando permitido, utilizando

também o software R com o pacote “coin” ou ‘DeskTools”.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento

Com o isolamento de bactérias cultivaveis endofiticas de raiz, caule e folha
e rizosféricas em meio nao seletivo TSA 10%, obteve-se um total de 183
isolados, onde 93 pertenciam a rizosfera, 36 sdo endofiticos de raiz, 36 sao
endofiticos do caule e 18 endofiticos de folha.

Apesar de Doornbos et al. (2012) afirmar que o isolamento bacteriano
tradicional, realizado em placas de petri contendo meios de cultura nao seletivos,
s6 conseguem acessar no maximo 10% comunidade bacteriana existente no
solo, observou-se que os isolados encontrados, dentro da faixa dos
considerados cultivaveis, mostraram grande variabilidade morfolégica. Pode ser
observado na Figura 1 A e B, a variagcdo em relagdo a morfologia da colbnia e
coloragéo.
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Figura 2. Distribuicdo dos isolados bacterianos encontrados em relagéo a A)

Morfologia da colénia e B) Coloragao da colénia.

Observou-se que houve a predominancia de colénias bacterianas
regulares, planas e brilhosas, representando 71,4%, 75,4% e 74,8% dos
isolados, respectivamente. Assim como de coloragdo amarela, com 31,15% dos
isolados, seguido de 22,40% de colbnias da coloragédo bege. Além de colbnias
da coloracao branca e rosa, representado cerca de 15% cada uma.

Com relacdo ao nicho de isolamento, observou-se que a distribuigao entre
os isolados bacterianos foi variavel. Col6nias de isolados de todos os nichos
estudados foram predominantemente planas, regulares e brilhosas (Figura 2 A).
A diferenciacdo dos nichos foi através da coloragéo das colénias (Figura 2 B),

onde no nicho solo, houve predominancia de isolados com coloragao amarela e
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bege, com distribuicdo de 33,33% e 27,8%, respectivamente. Enquanto que,
para o nicho raiz, destacaram-se col6nias de coloragdo bege e branca, com
33,33% e 27,4%. Para o nicho caule, predominaram isolados de coloragéo rosa
(44,44%) e amarela (33,33%), assim como para o nicho folha, com colénias de
coloragdo amarela predominado, com 38,9% dos isolados, seguido de 27,5%

para as de coloracao rosa.
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Figura 3. Distribuicdo dos isolados bacterianos em relacdo aos nichos de
isolamento. Foram avaliadas A) Morfologia da colénia e B) Coloragao da coldnia.
A analise pelo teste do x*> mostrou que houve influéncia dos nichos de isolamento
(p<0,05).

Com a Figura 4, observou-se que nao houve grande diferenciacdo dos
isolados quando levada em consideragdo a combinagdo gendtipo e porta-
enxerto rem relagcdo a morfologia da colénia. Em todas as combinagdes,
destacaram-se isolados de colbnia regular, elevada e brilhosa. Com excec¢ao
para a combinacdo Sunki Maravilha com porta-enxerto Volkameriano, onde
colonias de morfologia plana se sobressairam as elevadas com 53,9% e 46.2,
respectivamente (Figura 3A). Em relagdo a coloragdo da col6nia (Figura 3B),
notou-se que ha uma maior diferenciacdo entre as combinacgdes, apesar de
coldnias de coloragao amarela, bege e branca se sobressairem com relagao as
demais
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Figura 4. Distribuicdo dos isolados bacterianos em relagdo a combinacao
gendtipo e porta-enxerto. Foram avaliadas A) Morfologia da colénia e B)
Coloracao da coldnia. A analise pelo teste do x* mostrou que houve influéncia
da combinagéo entre gendtipo e porta-enxerto (p<0,05).

Ja a Figura 5 mostra a diferenga entre as colbnias por local de isolamento.
Apesar dos locais de coleta estarem dispostos sobre o mesmo tipo de solo, que
€ um Latossolo Amarelo distrocoeso, observa-se que as bactérias isoladas do
BAG4, apesar da dominancia das coloragdes amarela e branca, mostraram
maior distribuicdo com relagao as outras coloragdes (Figura 4B). Ja com relagéo
a morfologia, bactérias com col6nia regular, elevadas e brilhosa foram

dominantes.
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BRegular @lrregular BElevada OPlana BViscosa BGomosa M@ Brilhosa BAmarela BBege Blaranja ORosa @Vermelha @Preta @Azul BBranca BIncolor @Marrom

Figura 5. Distribuicdo dos isolados bacterianos em relagdo ao local de coleta
das amostras. Foram avaliadas a A) Morfologia da colénia e B) Coloragcéo da
colbénia. A analise pelo teste do x? mostrou que houve influéncia dos locais de
coleta (p<0,05).

As variagdes tanto morfologicas quanto em coloragdo encontradas nos
isolados avaliados indicam que ha diferenciagdo entre os géneros ou espécies
que interagem com as plantas de citros estudadas. Observou-se também que
existem os grupos que sdo morfologicamente dominantes, aparecendo com

maior frequéncia nas variaveis estudadas, no entanto, isto n&o indica que
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pertencam aos mesmos grupos genéticos. Hung e Annapurna (2004) afirmam
que as a variagao nas caracteristicas morfoldgicas de bactérias associadas a
plantas de citros pode variar com a especificidade bactéria — hospedeiro e
também do tipo de tecido do qual as bactérias foram isoladas.

Todas as avaliacbes de distribuicdo dos isolados foram submetidas ao
teste de X?, que mostrou haver influéncia dos nichos, locais de coleta e
combinacgao de gendtipo e porta-enxerto na morfologia e coloragédo das colbénias
(p<0.05).

A avaliacdo da densidade bacteriana mostrou que apenas os nichos de
isolamento exerceram influéncia na comunidade bacteriana associada plantas
de citros ao nivel de 5 % de significancia (Kruskal-Wallis: X? = 103.5935, gl= 3,
p-valor=0.000). Efeito que foi confirmado pela aplicagéo do teste de Wilcoxon (p-
valor=< 2.2e-16) mesmo sendo significativo.

A Figura 6 mostra a média e o desvio padrdo da média dos dados de
densidade bacteriana. Observando as médias da densidade em relag&o ao nicho
de isolamento (Figura 6A), verificou-se que a rizosfera se sobressaiu, com média
de 7,44 Logio (UFC.g'SF), seguido da raiz, apresentado densidade média de
4,53 Log1o (UFC.g'TVF), exercendo maior influéncia na comunidade bacteriana
associada.

Apesar de ser observada diferenca entre as médias de densidade de
isolamento com relagdo a combinagédo gendtipo e porta-enxerto (Figura 6B), o
teste de Wilcoxon mostrou que estas diferengas ndo sdo significativas (p=
>0,05). Assim como para o efeito isolado do porta-enxerto e do local de coleta,
o teste de Wilcoxon também nao foi significativo (p= >0,05).

Com relacdo a combinagao gendtipo e porta-enxerto, ndo houve
diferenciagao estatistica (p=>0.05), mas notou-se a variagdo da densidade
bacteriana entre as combinag¢des. Destacando-se a combinag&o Citrandarin
indio 256 sobre o porta-enxerto Swingle, com densidade aproximada de 5,3
Log1o (UFC.g'TVF), enquanto que a combinagdo Sunki Tropical sobre o porta-
enxerto Volkameriano apresentou a menor diversidade, com aproximadamente
3,5 Log1o (UFC.g'TVF).
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repeticoes. A analise pelos testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon mostraram que

houve influéncia do nicho de isolamento (p<0,05).

A variabilidade morfologica e de cores das colbnias dos isolados e a
variagao da densidade em relagéo ao nicho de isolamento demonstra a diferenca
que pode ser encontrada na comunidade bacteriana cultivavel associada a
plantas de citros. Em alguns trabalhos, como o de Hardoim et al. (2008), afirma-
se que diversos fatores, como tipo de solo, gendtipo do hospedeiro, clima,
estacao do ano, entre outros, podem afetar a comunidade bacteriana associada.
Long et al. (2010) e Singh et al. (2009) afirmam que principalmente o tipo de solo
pode ter influéncia direta na comunidade microbiana.

No presente trabalho, os pontos de coleta encontravam-se no mesmo tipo
de solo. Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre os
locais de coleta (Figura 6C), nota-se que uma pequena variagao ocorreu dentro
do mesmo tipo de solo, e pode ser um fator da influéncia do porta-enxerto e da
combinacgao de gendtipo e porta-enxerto no solo. Os exsudados liberados pelas
plantas, dependendo das substancias existentes, como os tipos de aminoacidos

e acidos organicos, podem afetar o pH, por exemplo, e assim inibir ou estimula
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o desenvolvimento de alguns grupos bacterianos, afetando a densidade e
diversidade.

Houve uma maior concentracdo bacteriana nos nichos rizosfera e raiz.
Isto ocorre também devido ao aporte de grande quantidade de exsudados
liberados pelo sistema radicular, além da deposicdo de células radiculares.
Bacilio - Jiménez et al. (2003), em um ensaio com plantulas de arroz em
condigdes hidropdnicas, caracterizaram os exsudados liberados por estas e
observaram a existéncia de altas concentragdes de aminoacidos e carboidratos
apos duas semanas de cultivo. Os principais aminoacidos encontrados foram a
histidina, prolina, valina, alanina e glicina. Enquanto que os principais tipos de
carboidratos encontrados foram manose, galactose, glucose e 4&acido
glucuriénico. Doornbos et al. (2012) afirma que os micro-organismo podem
utilizar as substancias disponiveis como substrato para seu crescimento, e
consequentemente aumento da biomassa ao redor das raizes e do sistema
radicular como um todo.

Além da atragao exercida pelos exsudados, a densidade bacteriana
endofitica de raiz € maior do que no restante do hospedeiro por este ser um dos
principais sitios de entrada bacteriana no interior do mesmo. Trabalhos como o
conduzido por Aravind et al. (2009), estudaram a diferenga em relagdo a
comunidade bacteriana isolada em ramos e raizes de 10 gendtipos de pimenta
do reino, encontraram uma populagdo média de 3—4 log (CFU g') para as raizes
e 2-3 log (CFU g) para os ramos. Segundo os autores, a proximidade das
raizes com o solo exerce influéncia na maior densidade encontrada para este
nicho, confirmando os resultados encontrados no presente trabalho.

De acordo com Hardoim et al. (2008), a espécie e gendtipo do hospedeiro
também pode afetar a densidade e diversidade da comunidade bacteriana
associada as plantas. O estudo conduzido por lkeda et al. (2013) buscaram
encontrar diferencas na comunidade bacteriana associadas a diferentes
gendtipos de milho, no entanto os autores ndao encontraram diferengas nas
analises quantitativas realizadas, porém encontraram nas qualitativas,
principalmente de diversidade.

Ja o trabalho realizado por Overbeek e Elsas (2008), confirmaram a
existéncia de diferenca na densidade da comunidade bacteriana em relacéo a
trés diferentes gendtipos de batata. Como o presente trabalho, estatisticamente

nao foram diferentes, no entanto, é visivel a existéncia da variagao (Tabela 3).
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Andreote et al. (2008) realizaram um ensaio avaliando a densidade
bacteriana associada a plantas transgénicas e selvagens de tabaco. Os autores
observaram que houve influéncia do genotipo nas densidades bacterianas da
rizosfera e do rizoplano, variando de 7.75 a 8.30 log CFU g' para a comunidade
rizosférica aos trés meses de cultivo. Também observaram que a densidade
variou de acordo com o hospedeiro.

Lacava et al. (2004) realizaram um estudo com tangerina (Citrus reticulata
cv. Blanco) e laranja doce (Citrus sinensis [L.] Osbeck cv. Péra) para determinar
a populacéao enddfitica cultivavel e nao cultivavel em galhos e folhas. Os autores
realizaram o isolamento em meio TSA. Os mesmos obtiveram uma baixa
incidéncia de bactérias cultivaveis nas folhas em relagado aos ramos, assim como
o encontrado neste trabalho. Também observaram que a tangerina apresentava
uma menor incidéncia geral em relagéo a laranja doce. Resultado semelhante
pode ser observado neste trabalho, principalmente quando comparados os
genotipos.

Em estudo publicado por Pereira et al. (2016), os autores analisaram a
comunidade bacteriana cultivavel associada a plantas de Lavandula dentata .
Isolaram bactérias endofiticas de folhas e raizes de plantas saudaveis em meio
TSA e obtiveram a densidade de colonizagdo na faixa 6,21 UFC.g"' PF (peso
fresco) para as raizes, e 5,31 UFC.g™" para folhas, resultados estes que diferiram,
principalmente, dos valores para folhas encontrados no presente trabalho. Essa
diferenga pode ser por conta do porte do hospedeiro. Plantas de lavanda
possuem porte herbaceo, facilitando a trajetoria das bactérias endofiticas no
interior do hospedeiro, ou também o tipo e tamanho de folha, quantidade de
estdmatos, além da possivel maior quantidade de metabdlitos disponiveis, o que
pode facilitar a entrada das bactérias do filoplano e a manutencdo destas
endofiticamente, aumentando a densidade.
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Tabela 3. Média da densidade bacteriana isolados de quatro diferentes nichos

de colonizagao de 13 combinag¢des de gendtipo e porta-enxerto.

Genétipo PE Nicho Logi (UFCg") Gendtipo PE Nicho Log1o (UFCg™)
Riz 7,55 Riz 7,71
R 5,06 R 4,53
LCRxTR-001 Volk HTR - 069 Volk
C 2,62 C 0,00
F 4,05 F 0,00
Riz 8,13 Riz 8,47
Citrandarin San  Swin R 5,41 TSKCX X (TRX o R 5,24
Diego 314 gIe C 0.00 LCR ) 059 C 265
F 2,06 F 3,23
Riz 8,42 Riz 8,32
; : ; R 5,43 R 4,80
C|tr§ndar|n Swin SK x BK - 00 311
Indio 256 gIe C 259 C 388
F 4,95 F 0,00
Riz 8,16 Riz 8,62
Citrandarin Swin R 5,30 . . R 5,22
Riverside 264 gle c 430 Sunki Tropical Volk c 0.00
F 0,00 F 0,00
Riz 7,85 Riz 8,40
LRF x ( LCR x R 4,95 ) ] R 4,73
Volk Sunki Maravilha  Volk
TR) 005 c 4,04 c 3,50
F 2,37 F 0,00
Riz 8,22 Riz 8,61
R 5,18 i R 5,47
HTR-051  Volk Limao Cravo
C 4‘57 Santa Cruz C 2’11
F 0,00 F 3,05
Riz 7,95
TSKC x CTSW R 3,81
- 028 Volk
C 3,06
F 4,03

PE: Porta-enxerto; Volk: Volkameriano; RIZ: Rizosfera; R: Raiz; C: Caule; F: Folha.

Em plantas lenhosas, como no trabalho desenvolvido por (Procépio et al.,
2009), que avaliou 6 espécies e dois hibridos de Eucaliptus spp., os autores
observaram que a frequéncia de isolamento bacteriano foi diferente entre os
genotipos estudados, variando de 30 a 60% em relagdo ao genadtipo, mais uma

vez confirmando resultado encontrado no presente trabalho.
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4.2 Producéo de enzimas de importancia biotecnologica

De acordo com Burns et al. (2013), a produgao de enzimas extracelulares
vem a ser uma estratégia da comunidade bacteriana em economizar nutrientes,
sendo uma das ferramentas originadas pela selecdo natural. As enzimas
extracelulares podem aumentar a area util para a captura de nutrientes e
aumentar a disponibilidade destes, diminuindo o gasto energético bacteriano.
Além de diminuir o gasto energético, algumas enzimas apresentam potencial
para uso na industria e como auxiliares no desenvolvimento do hospedeiro.

Além disso, dentre as caracteristicas benéficas existentes na comunidade
bacteriana associada as plantas, uma delas € a producdo de enzimas
extracelulares como a amilase, celulase e pectinases.

Dos 183 isolados analisados, 55,74% apresentaram capacidade de
produzir uma ou mais enzimas extracelulares (Amilase, Celulase, Pectato Liase
e Poligalacturonase). Na Figura 7, € mostrada a frequéncia de bactérias positivas
por nicho avaliado para todas as enzimas, em comparacao ao total de isolados.
O teste de X? comprova que houve diferenga significativa entre as frequéncias
encontradas (p=0.05).

Observou-se que isolados rizosféricos e endofiticos de raiz se destacaram
na como positivos na producao da maioria das enzimas. Para a producao de
amilase, que as bactérias endofiticas de caule tiveram uma maior frequéncia
para amilase (9%), superando a frequéncia das bactérias isoladas das raizes,
sendo superada pela frequéncia das bactérias isoladas da rizosfera (18%). O
nicho de isolamento folha mostrou as menores frequéncias de producido de
enzimas.

Para a producao de celulase, a rizosfera destacou-se novamente, seguido
dos isolados endofiticos de raiz (aproximadamente 13% e 3%, respectivamente).
Em relacdo a distribuicido da frequéncia das bactérias produtoras de
poligalacturonase e pectato liase, o nicho rizosfera mostrou- se diferente, maior
frequéncia de bactérias positivas para a produgao de pectato liase, cerca de
11%, e menor frequéncia para a producdo de poligalacturonase,
aproximadamente 8,2%. As linhagens bacterianas isoladas das folhas
apresentaram comportamento semelhante aos da rizosfera. J& as bactérias
isoladas do nicho raiz, mostraram frequéncias semelhantes para as duas

enzimas (4,92% para ambas), enquanto que caule mostrou uma frequéncia
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maior para poligalacturonase do que para pectato liase (3,83% e 3,28%,
respectivamente). As diferencas entre as frequéncias foram confirmadas pelo
teste de X* (p=0,05).
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Figura 7. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de enzimas em
relagdo ao nicho do qual foram isoladas. A analise pelo teste do x* mostrou que
houve influéncia dos nichos na frequéncia de bactérias positivas para a producao

de enzimas (p<0,05).

Em relacédo aos gendtipos (Figura 8), observou-se que houve diferengas
em relacdo a frequéncia de bactérias positivas por enzima, confirmadas pela
aplicacao do teste de x2. Para amilase, destacaram-se os gendétipos LCR x TR
001 (5,46%), seguido pelos gendtipos LRF x (LCR x TR) 005 e HTR-051 (ambos
com 4,37%). Para celulase, notou-se que os gendétipos Citrandarin indio 256 e
LRF x (LCR x TR) 005 se destacaram, com 6,56% e 3,28% respectivamente.
Para poligalacturonase, destacaram-se os genétipos SK x BK -00 (2,73%),
seguido por Citrandarin Riverside 264, HTR-051 e TSKCX x (TR x LCR)-059
(ambos com 2,19%). Enquanto que para pectato liase, os gendtipos que se
destacaram foram HTR-051, com 3,83% das linhagens, seguido por Citrandarin
Riverside 264, com 2,19%.
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Figura 8. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de enzimas em
relacdo a combinagdo de gendtipo e porta-enxerto do qual foram isoladas A
analise pelo teste do x> mostrou que houve influéncia das combinacdes de
gendtipos e porta-enxertos na frequéncia de bactérias positivas para a produgao

de enzimas (p<0,05).
Amilase

A atividade amilolitica foi observada em 68 isolados, equivalente a 37.16%
dos 183 isolados bacterianos avaliados. A producdo de amilase foi calculada
através do indice Enzimatico (IE-mm).

A avaliagdo do indice Enzimatico mostrou a combinac&o genétipo e porta-
enxerto exerceram influéncia na comunidade bacteriana associada plantas de
citros ao nivel de 5 % de significancia (Kruskal-Wallis: X* = 38,81634; gl= 13, p-
valor=0,0001). Assim também como para o nicho de isolamento. Efeito que
também foi confirmado pela aplicagdo do teste de Wilcoxon (p-valor= 2.2e-16)
mesmo sendo significativo.

A Figura 9 mostra os resultados para o IE médio (em mm) para o nicho de
isolamento. Percebe-se que o nicho folha se sobressaiu em relacdo aos demais
nichos, mostrado um IE médio de aproximadamente 1,95 mm, seguido dos
nichos caule e solo, que nédo foram estatisticamente diferentes entre si (1,35 mm

e 1,23 mm, respectivamente. O nicho raiz apresentou os menores IE.
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Figura 9. indice Enzimatico amilolitico médio (mm) produzido em relagéo ao
nicho de isolamento. A analise pelos testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon

mostraram que houve influéncia do nicho de isolamento (p<0,05).

A Figura 10 mostra as medias do |IE em relagdo as combinagdes entre
genotipo e porta-enxerto. Observa-se que houve uma grande variagéo, afirmada
pela significancia estatistica. Observa-se que apenas a combinagdo houve
diferenga entre os gendtipos, com LCR x TR-001 sobre Volkameriano se
destacou sobre os demais, com IE médio de 2,12 mm. Mesmo a combinacao
LRF x (LCR x TR) 005 sobre Volkameriano ndo se diferenciado estatisticamente
dos HTR-051 sobre Volkameriano, observa-se que o |IE medido do primeiro é
relativamente maior que o da segunda combinagdo. Ja as combinagbes Ja
Citrandarin San Diego 314, HTR — 69 e Sunki Maravilha apresentaram as
menores meédias, com |IE de 0,62 mm para os dois primeiros € 0,55mm para o

ultimo.
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Figura 10. indice Enzimatico amilolitico médio (mm) produzido em relacdo a
combinagao gendtipo e porta-enxerto para atividade amilolitica. A analise pelos
testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon mostraram que houve influéncia das

combinagdes (p<0,05).

O indice amilolitico médio por isolado pode ser observado na Tabela 4. O
teste de Kruskal-Wallis confirmou a existéncia de significAncia estatistica
(p=0,05). Pode-se notar a grande diferenga do IE em relagéo a cada isolado. Os
isolados que se destacaram na producao de amilase e consequente maior |IE
foram os isolados EMFC116, com IE médio de 8,99 mm e o isolado EMFC142,
com |IE médio de 8,91 mm. E o EMFC99, com IE de 7,18 mm. O primeiro isolado
foi oriundo do nicho folha do gendétipo LCR x TR — 001 em combinagdo com o
porta-enxerto Volkameriano, o segundo foi oriundo do nicho caule do gendtipo
LRF x (LCR x TR) 005 em combinag&o com o porta-enxerto Volkameriano. Ja o
terceiro foi originado da rizosfera do genétipo Citrandarin San Diego 314 com
combinagao com o porta-enxerto Swingle.

De acordo com a producédo de amilases, observou-se que as bactérias
endofiticas oriundas das folhas apresentaram maior IE quando comparada a
outros nichos. Isso pode ocorrer pela pouca disponibilidade de amido nas folhas.
Segundo o trabalho realizado por Cruz et al. (2007), raizes de plantas citricas
apresentam teores de amido maiores que nas folhas. A pouca disponibilidade
deste amido pode estimular as bactérias endofiticas de folha a produzir amilases
e assim capturar o amido necessario para seu desenvolvimento. Enquanto que
as bactérias endofiticas de raizes apresentaram o menor IE, isso se deve

também a presenca de altas concentragcdes de amido disponivel.
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Tabela 4. indice Enzimatico para a producdo de amilase por bactérias isoladas

da rizosfera, e endofiticas de raiz, caule de folha de 13 combinacbes de

genotipos e porta-enxerto de citros.

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio
(mm) (mm) (mm) (mm)
EMFC1 0.00 E EMFC30 0.00 E EMFC57 4.56 E EMFC90 246 E
EMFC2 0.00 E EMFC31 3.83 hijj EMFC58 3.88 defgh EMFC91 2.87 pars
EMFC3 292 Imn EMFC32 0.00 E EMFC59 6.65 hij EMFC92 0.00 Imno
EMFC5 4.69 defgh EMFC33 2.03 stuvw EMFC60 0.00 cdef EMFC93 0.00 E
EMFC6 2.05 tuvw EMFC34 1.73 wxyz EMFC62 590 E EMFC94 0.00 E
EMFC7 3.80 hij EMFC35 0.00 E EMFC66 2.40 abcd EMFC95 0.00 E
EMFC8 0.00 E EMFC35 0.00 E EMFC67 1.67 pqrst EMFC9 0.00 E
EMFC9 0.00 E EMFC36 0.00 E EMFC68 0.00 wxyzAB EMFC97 0.00 E
EMFC10 2.27 qrstu EMFC37 0.00 E EMFC69 0.00 E EMFC98 0.00 E
EMFC11 0.00 E EMFC38 0.00 E EMFC70 0.00 E EMFC99 7.18 ab
EMFC12 0.00 E EMFC40 0.00 E EMFC71 0.00 E EMFC100 3.60 E
EMFC13 0.00 E EMFC41 540 E EMFC72 222 E EMFC101 0.00 ijk
EMFC14 0.00 E EMFC42 0.00 bcde EMFC73 0.00 rstuv EMFC103 0.00 E
EMFC15 0.00 E EMFC43 0.00 E EMFC74 0.00 E EMFC105 0.00 E
EMFC16 1.47 yzABCD EMFC44 0.00 E EMFC75 0.00 E EMFC106 0.00 E
EMFC17 4.41 efgh EMFC45 0.00 E EMFC77 0.00 E EMFC107 0.00 E
EMFC18 0.00 E EMFC47 0.00 E EMFC78 142 E EMFC108 0.00 E
EMFC21 0.00 E EMFC48 0.00 E EMFC80 0.00 ABCD EMFC109 4.06 E
EMFC22 0.00 E EMFC49 3.10 E EMFC82 1.30 E EMFC110 5.20 ghi
EMFC23 0.00 E EMFC50 0.00 Imn EMFC83 3.27 CD EMFC111  1.48 cdefg
EMFC24 2.85 Imno EMFC51 270 E EMFC84 1.38 jkl EMFC112 0.00 yzABC
EMFC25 3.03 kim EMFC52 0.00 mnop EMFC85 0.00 ABCD EMFC114 0.00 E
EMFC26 1.77 vwxy EMFC53 0.00 E EMFC86 0.00 E EMFC115 0.00 E
EMFC27 0.00 E EMFC55 6.46 E EMFC87 0.00 E EMFC116 8.99 a
EMFC28 4.71 defgh EMFC56 0.00 abc EMFC88 0.00 E EMFC117 587 E

Letras iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Tabela 4. Cont...

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado |IE médio Isolado |IE médio
(mm) (mm) (mm) (mm)

EMFC118 0.00 abcd EMFC145 2.40 pqrst EMFC171 0.00 E EMFC205 2.90 Imno
EMFC119 5.36 E EMFC146 0.00 E EMFC172 0.00 E EMFC206 0.00 E
EMFC120 1.50 cdef EMFC147 0.00 E EMFC174 0.00 E EMFC207 0.00 E
EMFC122 0.00 yzABCD EMFC148 0.00 E EMFC176 1.49 zABCD EMFC208 0.00 E
EMFC123 0.00 E EMFC149 0.00 E EMFC177 0.00 E EMFC209 0.00 E
EMFC124 0.00 E EMFC150 0.00 E EMFC178 2.63 mnopq EMFC212 0.00 E
EMFC125 4.75 E EMFC151 4.64 efgh EMFC179 0.00 E EMFC214 1.37 BCD
EMFC126 0.00 defgh EMFC152 0.00 E EMFC180 3.14 jki EMFC215 1.48 zABCD
EMFC127 0.00 E EMFC153 0.00 E EMFC181 0.00 E
EMFC128 0.00 E EMFC154 0.00 E EMFC182 0.00 E
EMFC129 1.52 E EMFC156 1.85 uvwx EMFC183 3.82 jki
EMFC130 0.00 yzABCD EMFC157 0.00 E EMFC184 2.83 Imno
EMFC131 0.00 E EMFC158 2.56 nopgqr EMFC185 4.44 Imno
EMFC132 1.62 E EMFC159 0.00 E EMFC186 0.00 E
EMFC133 0.00 xyzAB  EMFC160 0.00 E EMFC189 0.00 E
EMFC134 0.00 E EMFC161 5.70 abcde EMFC191 4.35 ghi
EMFC136 0.00 E EMFC162 0.00 E EMFC192 0.00 E
EMFC137 2.54 opqr EMFC163 4.58 fghi EMFC193 0.00 E
EMFC138 0.00 E EMFC164 1.78 wxyzA EMFC194 0.00 E
EMFC139 3.76 hij EMFC165 0.00 E EMFC197 0.00 E
EMFC140 2.01 stuvw EMFC166 0.00 E EMFC199 0.00 E
EMFC141 2.87 Imno EMFC167 1.65 wxyzAB EMFC200 0.00 E
EMFC142 891 a EMFC168 0.00 E EMFC202 0.00 E
EMFC143 2.05 stuvw EMFC169 0.00 E EMFC203 1.15 D
EMFC144 0.00 E EMFC170 0.00 E EMFC204 0.00 E

Letras iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste Kruskal-Wallis (p<0,05).

Observa-se que o0s gendtipos combinados como porta-enxerto
Volkameriano apresentaram os maiores IE. Isso pode ter ocorrido pelo mesmo
apresentar menores concentracdes de amido como um todo e assim estimular a
producao da enzima amilase pela comunidade associada.

Carrim et al.(2006) avaliaram a produgao de enzimas por isolados de
folhas e caules de Jacaranda decurrens. Os autores encontraram a atividade
amilolitica em 60% dos isolados avaliados, propor¢gdo bem maior quando
comparada com a encontrada no presente trabalho. Ja quando ao IE, os autores
encontraram indices maximos por isolado de 2.6, enquanto que no presente
trabalho, encontrou-se indices maximos proximos a 10,0 para isolados de caule

e folha.

46



Celulase

A atividade celulolitica foi observada em 34 isolados, cerca de 18.5 % dos
183 isolados estudados. A produgdo de celulase foi calculada através do indice
Enzimatico (IE-mm).

A avaliacdo do indice Enzimatico mostrou tanto a combinag&do genétipo e
porta-enxerto quanto o nicho exerceram influéncia na comunidade bacteriana
associada plantas de citros ao nivel de 5 % de significancia, onde Kruskal-Wallis:
X? = 31,7409; gl= 3, p-valor=5,935e") para o nicho de isolamento e para o
genotipo, onde Kruskal-Wallis: X? = 44,88427; gl= 12, p-valor=1,07862e).
Efeito que também foi confirmado pela aplicagdo do teste de Wilcoxon (p-valor=
2.2e-16).

A Figura 11 mostra os resultados para o IE médio (em mm) para o nicho
de isolamento. Percebe-se que o nicho solo se sobressaiu em relagao aos
demais nichos, mostrado um IE médio préoximo a 1,0 mm, seguido dos nichos
raiz e caule. Apesar de nao serem estatisticamente diferentes entre si e entre o
nicho folha, nota-se que ha uma diferenciacdo visual, onde o nicho folha
apresenta |E celulolitico médio abaixo de 0,2 mm, sendo 0 mais baixo entre os

nichos avaliados.
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Figura 11. indice Enzimatico celulolitico médio (mm) produzido em relagéo ao
nicho de isolamento. A analise pelos testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon

mostraram que houve influéncia do nicho de isolamento (p<0,05).
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A Figura 12 mostra as médias do IE em relagdo as combinacgdes entre
genotipo e porta-enxerto. Observa-se que houve uma grande variagéo, afirmada
pela significancia estatistica. Observa-se que apenas a combinagdo Sunki
Maravilha sobre Volkameriano se destacou sobre os demais, com IE médio de
1,2 mm. Mesmo a combinagao LRF x (LCR x TR) 005 sobre Volkameriano nao
se diferenciado estatisticamente dos HTR-069 sobre Volkameriano, observou-se
que o IE médio do primeiro, assim como para amilase, € relativamente maior que
o da segunda combinagdo. Ja as combinagdes HTR — 51 e Sunki Maravilha
apresentaram as menores médias, com IE de aproximadamente 0,30 mm para
o primeiro e abaixo de 0,20mm para o ultimo. A combinacdo SKCxCTSW-028
sobre Volkameriano mostrou o pior desempenho, com nenhum isolado

produzindo celulases.
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Figura 12. indice Enzimatico celulolitico médio (mm) produzido em relacdo a
combinacgao gendtipo e porta-enxerto para atividade celulolitica. A analise pelos
testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon mostraram que houve influéncia das

combinagdes (p<0,05).

O indice enzimatico por isolado € mostrado na Tabela 5. O isolado
EMFC135 apresentou um IE de 5,51 mm, e o mesmo foi originado do caule do
genotipo SK x BK-00, seguida pelos isolados EMFC23, com o segundo maior |E
de, 4,22 mm e seguido pelo EMFC36, com IE de 4,20 mm, onde o primeiro foi
originado da rizosfera do gendtipo TSKCX x ( TR x LCR ) 059 e o segundo

também do solo, sé que do gendtipo HTR-69.
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Tabela 5. indice Enzimatico para a producédo de celulase por bactérias isoladas

da rizosfera, e endofiticas de raiz, caule de folha de 13 combinacbes de

genotipos e porta-enxerto de citros.

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio
(mm) (mm) (mm) (mm)
EMFCA1 0.00 S EMFC30 1.96 Imn EMFC58 0.00 s EMFC91 2.21 jki
EMFC2 0.00 S EMFC31 0.00 s EMFC59 0.00 s EMFC92 143 qr
EMFC3 0.00 S EMFC32 0.00 s EMFC60 0.00 s EMFC93 0.00 s
EMFC5 0.00 S EMFC33 0.00 s EMFC62 0.00 s EMFC94 0.00 s
EMFC6 3.48 Cde EMFC34 0.00 s EMFC66 0.00 s EMFC95 0.00 s
EMFC7 0.00 S EMFC35 0.00 s EMFC67 0.00 s EMFC96 0.00 s
EMFCS8 0.00 S EMFC36 420 bcd EMFC68 0.00 s EMFC97 0.00 s
EMFC9 0.00 S EMFC37 0.00 s EMFC69 0.00 s EMFC98 0.00 s
EMFC10 0.00 S EMFC38 0.00 s EMFC70 3.76 bc EMFC99 0.00 s
EMFC11 0.00 S EMFC40 0.00 s EMFC71 0.00 s EMFC100 0.00 s
EMFC12 3.35 Cde EMFC41 0.00 s EMFC72 0.00 s EMFC101 0.00 s
EMFC13 3.21 Ef EMFC42 0.00 s EMFC73 0.00 s EMFC103 1.69 pq
EMFC14 2.83 Gh EMFC43 0.00 s EMFC74 0.00 s EMFC105 0.00 s
EMFC15 0.00 S EMFC44 3.30 def EMFC75 0.00 s EMFC106 0.00 s
EMFC16 0.00 S EMFC45 0.00 s EMFC77 0.00 s EMFC107 0.00 s
EMFC17 0.00 S EMFC47 0.00 s EMFC78 0.00 s EMFC108 0.00 s
EMFC18 0.00 S EMFC48 0.00 s EMFC80 0.00 s EMFC109 1.74 op
EMFC21 0.00 S EMFC49 0.00 s EMFC82 0.00 s EMFC110 1.74 op
EMFC22 217 Kim EMFC50 299 fg EMFC83 0.00 s EMFC111 0.00 s
EMFC23 422 Ab EMFC51 0.00 s EMFC84 0.00 s EMFC112 0.00 s
EMFC24 3.00 Fg EMFC52 0.00 s EMFC85 2.46 ij EMFC114 0.00 s
EMFC25 0.00 S EMFC53 1.86 no EMFC86 0.00 s EMFC115 0.00 s
EMFC26 0.00 S EMFC55 2.21 jkI  EMFC87 141 r EMFC116 0.00 s
EMFC27 3.88 B EMFC56 0.00 s EMFC88 2.13 klm EMFC117 0.00 s
EMFC28 3.06 Efg EMFC57 3.77 bc EMFC90 0.00 s EMFC118 0.00 s

Letras iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Tabela 5. Cont...

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio
(mm) (mm) (mm) (mm)
EMFC119 0.00 S EMFC145 0.00 s EMFC171 0.00 s EMFC205 255 hi
EMFC120 0.00 S EMFC146 0.00 s EMFC172 0.00 s EMFC206 0.00 s
EMFC122 0.00 S EMFC147 0.00 s EMFC174 0.00 s EMFC207 0.00 s
EMFC123 1.96 mno EMFC148 0.00 s EMFC176 3.06 efg EMFC208 0.00 s
EMFC124 0.00 S EMFC149 216 jkI EMFC177 0.00 s EMFC209 123 r
EMFC125 0.00 S EMFC150 0.00 s EMFC178 0.00 s EMFC212 0.00 s
EMFC126 0.00 S EMFC151 0.00 s EMFC179 0.00 s EMFC214 1.68 op
EMFC127 0.00 S EMFC152 0.00 s EMFC180 0.00 s EMFC215 0.00 s
EMFC128 0.00 S EMFC153 0.00 s EMFC181 0.00 s
EMFC129 0.00 S EMFC154 0.00 s EMFC182 127 r
EMFC130 0.00 S EMFC156 0.00 s EMFC183 0.00 s
EMFC131 0.00 S EMFC157 0.00 s EMFC184 0.00 s
EMFC132 0.00 S EMFC158 0.00 s EMFC185 0.00 s
EMFC133 0.00 S EMFC159 0.00 s EMFC186 0.00 s
EMFC134 0.00 S EMFC160 0.00 s EMFC189 0.00 s
EMFC135 552 A EMFC161 0.00 s EMFC191 0.00 s
EMFC136 0.00 S EMFC162 0.00 s EMFC192 0.00 s
EMFC137 0.00 S EMFC163 0.00 s EMFC193 0.00 s
EMFC138 0.00 S EMFC164 0.00 s EMFC194 0.00 s
EMFC139 0.00 S EMFC165 0.00 s EMFC197 0.00 s
EMFC140 0.00 S EMFC166 0.00 s EMFC199 0.00 s
EMFC141 0.00 S EMFC167 0.00 s EMFC200 0.00 s
EMFC142 0.00 S EMFC168 0.00 s EMFC202 0.00 s
EMFC143 0.00 S EMFC169 0.00 s EMFC203 2.39 jk
EMFC144 0.00 S EMFC170 0.00 s EMFC204 0.00 s

Letras iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste Kruskall-Wallis (p<0,05).

Observando os dados da producao de celulases, nota-se que o IE foi
maior para bactérias da rizosfera do que nos outros nichos. Este fato pode ser
explicado pela grande quantidade de matéria organica ndo decomposta ou em
decomposicao existente neste nicho, estimulando a comunidade bacteriana a
produzir uma maior quantidade de celulases para auxiliar na quebra do material
lignificado (rico em celulose — carboximetilcelulose no caso deste trabalho)
disponivel e posterior mineralizagdo do mesmo Sanomiya e Nahas (2003).

Além disso, observa-se que os isolados do nicho folha apresentaram os
menores valores, vide que neste ambiente, sé seria necessaria a producao de
celulases caso a bactéria endofitica de folha tenha potencial para agente de
controle biolégico, auxiliando na colonizagao do enddfito dentro do hospedeiro.

No entanto Bach et al. (2016) afirmam que celulases podem afetar a parede
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celular dos patégenos, mas nao estdo diretamente consideradas como agentes
de controle bioldgico. Torres et al. (2008) afirmam que a produg¢do de celulase
pode mudar de acordo com o hospedeiro, confirmando o resultado encontrado
no presente trabalho.

Observa-se no trabalho realizado por Torres et al. (2008), que as
bactérias isoladas dos individuos estudados (cacau citros, eucalipto e cana-de-
agucar), apresentaram variagao nos IE para a produgéo de celulase, onde o |IE
de aproximadamente 1,0 para cacau e 2,0 para cana-de agucar. Confirmando
que a combinagao gendtipo e porta-enxerto estudada neste trabalho influencia
no |IE encontrado.

O trabalho realizado por Jalgaonwala e Mahajan (2011), encontrou
indices que variaram de 0,6 a 2,1 para isolados oriundos de sete plantas
medicinais diferentes. Os autores observaram que os indices variaram quanto
ao hospedeiro e ao nicho selecionado para o isolamento. Estes resultados
diferem quanto ao indice enzimatico dos encontrado no presente trabalho, que
variou de até préximo de 10,0 para amilase e até proximo de 6,0 para celulase,
no entanto, confirma mais uma vez a influéncia do hospedeiro na comunidade

bacteriana associada.

Pectinases

Com relagdo a produgdo de pectinases (Poligalacturonase e Pectato
Liase), 33 isolados produziram poligalacturonase e 39 produziram pectato liase,
0 que equivale a 18,03% e 21,31% dos 183 isolados avaliados, respectivamente.

A avaliacdo do indice Enzimatico mostrou que a combinac&o genétipo e
porta-enxerto exerceram influéncia na comunidade bacteriana associada plantas
de citros ao nivel de 5 % de significancia, onde Kruskal-Wallis: X* = 22,201 gl=
13, p-valor=0,026 para a poligalacturonase, Kruskal-Wallis: X? = 41,993; gl= 13,
p-valor=03.340e% para a Pectato Liase. Segundo o teste de Kruskal-Wallis, o
nicho nao exerceu influéncia na produgao de poligalacturonase (p=0,113) e nem
de pectato liase (p=0,28).

Mesmo nao apresentando diferencga estatistica, a Figura 13 mostra o IE
meédio da producdo de pectinases com relacido ao nicho de isolamento. Observa-

se que maiores |E foram apresentados por bactérias isoladas do solo rizosférico,
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com |E médio 1,0 mm, seguido do nicho raiz (com IE médio de aproximadamente

0,75 mm) e folhas (com IE médio de aproximadamente 0,56 mm).
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Figura 13. indice Enzimatico médio para pectato liase e poligalacturonase (mm)
produzido em relagcao ao nicho de isolamento. A analise pelos testes de Kruskal-
Wallis e Wilcoxon mostraram que n&o houve influéncia do nicho de isolamento
(p>0,05).

A Figura 14 mostra as médias do |IE em relagdo as combinagdes entre
genotipo e porta-enxerto. Observa-se que houve uma grande variagéo, afirmada
pelo teste estatistico. Observa-se que, apenas a combinacdo Sunki Tropical
sobre Volkameriano destacou-se sobre os demais, com IE médio de proximo de
2 mm para a producao de pectato liase. Assim também como a combinagédo HTR
— 51 sobre Volkameriano, que apresentou um indice médio de 1,8 mm. Para a
poligalacturonase, se sobressairam novamente a Sunki Tropical sobre
Volkameriano e a HTR — 51 sobre Volkameriano, as duas com |IE médio préximo
de 1 mm.

Como foram avaliados dois tipos de pectinases (poligalacturonase e
pectato liase), a produgao das duas nédo é dependente, ou seja, um isolado pode
produzir um tipo e outro ndo, como no caso dos isolados dos gendtipos
Citrandarin Riverside 264, HTR — 051 e LCR x TR — 001. A combinagdo HTR-
069 sobre Volkameriano ndo apresentou produgdo de nenhuma das duas

enzimas.
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Figura 14. indice Enzimatico médio para pectato liase e poligalacturonase (mm)
produzido em relagdo a combinagao gendtipo e porta-enxerto. A analise pelos
testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon mostraram que houve influéncia das

combinagdes (p<0,05).

A Tabelas 6 e 7 mostram o indice Enzimatico para a produgdo de
poligalacturonase e pectato liase. Para poligalacturonase (Tabela 6) os isolados
destacaram-se os isolados EMFC215 e EMFC 92, ambos com IE acima de 7.0.
O primeiro isolado endofitico de raiz do oriundo do gendtipo Liméo Cravo Santa
Cruz, e o segundo oriundo da rizosfera do gendtipo Citrandarin San Diego 314.
O IE mais baixo dentre as positivas foi obtido do isolado EMFC206, com |IE de

1,25, 0 mesmo é endofitico de raiz do gendtipo Sunki Tropical.
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Tabela 6. indice Enzimatico para a producéo de poligalacturonase por bactérias

isoladas da rizosfera, e endofiticas de raiz, caule de folha de 13 combinacdes de

genotipos e porta-enxerto de citros, cultivadas na Embrapa Mandioca e

Fruticultura.

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio
(mm) (mm) (mm) (mm)
EMFC1 000 n EMFC33 000 n EMFC68 0.00 n EMFC100 0.00 n
EMFC2 0.00 n EMFC34 329 f EMFC69 0.00 n EMFC101 0.00 n
EMFC3 208 i EMFC35 000 n EMFC70 000 n EMFC103 0.00 n
EMFC5 2.01 ijk EMFC36 0.00 n EMFC71 0.00 n EMFC105 0.00 n
EMFC6 0.00 n EMFC37 000 n EMFC72 000 n EMFC106 0.00 n
EMFC7 0.00 n EMFC38 0.00 n EMFC73 0.00 n EMFC107 0.00 n
EMFC8 0.00 n EMFC40 000 n EMFC74 000 n EMFC108 0.00 n
EMFC9 0.00 n EMFC41 0.00 n EMFC75 0.00 n EMFC109 0.00 n
EMFC10 4.86 ab EMFC42 0.00 n EMFC77 0.00 n EMFC110 0.00 n
EMFC11 0.00 n EMFC43 0.00 n EMFC78 0.00 n EMFC111 0.00 n
EMFC12 0.00 n EMFC44 000 n EMFC80 4.22 bcd EMFC112 0.00 n
EMFC13 0.00 n EMFC45 0.00 n EMFC82 0.00 n EMFC114 0.00 n
EMFC14 0.00 n EMFC47 0.00 n EMFC83 0.00 EMFC115  0.00 n
EMFC15 0.00 n EMFC48 0.00 n EMFC84 0.00 n EMFC116 0.00 n
EMFC16 0.00 n EMFC49 0.00 n EMFC85 255 gh EMFC117 0.00 n
EMFC17 254 gh EMFC50 0.00 n EMFC86 0.00 n EMFC118 0.00 n
EMFC18 0.00 n EMFC51 0.00 n EMFC87 000 n EMFC119 0.00 n
EMFC21 0.00 n EMFC52 422 bc EMFC88 0.00 n EMFC120 0.00 n
EMFC22 0.00 n EMFC53 0.00 n EMFC90 0.00 n EMFC122 0.00 n
EMFC23 0.00 n EMFC55 0.00 n EMFC91 1.90 ijkl EMFC123 1.74 Im
EMFC24 2.1 i EMFC56 0.00 n EMFC92 7.77 a EMFC124 0.00 n
EMFC25 272 gh EMFC57 0.00 n EMFC93 0.00 n EMFC125 0.00 n
EMFC26 0.00 n EMFC58 284 g EMFC94 000 n EMFC126 0.00 n
EMFC27 0.00 n EMFC59 0.00 n EMFC95 0.00 n EMFC127 3.49 cdef
EMFC28 0.00 n EMFC60 0.00 n EMFC9 0.00 n EMFC128 0.00 n
EMFC30 0.00 n EMFC62 0.00 n EMFC97 0.00 n EMFC129 0.00 n
EMFC31 246 gh EMFC66 4.92 ab EMFC98 000 n EMFC130 0.00 n
EMFC32 0.00 n EMFC67 0.00 n EMFC99 0.00 n EMFC131 0.00 n

Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Kruskall -Wallis (p<0,05).

54



Tabela 6. Cont...

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio
(mm) (mm) mm)

EMFC132 0.00 n EMFC161 0.00 n EMFC194 0.00 n
EMFC133 0.00 n EMFC162 0.00 n EMFC197 0.00 n
EMFC134 0.00 n EMFC163 0.00 n EMFC199 0.00 n
EMFC135 0.00 n EMFC164 0.00 n EMFC200 0.00 n
EMFC136 0.00 n EMFC165 0.00 n EMFC202 2.49 h
EMFC137 3.59 def EMFC166 0.00 n EMFC203 3.35 f
EMFC138 1.67 jkI  EMFC167 0.00 n EMFC204 0.00 n
EMFC139 0.00 n EMFC168 0.00 n EMFC205 0.00 n
EMFC140 0.00 n EMFC169 0.00 n EMFC206 1.25 m
EMFC141 0.00 n EMFC170 0.00 n EMFC207 2.36 h
EMFC142 0.00 n EMFC171 0.00 n EMFC208 0.00 n
EMFC143 0.00 n EMFC172 0.00 n EMFC209 3.83 def
EMFC144 0.00 n EMFC174 0.00 n EMFC212 0.00 n
EMFC145 0.00 n EMFC176 0.00 n EMFC214 2.37 h
EMFC146 0.00 n EMFC177 0.00 n EMFC215 7.73 bcde
EMFC147 0.00 n EMFC178 0.00 n
EMFC148 0.00 n EMFC179 0.00 n
EMFC149 0.00 n EMFC180 0.00 n
EMFC150 0.00 n EMFC181 0.00 n
EMFC151 3.51 ef EMFC182 0.00 n
EMFC152 1.97 ij EMFC183 4.15 def
EMFC153 0.00 n EMFC184 242 h
EMFC154 0.00 n EMFC185 0.00 n
EMFC156 1.97 ij EMFC186 0.00 n
EMFC157 1.59 klm EMFC189 0.00 n
EMFC158 2.65 gh EMFC191 0.00 n
EMFC159 0.00 n EMFC192 0.00 n

EMFC160 0.00 n EMFC193 0.00 n
Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Kruskall-Wallis (p<0,05).

A Tabela 7 mostra os indices enzimaticos para produgdo de pectato liase
por isolado. Observou-se que os isolados EMFC3, com IE de 11.40 e EMFC92
com IE de 8.46, onde o primeiro foi isolado da rizosfera do gendtipo SK x BK-00
e 0 segundo, da rizosfera do genaétipo Citrandarin San Diego 314. Como pior IE,
observou-se o isolado EMFC157, com IE de 1.43, o mesmo era endofitico de

caule do gendtipo Citrandarin Riverside 264.
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Tabela 7. indice Enzimatico para a producdo de pectato liase por bactérias
isoladas da rizosfera, e endofiticas de raiz, caule de folha de 13 combinacdes de
genotipos e porta-enxerto de citros, cultivadas na Embrapa Mandioca e

Fruticultura.

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio
(mm) (mm) (mm)
EMFC1 0.00 r EMFC41 0.00 r EMFC85 3.17 fg
EMFC2 0.00 r EMFC42 2.20 jkl EMFC86 0.00 r
EMFC3 11.40 a EMFC43 0.00 r EMFC87 0.00 r
EMFC5 0.00 r EMFC44 0.00 r EMFC88 0.00 r
EMFC6 0.00 r EMFC45 0.00 r EMFC90 0.00 r
EMFC7 0.00 r EMFC47 0.00 r EMFC91 3.94 de
EMFC8 0.00 r EMFC48 0.00 r EMFC92 8.46 a
EMFC9 0.00 r EMFC49 0.00 r EMFC93 0.00 r
EMFC10 6.70 ab EMFC50 0.00 r EMFC94 0.00 r
EMFC11 2.03 Imn EMFC51 0.00 r EMFC95 0.00 r
EMFC12 0.00 r EMFC52 7.93 a EMFC96 0.00 r
EMFC13 0.00 r EMFC53 0.00 r EMFC97 0.00 r
EMFC14 0.00 r EMFC55 0.00 r EMFC98 0.00 r
EMFC15 0.00 r EMFC56 4.46 de EMFC99 0.00 r
EMFC16 0.00 r EMFC57 0.00 r EMFC100 0.00 r
EMFC17 4.21 de EMFC58 572 ab EMFC101 0.00 r
EMFC18 0.00 r EMFC59 0.00 r EMFC103 3.34 f
EMFC21 0.00 r EMFC60 1.46 q EMFC105 0.00 r
EMFC22 0.00 r EMFC62 0.00 r EMFC106 0.00 r
EMFC23 0.00 r EMFC66 4.04 de EMFC107 0.00 r
EMFC24 5.05 f EMFC67 5.43 bc EMFC108 0.00 r
EMFC25 1.61 pq EMFC68 0.00 r EMFC109 0.00 r
EMFC26 0.00 r EMFC69 0.00 r EMFC110 0.00 r
EMFC27 0.00 r EMFC70 0.00 r EMFC111 0.00 r
EMFC28 0.00 r EMFC71 0.00 r EMFC112 0.00 r
EMFC30 0.00 r EMFC72 0.00 r EMFC114 0.00 r
EMFC31 4.52 cd EMFC73 0.00 r EMFC115 0.00 r
EMFC32 0.00 r EMFC74 0.00 r EMFC116 0.00 r
EMFC33 0.00 r EMFC75 0.00 r EMFC117 0.00 r
EMFC34 4.27 de EMFC77 0.00 r EMFC118 0.00 r
EMFC35 0.00 r EMFC78 0.00 r EMFC119 2.51 ij
EMFC36 0.00 r EMFC80 3.17 fg EMFC120 0.00 r
EMFC37 0.00 r EMFCB82 0.00 r EMFC122 0.00 r
EMFC38 0.00 r EMFC83 0.00 r EMFC123 1.82 nop
EMFC40 0.00 r EMFC84 0.00 r EMFC124 0.00 r

Letras iguais n&o diferem entre si, de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Tabela 7. Cont...

Isolado IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio
(mm) (mm) (mm)
EMFC125 0.00 r EMFC161 0.00 r EMFC205 0.00 r
EMFC126 0.00 r EMFC162 1.48 qg EMFC206 1.62 opq
EMFC127 3.48 f EMFC163 0.00 r EMFC207 0.00 r
EMFC128 0.00 r EMFC164 0.00 r EMFC208 0.00 r
EMFC129 0.00 r EMFC165 0.00 r EMFC209 3.22 fg
EMFC130 2.73 hi EMFC166 0.00 r EMFC212 0.00 r
EMFC131 0.00 r EMFC167 0.00 r EMFC214 2.53 i
EMFC132 0.00 r EMFC168 0.00 r EMFC215 2.88 gh
EMFC133 0.00 r EMFC169 0.00 r
EMFC134 2.42 ijk EMFC170 0.00 r
EMFC135 0.00 r EMFC171 0.00 r
EMFC136 0.00 r EMFC172 0.00 r
EMFC137 0.00 r EMFC174 0.00 r
EMFC138 2.61 hi EMFC176 0.00 r
EMFC139 0.00 r EMFC177 0.00 r
EMFC140 0.00 r EMFC178 0.00 r
EMFC141 0.00 r EMFC179 0.00 r
EMFC142 0.00 r EMFC180 0.00 r
EMFC143 0.00 r EMFC181 0.00 r
EMFC144 0.00 r EMFC182 4.06 de
EMFC145 0.00 r EMFC183 2.37 ijk
EMFC146 0.00 r EMFC184 2.14 kim
EMFC147 1.90 mno EMFC185 0.00 r
EMFC148 0.00 r EMFC186 0.00 r
EMFC149 0.00 r EMFC189 0.00 r
EMFC150 0.00 r EMFC191 0.00 r
EMFC151 1.92 Imn EMFC192 0.00 r
EMFC152 0.00 r EMFC193 0.00 r
EMFC153 0.00 r EMFC194 0.00 r
EMFC154 0.00 r EMFC197 0.00 r
EMFC156 0.00 r EMFC199 0.00 r
EMFC157 1.43 qg EMFC200 0.00 r
EMFC158 0.00 r EMFC202 3.93 e
EMFC159 0.00 r EMFC203 3.96 e
EMFC160 0.00 r EMFC204 0.00 r

Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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As pectinases, aqui representadas como pectato liase e poligalacturonase

sdo também umas das muitas enzimas extracelulares produzidas pelas
bactérias.
No presente trabalho podemos observar que a producdo das duas enzimas
juntas néo esta implicita e nem sao diretamente proporcionais. Todos os nichos
apresentaram a produgao das enzimas, no entanto em diferentes proporg¢des
para o IE.

Para a pectato liase, o nicho solo apresentou o IE maior, seguido do nicho
raiz. Esta enzima atua em pH mais alcalino, entretanto, o sistema radicular e o
solo ao redor pode, que pode ser mais acidificado pela libragdo de protons (HY)
resultantes do metabolismo vegetal, ndo impediu o funcionamento da enzima.
Ja a poligalacturonase para o mesmo nicho, mesmo apresentando valores de |IE
altos, ainda foram mais baixos que os da primeira enzima. Assim como para as
outras enzimas, percebeu-se que o hospedeiro afeta diretamente a producéo de
pectinases. Isso pode ocorrer pelo fato de cada organismo, ou combinag¢éo (no
caso deste trabalho) se comporta de forma diferente frente as imposi¢des do
meio em que habita.

Diversos grupos de micro-organismos apresentam a capacidade de
produzir substancias pécticas, incluindo as bactérias. Assim como as enzimas
celulases, as pectinases podem auxiliar na penetracdo das bactérias na planta
hospedeira e auxiliar na indugao de resisténcia sistémica (Hallmann et al., 1997;
Uenojo e Pastore 2007; Szilagyi-Zecchin et al., 2014)

O trabalho realizado por Uenojo e Pastore (2006) resultou em isolados
bacterianos de diferentes partes da planta e de diferentes plantas, como como
frutas, graos de café, entre outros. Os autores encontraram 104 isolados e
destes, apenas 18 foram positivos para a producéo de pectinases, enquanto que
neste trabalho, encontrou-se a média de 36 isolados. Ja Carrim et al. (2006), n&o
encontrou isolado positivo para pectinases, em ensaio realizado com isolados de
Jacaranda decurrens Cham.

Asraful et al. (2010) também encontraram isolados positivos para a
produgcdo de pectinases, habitando endofiticamente raizes de plantas de
Platycodon grandiflorum, com isolados produzindo halos maiores que 6mm para
ambas as enzimas. Ja Hung e Annapurna (2004) afirmam que 33% dos 65
linhagens bacterianas isoladas de plantas de soja (Glicine max e G. soja) foram

capazes de produzir pectinases e 70 % de produzir celulase, diferente dos
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isolados testados no presenta trabalho, onde apenas aproximadamente 20 %
foram positivos para a produgao de pectinases.

Diversos trabalhos com o de Berg et al. (2005), com isolados endofiticos
originados de raizes de batata, e o de Li et al.(2010), com isolados endofiticos
oriundos raizes de algodao associam a atividade pectinolitica a atividade
antagonistica a fungos. Colaborando com a afirmagao de que bactérias que
apresentam a capacidade de produzir enzimas extracelulares podem auxiliar na

inducéo da resisténcia sistémica do hospedeiro.

4.3 Producdo de substincias promotoras de crescimento de plantas

Solubilizagao de fosfato inorganico

Dos 183 isolados avaliados, aproximadamente 48% foram positivos para
a capacidade de solubilizagédo de fosfato inorgénico. A distribuicdo das bactérias
produtoras de fosfatases foi diferente entre os nichos e entre os gendtipos
estudados, de acordo com o teste de .

Avaliando a Figura 15, nota-se que a rizosfera mostrou 25.14% das
bactérias positivas para a solubilizagado de fosfato, enquanto que o nicho folha,
apresentou apenas 3.83% dos isolados positivos.

Ja em relacédo aos gendtipos (Figura 16), o gendtipo SK x BK -00
apresentou uma maior frequéncia em relagdo aos outros genotipos, com 6.56%
dos isolados positivos, seguido do Citrandarin indio 256, com 5.46%. Enquanto

gue o gendtipo Sunki tropical representou apenas 1.09%.

30.0
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Frequéncia Relativa (%)

Figura 15. Distribuicdo das linhagens bacterianas solubilizadoras de fosfato
inorganico em relagdo ao nicho do qual foram isoladas. A analise pelo teste do
x? mostrou que houve influéncia dos nichos (p<0,05).
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Figura 16. Distribuicdo das linhagens bacterianas solubilizadoras de fosfato
inorganico em relagao ao gendtipo do qual foram isoladas. A analise pelo teste

do x? mostrou que houve influéncia dos genaétipos (p<0,05).

Para avaliar a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico, foi
calculado o indice de Solubilizagéo (IS), que é calculado da mesma forma do
indice Enzimatico. E assim como o |E, bactérias que apresentam um IS acima
de 2 sdo consideradas boas solubilizadoras. Os indices de solubilizagdo foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e mostraram que houve influéncia tanto
do nicho de isolamento e da combinagao gendtipo e porta-enxerto na produgao
de fosfatase (p>0.05).

A Figura 17 mostra nos IS médios baseados no nicho de isolamento. O
teste de Kruskal-Wallis confirma que houve a influéncia dos nichos estudados no
IS (Kruskal-Wallis: X? = 26,8589; gl= 3, p-valor=9,151e), confirmando pelo
teste de Wilcoxon. Observa-se que os isolados oriundos da raiz foram os que a
presentaram o maior IS, com IS médio de 1,70 mm. Seguido do nicho solo, onde
os isolados apresentaram um IS médio de 1,27 mm. No nicho caule, os isolados

apresentaram os indices mais baixos, com média de 0,64 mm.
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Figura 17. indice de Solubilizagdo de fosfato (mm) produzido em relagéo ao
nicho de isolamento. A analise pelos testes de Kruskall-Wallis e Wilcoxon

mostraram que houve influéncia dos nichos (p<0,05).

A média dos IS da combinagdo genodtipo e porta-enxerto pode ser
observado na Figura 18. Nota-se que a combinacdo HTR-069 sobre
Volkameriano se destacou ante as demais combinacdes, com IS médio de 2,25
mm. Seguidos da combinag¢ao Citrandarin San Diego 314 sobre Swingle, com
IS médio de 2,1. O pior IS foi apresentado pela combinagdo LCRxTR-001 sobre

Volkameriano, com IS de 0,5.
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Figura 18. indice de Solubilizagéo de fosfato (mm) produzido em relagdo as
combinacgdes gendtipo e porta-enxerto. A analise pelos testes de Kruskall-Wallis

e Wilcoxon mostraram que houve influéncia das combinagdes (p<0,05).
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O IS por isolado pode ser observado na Tabela 8. Observou-se que os
isolados EMFC192 e EMCF206 destacaram-se, com IS de 6,49 e 6,0,
respectivamente. Os mesmos foram isolados de raizes dos gendtipos
Citrandarin indio 256 e Sunki Maravilha. Ja os isolados EMFC135 e EMFC140,
com IS abaixo de 1, 25, ficando abaixo do indice considerado ideal. Os mesmos
foram isolados de caules dos gendtipos SK x BK - 00 e LCR x TR — 001,

respectivamente.
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Tabela 8. Média dos indices de Solubilizacdo para a solubilizacdo de fosfato

inorganico por isolados bacterianos da rizosfera e endofiticas de raizes, caules

e folhas de 13 combinagdes de gendtipos e porta-enxerto de citros, cultivadas

na Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Isolado |IE médio Isolado IE médio Isolado IE médio

(mm) (mm) (mm)
EMFC1 0.00 J EMFC42 4.57 abc EMFC87 1.563  CDEFGHI
EMFC2 0.00 J EMFC43 0.00 J EMFC88 000 J
EMFC3 0.00 J EMFC44 3.55 bedefg EMFC90 297  ghijk
EMFC5 0.00 J EMFC45 0.00 J EMFC91 000 J
EMFC6 2.01 rstuvwx EMFC47 0.00 J EMFC92 3.13  efghij
EMFC7 0.00 J EMFC48 0.00 J EMFC93 2.21 nopqrs
EMFC8 0.00 J EMFC49 1.85 tuvwxyzA EMFC94 1.78  uvwxyzABC
EMFC9 0.00 J EMFC50 0.00 J EMFC95 1.77  vwxyzABCD
EMFC10 1.50 EFGHI EMFC51 1.34 HI EMFC96 000 J
EMFC11 0.00 J EMFC52 2.95 ghijk EMFC97 000 J
EMFC12 342 cdefgh EMFC53 1.68 zABCDEF EMFC98 0.00 J
EMFC13 273 ijklm EMFC55 0.00 J EMFC99 000 J
EMFC14 3.84 abcd EMFC56 0.00 J EMFC100 1.61 BCDEFGH
EMFC15 1.97 qrstuvwx EMFC57 2.61 mnopq EMFC101 0.00 J
EMFC16 0.00 J EMFC58 0.00 J EMFC103 210  opgrst
EMFC17 0.00 J EMFC59 0.00 J EMFC105 245  klmno
EMFC18 0.00 J EMFC60 0.00 J EMFC106 1.74  yzABCDEF
EMFC21 0.00 J EMFC62 2.87 hijkl EMFC107 000 J
EMFC22 3.75 abcdef EMFC66 1.98 stuvwxy EMFC108 2.23 grstuvw
EMFC23 2.90 ghijkl EMFC67 0.00 J EMFC109 258  jkimn
EMFC24 0.00 J EMFC68 0.00 J EMFC110 000 J
EMFC25 0.00 J EMFC69 3.44 cdefgh EMFC111 000 J
EMFC26 0.00 J EMFC70 245 kimno EMFC112 000 J
EMFC27 0.00 J EMFC71 0.00 J EMFC114 000 J
EMFC28 0.00 J EMFC72 0.00 J EMFC115 000 J
EMFC30 1.38 GHI EMFC73 2.06 pgrstuv EMFC116 000 J
EMFC31 3.43 cdefgh EMFC74 4.58 abc EMFC117 1.76  wxyzABCD
EMFC32 0.00 J EMFC75 4.50 abc EMFC118 000 J
EMFC33 0.00 J EMFC77 0.00 J EMFC119 000 J
EMFC34 0.00 J EMFC78 2.08 pqrstu EMFC120 000 J
EMFC35 0.00 J EMFC80 1.91 stuvwxyz EMFC122 2.23 opqrst
EMFC36 3.93 abcde EMFC82 3.02 ghijk EMFC123 149  FGHI
EMFC37 0.00 J EMFC83 1.83 uvwxyzAB EMFC124 3.10  defghij
EMFC38 1.66 ABCDEFG EMFC84 272 ijkim EMFC125 000 J
EMFC40 0.00 J EMFC85 244 Imnop EMFC126 000 J
EMFC41 2.81 hijkl EMFC86 2.00 rstuvwx EMFC127 000 J

Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Tabela 8. Cont...

Isolado |IE médio Isolado |IE médio Isolado |IE médio
(mm) (mm) (mm)

EMFC128 3.56 cdefghi EMFC165 0.00 J EMFC212 1.91 stuvwxyz

EMFC129 3.65 bedefg EMFC166 0.00 J EMFC214 2.02 qrstuvw

EMFC130 3.35 defghi EMFC167 1.71 wxyzABCD EMFC215 3.85 abcde

EMFC131 0.00 J EMFC168 1.72 xyzABCDE

EMFC132 3.10 efghij EMFC169 1.56 DEFGHI

EMFC133 1.96 grstuvwx EMFC170 2.05 parstu

EMFC134 0.00 J EMFC171 1.93 stuvwxy

EMFC135 1.21 | EMFC172 1.80 uvwxyzAB

EMFC136 0.00 J EMFC174 3.09 ijkim

EMFC137 0.00 J EMFC176 0.00 J

EMFC138 0.00 J EMFC177 5.51 ab

EMFC139 0.00 J EMFC178 0.00 J

EMFC140 1.23 | EMFC179 0.00 J

EMFC141 0.00 J EMFC180 0.00 J

EMFC142 0.00 J EMFC181 1.58 BCDEFGH

EMFC143 0.00 J EMFC182 1.54 CDEFGHI

EMFC144 0.00 J EMFC183 2.07 grstuv

EMFC145 0.00 J EMFC184 2.07 grstuv

EMFC146 1.76 wxyzABCD EMFC185 1.77 wxyzABCD

EMFC147 3.04 ghijk EMFC186 0.00 J

EMFC148 0.00 J EMFC189 0.00 J

EMFC149 0.00 J EMFC191 0.00 J

EMFC150 0.00 J EMFC192 6.49 a

EMFC151 0.00 J EMFC193 3.58 cdefghi

EMFC152 0.00 J EMFC194 0.00 J

EMFC153 1.94 stuvwxy EMFC197 2.38 mnopqr

EMFC154 0.00 J EMFC199 2.02 grstuvw

EMFC156 0.00 J EMFC200 1.60 BCDEFGH

EMFC157 3.04 fghij EMFC202 0.00 J

EMFC158 0.00 J EMFC203 2.94 ghijk

EMFC159 143 FGHI EMFC204 0.00 J

EMFC160 0.00 J EMFC205 0.00 J

EMFC161 0.00 J EMFC206 6.00 a

EMFC162 0.00 J EMFC207 0.00 J

EMFC163 0.00 J EMFC208 1.89 stuvwxyz

EMFC164 263  jkimn EMFC209 0.00 J

Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

promogao de crescimento de plantas por disponibilizar e facilitar a aquisicao
deste nutriente pelo hospedeiro.

bactérias isoladas da raiz e do solo apresentaram maior IS, enquanto que as

No presente trabalho, observou-se que

A solubilizagdo de fosfato inorgénico € considerada uma forma de



originadas do caule apresentaram o menor IS. Esperava-se que o maior IS fosse
encontrado nas bactérias rizosféricas. No trabalho realizado por Taurian et al.
(2010), os autores também encontraram maiores IS em bactérias oriundas das
raizes do que das outras partes da planta, confirmando os dados encontrados.

O trabalho de Tironi et al. (2009), mostrou que os autores encontraram o
IS maximo de 3,42 para isolados do solo rizosférico de cana-de-agucar, diferente
do encontrado neste trabalho diferindo do encontrado, que variou de 1.2 a 6.5,
€ a maioria dos isolados apresentou indice acima de 2.0.

O hospedeiro também influenciou o IS e a frequéncia bacteriana.
Observa-se que as combinagdes com o porta-enxerto Volkameriano e Swingle
tiveram destaque no IS, enquanto que, na frequéncia de bactérias
solubilizadoras o porta-enxerto 311 se destacou, no entanto, o IS médio foi de
1,5, contra 2,3 do Volkameriano. A combinacgao entre o enxerto e o porta-enxerto
pode ter afetado a populagao.

Andrade et al.(2014) também avaliaram a producdo de substancias
promotoras de crescimento em 40 isolados endofiticos de raizes de bananeira
“‘Prata And”. Dos isolados avaliados, 37% apresentaram capacidade para
solubilizar fosfato, enquanto que neste trabalho observou-se 48% dos isolados,
e com mais da metade destes considerados bons solubilizadores.

O trabalho realizado por Dias et al. (2008) ilustra bem a diferengca da
frequéncia de isolados positivos para a solubilizacdo de P em relagdo ao

hospedeiro e também como isso afeta a solubilizagao de P.

Producao de AIA

Quanto a producédo de AlA, dos 183 isolados avaliados, cerca de 160
isolados apresentaram a capacidade de produzir acido indol acético (AlA) via
dependente de L- triptofano, o que equivale a 86.89% das linhagens bacterianas
avaliadas.

Quanto ao nicho (Figura 19), a rizosfera respondeu com 45.9% das
linhagens positivas para a produgao de AlA. Os nichos caule e raiz apresentaram
valores semelhantes, com 18.03% e 17.49%, respectivamente, e mesmo com
valores semelhantes, apresentaram diferenca estatistica segundo o teste do x?
(p<0,05).
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Figura 19. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de acido indol
aceético dependente de L-triptofano, em relagdo ao nicho do qual foram isoladas.
A analise pelo teste do x*> mostrou que houve influéncia dos nichos (p<0,05).

Ja em relagdo ao gendtipo (Figura 20), SK x BK — 00 destacou-se com
10.93% das linhagens positivas. Seguido dos gendtipos TSKCX x (TR x LCR)
059, com 8.19% e dos Citrandarin Riverside 264 e LCR x TR — 001, ambos com

7.65% cada. O gendtipo menos representativo foi o Sunki Tropical, apresentando
2.18% do isolados.
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Figura 20. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de acido indol
aceético dependente de L-triptofano, em relagao ao nicho do qual foram isoladas.

A analise pelo teste do x*> mostrou que houve influéncia dos gendtipos (p<0,05).

Com relagdo a quantidade de AIA produzido, notou-se que os nichos

rizosfera e caule mostraram maiores quantidades médias de AlA produzido, com
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6.9 ug. mL" e 5.51 yg. mL"! (Figura 21). Folha mostrou-se o nicho com menor

quantidade produzida (1.83 ug. mL™").
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Figura 21. Influéncia do nicho de colonizagédo bacteriana sobre a producao de
AlA, via dependente de triptofano. Letras iguais nao diferem entre si. A analise
pelos testes de Kruskall-Wallis e Wilcoxon mostraram que houve influéncia dos
nichos (p<0,05).

Em relagdo ao gendtipo influenciando a produgcao de AlA, observou-se
que o gendtipo Citrandarin indio 256 destacou-se em relacdo aos demais, com
produgdo média de 11.12 pug. mL-'. Como gendtipo que menos se destacou, o

Sunki Tropical, com producao de AIA médio de 1.5 ug. mL™" (Figura 22).
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Figura 22. Influéncia da combinag&o gendtipo e porta-enxerto sobre a produgéo
de AlA, via dependente de triptofano. Letras iguais nao diferem entre si. A analise
pelos testes de Kruskall-Wallis e Wilcoxon mostraram que houve influéncia dos
nichos (p<0,05).
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A producédo por isolado teve grande variagado (Tabela 9), com grande
destaque para o isolado EMFC132, com produgéo de 82.32 ug. mL™', seguido do
isolado EMFC78, com produgdo de 49.36 ug.mL"'. A produgdo de AIA teve
grande variagdo, observou-se que aproximadamente 82%dos isolados se
encontram na faixa de produg&o que vai até 10.16 uyg. mL™", e dentre estas, cerca

de 65% com produgdes de até 5.9 ug. mL".
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Tabela 9. Média da Quantificagdo da producédo acido indol acético via
dependente de triptofano por bactérias isoladas da rizosfera, e endofiticas de
raiz, caule de folha de 13 gendtipos hibridos de porta enxerto de citros, cultivados na
Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Isolado  AIA (pg.mL?) Isolado  AIA (pg.mL?) Isolado AIA (ug.mL?) Isolado AIA (ug.mL?)
EMFC118 0.15a1 EMFC31 1.31a1 EMFC48 4.29a2 EMFC179 8.15a3
EMFC11 0.16al EMFC126 1.56al EMFC154 4.31a2 EMFC18 8.17a3
EMFC97 0.29a1 EMFC37 1.56al EMFC114 4.3432 EMFC150 8.29a3
EMFC189 0.29a1 EMFC59 1.64al EMFC47 4.37a2 EMFC75 8.3a3
EMFC185 0.29a1 EMFC147 1.72a1 EMFC14 4.38a2 EMFC170 8.37a3
EMFC205 0.3al EMFC169 1.73a1 EMFC45 4.432 EMFC199 8.51a3
EMFC139 0.3al EMFC203 1.8a1 EMFC159 4.413a2 EMFC192 9.16a3
EMFC178 0.37a1 EMFC130 1.81a1 EMFC135 4.4932 EMFC157 9.21a3
EMFC138 0.37a1 EMFC128 1.89a1 EMFC66 4.59a2 EMFC35 9.25a3
EMFC161 0.41a1 EMFC100 1.99a1 EMFC140 4.73a2 EMFC133 9.38a3
EMFC171 0.45a1 EMFC42 1.99a1 EMFC206 4.78a2 EMFC84 9.49a3
EMFC98 0.51a1 EMFC184 2.03a1 EMFC86 4.81a2 EMFC106 9.61a3
EMFC162 0.56a1 EMFC125 2.04a1 EMFC13 4.85a2 EMFC51 10.16a3
EMFC91 0.6al EMFC70 2.09a1 EMFC12 5.08a2 EMFC197 10.87a4
EMFC73 0.63al1 EMFC168 2.12a1 EMFC3 5.13a2 EMFC105 11.23a34
EMFC50 0.64al EMFC34 2.15a1 EMFC194 5.13a2 EMFC87 11.46a4
EMFC167 0.65a1 EMFC109 2.2al EMFC160 5.17a2 EMFC83 11.78a4
EMFC110 0.66al EMFC141 2.22al1 EMFC49 5.19a2 EMFC215 11.82a4
EMFC186 0.67al1 EMFC96 2.22a1 EMFC176 5.22a2 EMFC146 12.25a4
EMFC112 0.7al EMFC119 2.41a1 EMFC142 5.45a2 EMFC62 12.31a34
EMFC103 0.71a1 EMFC182 2.55a2 EMFC137 5.49a2 EMFC32 12.42a4
EMFC117 0.73a1 EMFC40 2.7a2 EMFC27 5.5a2 EMFC124 12.75a4
EMFC200 0.73a1 EMFC17 2.75a2 EMFC144 5.5a2 EMFC43 13.12a4
EMFC158 0.75a1 EMFC16 2.89a2 EMFC56 5.66a2 EMFC177 13.44a34
EMFC99 0.78al EMFC212 2.97a2 EMFC153 5.74a2 EMFC94 13.68a4
EMFC131 0.8al EMFC68 3.03a2 EMFC23 5.91a2 EMFC80 13.81a4
EMFC127 0.82a1 EMFC60 3.08a2 EMFC202 6.18a3 EMFC82 13.92a4
EMFC166 0.87a1 EMFC172 3.26a2 EMFC44 6.24a3 EMFC21 14.01a4
EMFC148 0.87a1 EMFC207 3.28a2 EMFC30 6.37a3 EMFC85 15.2a5
EMFC36 0.97a1 EMFC25 3.29a2 EMFC174 6.53a3 EMFC52 15.45a5
EMFC151 1.01a1 EMFC6 3.33a2 EMFC145 6.68a3 EMFC38 16.84a5
EMFC72 1.04a1 EMFC92 3.35a2 EMFC1 6.8a3 EMFC88 19.14a5
EMFC183 1.05a1 EMFC107 3.54a2 EMFC71 6.84a3 EMFC55 25.82a6
EMFC164 1.07a1 EMFC95 3.56a2 EMFC193 6.88a3 EMFC57 29.14a6
EMFC149 1.1a1 EMFC24 3.6a2 EMFC134 6.97a3 EMFC53 31.93a7
EMFC93 1.17a1 EMFC28 3.77a2 EMFC90 7.28a3 EMFC69 35.2a8
EMFC191 1.18a1 EMFC129 3.8a2 EMFC22 7.29a3 EMFC26 36.99a8
EMFC15 1.23a1 EMFC209 3.89a2 EMFC8 7.34a3 EMFC78 49.36a9
EMFC156 1.26al EMFC10 4.13a2 EMFC208 7.76a3 EMFC132 82.32a10
EMFC181 1.29a1 EMFC136 4.2432 EMFC74 8.07a3

Letras iguais seguidas de nimeros iguais nédo diferem entre si, de acordo com o Kruskall-Wallis (p<0,05). Média de trés

repeticoes.
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As producdes de substancias promotoras do crescimento de plantas
foram identificadas em grande parte dos isolados avaliados, aléem disso, foi
visivel a influéncia tanto do gendtipo quanto do hospedeiro para todas as
variaveis analisadas.

Patten e Glick (1996) afirmam que em torno de 80% das bactérias
rizosféricas apresentam a capacidade de produzir AlA, conforme confirmado
neste trabalho. Apesar de nem todas serem da rizosfera, podemos afirmar a
maioria dos isolados estudados, associados a diferentes nichos de hibridos de
citros tem capacidade para sintetizar AlA, seja em maior ou menor quantidade.

Diante dos resultados, nota-se que a resposta alta da rizosfera para a
producgao de AlA deve-se a presenca de L-triptofano, como uma das substancias
presentes nos exsudados radiculares. Kravchenko et al. (2004) afirmam que o
triptofano excretado pelas raizes pode influenciar na regulagéo da sintese de
auxinas pelas bactérias da rizosfera, onde estas aumentam a quantidade de
auxina tanto quanto grande for a quantidade de triptofano disponibilizada.

Andrade et al.(2014) também avaliaram a produgdo de substancias
promotoras de crescimento em 40 isolados endofiticos de raizes de bananeira
“Prata Ana”. Para a producdo de AIA, encontraram um maximo de 47 pg.mL™",
diferindo dos 82 ug.mL"" encontrados.

E preciso ressalvas quanto a alta producdo de AIA. Isolados que
apresentam altas producdes do mesmo podem vir a inibir o crescimento de
plantas, como no ensaio realizado por Long et al. (2008), onde os autores
observaram a inibicdo no desenvolvimento de raizes de plantulas de Solanum

nigrum quando inoculadas com isolados que produziram de 90 a 150 pg.mL""

Fixacao Biolégica de Nitrogénio

O potencial de fixagao bioldgica de nitrogénio foi avaliado utilizando 4 tipos
diferentes de meio de cultura semissalido livre da fonte nitrogenada, cujos foram:
JMV, NFB, LGI-P e JNFb. Nestes, foi observada a capacidade de formagao da
pelicula especifica, que indica a potencial fixagao de nitrogénio. Dos 183 isolados
avaliados, 68 mostraram a pelicula especifica, em um ou mais meios de cultura,

representando 37,16% dos isolados.
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Dos isolados positivos, cerca de 55.88 % pertencem a rizosfera, seguido
23.53% endofiticas de raiz. O nicho folha respondeu com apenas 1.47% dos
isolados (Figura 23).
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Figura 23. Distribuicdo das linhagens bacterianas de acordo com o nicho de
colonizagdo sobre a potencial fixagdo biologica de nitrogénio atmosférico. A
analise pelo teste do x? mostrou que houve influéncia dos nichos (p<0,05).

A figura 24 mostra a frequéncia de bactérias positivas em relagdo ao
genotipo, mostrando que os gendtipos HTR-69 e o SK x BK-00 foram os que
mostraram maiores frequéncias de bactérias positivas.
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Figura 24. Distribuicdo das linhagens bacterianas de acordo com o genétipo do
hospedeiro sobre a potencial fixagdo biologica de nitrogénio atmosférico. A

analise pelo teste do x? mostrou que houve influéncia dos nichos (p<0,05).

Com relacéo ao crescimento dos nos quatro diferentes meios de cultura

(Figura 25), cerca de 51,47% dos isolados testados se mostraram positivos nos
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meios NFB e LGI-P, e aproximadamente 32% no meio JMV. Os isolados

inoculados no JNFb tiveram uma menor frequéncia de positivas.
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Figura 25. Distribuicdo das linhagens bacterianas positivas para a fixagédo

bioldgica de nitrogénio, de acordo com o meio de cultura.

A tabela 10 mostra os isolados que foram positivos para cada meio de
cultura testado. Notou-se que apenas 3 isolados conseguiram mostrar a pelicula
indicadora da fixacdo nos 4 meios, o EMFC177, EMFC192 e EMFC215. E 4
isolados foram positivos para 3 meios, o EMFC75, EMFC145, EMFC184 e
EMFC206, todos para os meios NFB, LGI-P e JMV. Aproximadamente 70% dos
isolados positivos sé apresentaram a pelicula de fixagcdo em um tipo de meio.

A frequéncia relativa de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogénio
no nicho solo reflete a maior disponibilidade de fontes de N disponiveis para a
imobilizagado e posterior mobilizagdo, como restos culturais. Além disso, o solo &
mais rico em Fe, Mo e V, cofatores do funcionamento da nitrogenase, a presenca
em maior quantidade destes pode estimular seu funcionamento (Kuklinsky-
Sobral et al., 2004; Trivedi et al., 2011).

A fixagao bioldgica de nitrogénio in vitro € geralmente caracterizada pela
formagao da pelicula indicadora em meio semissolido livre de nitrogénio. Foram
utilizados meios de cultura JMV, NFB. JNFb e LGI-P, que, incialmente seriam
considerados seletivos ou semi seletivos para o desenvolvimento de bactérias
diazotroficas especificas, como o JNFb seria especifico para Herbaspirillum spp,;
o NFB para Azospirillum spp, o LGI-P para Gluconacetobacter sp e o JMV para
Burkholderia brasilensis (Dobereiner et al., 1999). Ja Videira et al. (2007)
mostrou que os mesmo géneros bacterianos citados podem ser desenvolver em

mais de um meio.
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Tabela 10. Distribuicdo dos isolados positivos para formagao da pelicula de
indicagao de fixagao de nitrogénio, cultivadas em quatro tipos de meio de cultura

semissolido livre de nitrogénio

Isolado NFB LGI-P JNFb JMV Isolado NFB LGI-P JNFb JMV

EMFCO02 - - - + EMFC95 - - - +
EMFCO05 - + - - EMFC103 - - - +
EMFCO06 - + - - EMFC106 + - - -
EMFC09 - - + EMFC108 - + - -
EMFC11 - - + EMFC124 + - + -
EMFC12 - - - + EMFC132 + - - -
EMFC13 - + - + EMFC134 - + - -
EMFC14 - + - + EMFC135 - + - -
EMFC15 - - - + EMFC136 + - - -
EMFC18 + - - - EMFC144 - + - -
EMFC21 + + - - EMFC145 - + - -
EMFC22 - + + - EMFC146 - + + -
EMFC23 - + - - EMFC147* + + - +
EMFC27 - + - - EMFC148 + - - -
EMFC32 - - - + EMFC150 - + - -
EMFC34 + - - - EMFC151 - + - -
EMFC35 + - - - EMFC154 + - - -
EMFC36 + - - EMFC157 - + - +
EMFC38 - + - - EMFC172 + - - -
EMFC42 + - - - EMFC174 + - - -
EMFC43 + - + - EMFC177** + + + +
EMFC44 + - - - EMFC178 + - - -
EMFC47 + + - - EMFC181 + - - -
EMFC48 + - - - EMFC182 + - - -
EMFC49 + - - - EMFC183 - + - +
EMFC53 + - - - EMFC184* + + - +
EMFC66 - + - - EMFC192** + + + +
EMFC69 - - + + EMFC197 + - + -
EMFC71 + - - - EMFC199 + - - -
EMFC74 - + - + EMFC200 - + - -
EMFC75* + - EMFC206* + + - +
EMFC82 + - - - EMFC207 - + + -
EMFC87 - + - - EMFC208 + + - -
EMFC93 - + - - EMFC215** + + + +

* Isolados positivos para 3 meios (NFB, LGI-P e JMV);
**|solados positivos para os 4 meios estudados (NFB, LGI-P, JNFb e JMV).

No presente trabalho, tivemos isolados capazes de se desenvolver e
mostrar a pelicula fixadora nos 4 tipos diferentes de meios. Kuklinsky-Sobral et
al.(2004) avaliaram a possivel capacidade de fixagdo de nitrogénio por bactérias
endofiticas de soja, os autores observaram que 60% dos isolados avaliados
foram capazes de mostrar a pelicula indicadora em meio NFB, enquanto que no
presente trabalho, apenas 51,7% dos isolados apresentaram esta capacidade.

Trivedi et al. (2011) estudou 33 isolados de raizes de Citrus sp, cultivar

“Valéncia”. Dos 33 isolados avaliados, apenas 1 nao mostrou potencial
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capacidade para a fixagao de N, em meio BAz semissélido. Enquanto que no
presente trabalho, apenas 68 foram positivos.

Producao de Sideréforos

Com relacéo a producao de sideroforos, dos 183 isolados avaliados, 68
isolados foram positivos, mostrando o halo de coloragao amarelo alaranjado ao
redor da colbnia, o que representa 37,16% das linhagens avaliadas. A rizosfera

mais uma vez foi responsavel por aproximadamente 60% das linhagens

positivas, seguido por raiz (Figura 26).
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Figura 26. Distribuicado das linhagens bacterianas de acordo com o nicho de
colonizacao sobre a producéao de siderdforos. A analise pelo teste do x? mostrou
que houve influéncia dos nichos (p<0,05).

A Figura 27 mostra a influéncia dos gendétipos sobre as linhagens
positivas. Percebemos que os gendtipos Citrandarin San Diego 314, LRF x (LCR
x TR) 005, SK x BK — 00 mostraram as maiores frequéncias, com valores de
11.74% das bactérias positivas. Os geno6tipos Sunki Tropical e Sunki Maravilha

foram os que apresentaram as menores frequéncias, contribuindo com 1.47% e
2.94 % respectivamente.
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Figura 27. Distribuicdo das linhagens bacterianas de acordo com gendtipo
hospedeiro sobre a producao de sideréforos. A analise pelo teste do x? mostrou

que houve influéncia dos gendétipos (p<0,05).

A Tabela 9 mostra quais isolados foram positivos ou negativos em relagao
a producéo de sideroéforos.

Observa-se que mais uma vez a rizosfera se sobressai com relagao aos
outros nichos, devido a maior disponibilidade de nutrientes organicos e minerais
neste nicho, decrescendo em diregdo ao nicho folha. Trabalhos como o de
Beneduzi et al. (2008), mostrou que apenas 15% dos 311 isolados foram
positivos para a produgao de sideroforos, enquanto que no presente trabalho,
encontrou-se aproximadamente 38%.

O tipo de solo pode influenciar a comunidade bacteriana, incluindo os
produtores de sideréforos. Solos ricos em Fe, podem influenciar a producéo de
sider6foros para aumentar a disponibilizagcdo deste para as bactérias e
consequentemente para as plantas.

A producdo de sideroforos pelas esta associada a capacidade de
disponibilizagado de nutrientes para o hospedeiro, ao antagonismo a patégenos
e a propria fixagao biolégica de nitrogénio, que utiliza o Fe como cofator para a
enzima nitrogenase (Beneduzi et al., 2012; Kraepiel et al., 2009) .
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Tabela 11. Distribuicdo dos isolados positivos producdo de sideroforos

cultivadas em meio CAS sdlido .

Isolado Sid Isolado Sid Isolado Sid Isolado Sid Isolado Sid

EMFCO01 - EMFC43 + EMFC90 + EMFC131 - EMFC169 -
EMFCO02 - EMFC44 + EMFC91 + EMFC132 + EMFC170 -
EMFCO03 - EMFC45 - EMFC92 + EMFC133 + EMFC171 +
EMFCO05 - EMFC47 - EMFC93 + EMFC134 - EMFC172 +
EMFCO06 + EMFC48 - EMFC94 + EMFC135 - EMFC174 +
EMFCO07 - EMFC49 - EMFC95 - EMFC136 - EMFC176 +
EMFCO08 - EMFC50 + EMFC96 - EMFC137 - EMFC177 -
EMFC09 - EMFC51 - EMFC97 - EMFC138 - EMFC178 -
EMFC10 + EMFC52 - EMFC98 - EMFC139 + EMFC179 -
EMFC11 - EMFC53 - EMFC99 - EMFC140 + EMFC180 -
EMFC12 + EMFC55 - EMFC100 - EMFC141 - EMFC181 -
EMFC13 + EMFC56 - EMFC101 - EMFC142 - EMFC182 +
EMFC14 + EMFC57 + EMFC103 + EMFC143 - EMFC183 +
EMFC15 + EMFC58 + EMFC105 + EMFC144 - EMFC184 +
EMFC16 - EMFC59 - EMFC106 - EMFC145 + EMFC185 +
EMFC17 - EMFC60 - EMFC107 - EMFC146 - EMFC186 -
EMFC18 - EMFC62 + EMFC108 + EMFC147 - EMFC189 -
EMFC21 - EMFC66 + EMFC109 + EMFC148 - EMFC191 -
EMFC22 + EMFC67 - EMFC110 + EMFC149 - EMFC192 -
EMFC23 + EMFC68 - EMFC111 - EMFC150 - EMFC193 +
EMFC24 + EMFC69 + EMFC112 - EMFC151 - EMFC194 -
EMFC25 - EMFC70 + EMFC114 - EMFC152 - EMFC197 -
EMFC26 - EMFC71 - EMFC115 - EMFC153 - EMFC199 -
EMFC27 - EMFC72 - EMFC116 - EMFC154 - EMFC200 -
EMFC28 + EMFC73 + EMFC117 + EMFC156 - EMFC202 -
EMFC30 - EMFC74 + EMFC118 - EMFC157 - EMFC203 +
EMFC31 + EMFC75 + EMFC119 - EMFC158 - EMFC204 -
EMFC32 - EMFC77 + EMFC120 - EMFC159 - EMFC205 -
EMFC33 - EMFC78 - EMFC122 + EMFC160 - EMFC206 +
EMFC34 - EMFC80 + EMFC123 + EMFC161 + EMFC207 -
EMFC35 - EMFC82 - EMFC124 - EMFC162 - EMFC208 +
EMFC36 + EMFC83 + EMFC125 - EMFC163 - EMFC209 -
EMFC37 - EMFC84 + EMFC126 - EMFC164 + EMFC212 -
EMFC38 - EMFC85 + EMFC127 - EMFC165 - EMFC214 +
EMFC40 - EMFC86 - EMFC128 - EMFC166 - EMFC215 -
EMFC41 - EMFC87 + EMFC129 - EMFC167 +

EMFC42 + EMFC88 + EMFC130 + EMFC168 +

Sid: Sideroforo.
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4.4 Caracterizacdo Molecular

Dos 183 isolados avaliados, apenas 128 foram utilizados para a analise
da variabilidade genética por BOX-PCR, pois nao foi possivel conseguir extrair
DNA viavel em tempo habil para o trabalho. Foi utilizada a linhagem CMPC 71,
identificada como Burkholderia cepacia, como testemunha, por ter perfil genético
conhecido. Foram visualizados perfis de banda que variaram de 8000 a 300 pb.
De posse dos dados, foi construido um dendrograma de similaridade a partir dos
dados gerados pela amplificagdo do primer BOX-A1R (figura 29).

A analise indicou grande variabilidade entre os perfis de banda dos
isolados gerados pelo BOX-PCR. A maior a maior parte dos agrupamentos se
diferengou quando observado a 70% de similaridade. A excecgao ficou por conta
dos isolados EMFC 144 e EMFC145, também entre os isolados EMFC186 e
EMFC200, que apresentaram similaridade genética acima de 90%. E entre 60 e
70% de similaridade, encontrou-se agrupamento entre os isolados EMFC182 e
a testemunha Burkholderia cepacia (C71) e entre os isolados EMFC114 e 34.

Os isolados EMFC144 e EMFC145 foram isolados do caule do gendtipo
TSKC x CTSW - 028, enquanto que os isolados EMFC186 e EMFC200 foram
isolados do nicho raiz dos gendtipos TSKCX x (TR x LCR) 059 e Citrandarin San
Diego 314. O isolado que agrupou com a testemunha, o EMFC71 foi isolado
também de raiz do genétipo HTR — 051. Ja o isolado EMFC 114 foi isolado como
endofitico de folhas do gendtipo LCR x TR — 001, enquanto que o isolado
EMFC34 foi obtido de folhas do gendtipo HTR — 051.

A grande diversidade genotipica encontrada entre os isolados de citros
reflete as diferengas do nicho de isolamento e dos gendtipos. No trabalho de Li
et al. (2010), trabalharam com endofiticas de raizes de algoddo e também
encontraram alta variabilidade genética entre os isolados, no entanto, diferente
deste trabalho, os autores conseguiram agrupar trés grandes grupos baseados
em 85% de similaridade, enquanto que neste trabalho, tal feito ndo seria possivel
devido a grande variabilidade apresentada.

Afirma- se que o BOX-PCR tem capacidade de diferenciar perfis genéticos
bacterianos entre diferentes grupos e dentro dos préprios grupos, chegando a
nivel de diferenciacdo em espécie. Para confirmar isso, temos o estudo realizado

por Marques et al. (2008), que estudaram 120 linhagens de Pseudomonas

77



syringae, e P.Viridiflava , observaram que os perfis genotipicos dos mesmos,
quando agrupados, se diferenciavam e nivel de espécie.

Diante do exposto, foi possivel observar o comportamento e compreender
de uma melhor forma os processos entre hospedeiro e comunidade microbiana.
Existe uma grande diversidade e consequentemente um grande potencial
biotecnoldgico a ser acessado e utilizado.

A associagdo de bactérias com hibridos de citros tem sido pouco
abordada na literatura, e este trabalho deixa abertas novas possibilidades
desenvolvimento de estudos, ja que demonstraram grande potencial de serem

promotoras do crescimento de plantas.
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Figura 28. Dendrograma de similaridade mostrando o agrupamento das linhagens bacterianas associadas a plantas hibridas
de citros, com base nas sequéncias obtidas pelo primer BOX A1R, através do coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average), com bootstrap de 1.000 vezes. Os numeros nos nds em questao

indicam a porcentagem de vezes que 0 grupo permaneceu N0 CONSENSO.
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5. CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que:
A combinagdo genotipo e porta enxerto e os nichos de isolamento
influenciaram diretamente o comportamento das bactérias associadas a
estes.
As bactérias isoladas da rizosfera e endofiticas de citros apresentam
grande potencial para a producao de amilases, celulases e pectinases.
Bactérias isoladas de citros apresentaram altos indices de solubilizagao
de P inorganico in vitro.
A maioria dos isolados bacterianos foram eficientes em produzir AlA,;
Os isolados de citros foram positivos para fixagao biolégica de nitrogénio
e para produgao de sideroforos.
As bactérias associadas a plantas hibridas de citros apresentam alta
variabilidade genética.
Isolados bacterianos associados a Citrus sp. apresentam potencial para
se tornarem inoculantes na cultura, possuindo as caracteristicas

necessarias para tanto.
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