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RIZOBACTERIAS PRODUTORAS
DE PROMOTORES DO CRESCIMENTO DE PLANTAS!

Daniel Diego Costa Carvalho?, Denilson Ferreira Oliveira®, Moacir Pasqual®, Vicente Paulo Campos?

ABSTRACT

PLANT GROWTH PROMOTER
PRODUCING RHIZOBACTERIA

In order to select microorganisms able to produce plant
growth promoters, previously isolated rhizobacteria were grown
in a liquid medium. After cell removal by centrifugation, the liquid
phases were freeze-dried and extracted with ethyl acetate. Once
concentrated under vacuum, the extracts were dissolved in 6 mL of
a sucrose solution and submitted to an assay with wheat (Triticum
aestivum L.) coleoptiles. Among the rhizobacteria used in this
work, one strain of Bacillus cereus Frankland and Frankland and
Bacillus megaterium of Bary, and two strains of Bacillus pumillus
Meyer and Gottheil promoted coleoptile growth.

RESUMO

Com vistas a selecionar microorganismos produtores de
promotores do crescimento de plantas, rizobactérias, previamente
isoladas e identificadas, foram cultivadas, em meio liquido de
cultura. Apds remogao das células, por centrifugacdo, as fases
liquidas foram liofilizadas e extraidas com acetato de etila.
Os extratos foram concentrados sob vacuo e solubilizados em
6 mL de solucdo de sacarose, para serem submetidos a testes
com coleoptilos de trigo (7riticum aestivum L.). Dentre as
rizobactérias estudadas, observou-se que uma estirpe de Bacillus
cereus Frankland e Frankland e Bacillus megaterium de Bary,
e duas estirpes de Bacillus pumillus Meyer e Gottheil foram
capazes de promover o crescimento dos coleoptilos.

KEY-WORDS: Bacillus; Triticum aestivum; tissue culture.

INTRODUCAO

As rizobactérias promotoras do crescimen-
to de plantas (Kloepper et al. 1989) podem atuar,
indiretamente, pela supressdo de doengas e, direta-
mente, pela producdo ou alteracdo da concentragdo
de fitormonios, fixacdo de nitrogénio, solubilizacao
de fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo,
oxidagdo do enxofre, aumento da permeabilidade
das raizes e producgao de sider6foros (Mariano
& Kloepper 2000). Para exemplificar, pode-se
mencionar o Azotobacter chroococum Beijerinck,
que acarreta aumento médio de 10%, na produ¢do
de 50% a 70% das lavouras de soja, nas quais tal
microorganismo ¢ aplicado (Mishustin & Naumova
1962, Mishustin 1963).

Quanto a produgdo de fitormonios, ja se sabe
que as rizobactérias sao capazes de sintetizar substan-
cias como as giberelinas e acido indolacético (AIA)

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus; Triticum aestivum; cultura de
tecidos.

in vitro e na rizosfera de plantas (Freitas & Germida
1992), como ¢ o caso de Pseudomonas spp. emraiz de
milho (Pan et al. 1999). Sabe-se, também, que estas
bactérias podem produzir citocininas (Buchenauer
1998). De forma analoga, rizobactérias dos géne-
ros Bacillus e Serratia tém sido incluidas entre as
produtoras de fitormonios (Srinivasan et al. 1996,
Buchenauer 1998).

Apesar de haver um nimero significativo
de pesquisas sobre a utilizagdo de rizobacté-
rias na agricultura, ha poucos trabalhos sobre o
emprego dos metabdlitos produzidos por esses
microorganismos. Em decorréncia, buscou-se, no
presente estudo, selecionar rizobactérias capazes
de produzir as referidas substancias, a fim de
serem empregadas no desenvolvimento de novas
metodologias, para a promogao do crescimento de
plantas agricultaveis, no campo ou na producdo
de mudas in vitro.
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MATERIAL E METODOS

As 20 estirpes rizobacterianas usadas neste
trabalho foram, previamente, isoladas, por Coimbra
(1998), de raizes de capim braquidria (Brachiaria
sp.), pimentdao (Capsicum annuum L.) cafeeiro
(Coffea arabica L.), crotalaria (Crotalaria sp.),
quiabo (Hibiscus esculentus L.), mamona (Ricinus
communis L.), tomateiro (Solanum esculentum Mill.),
capuxinha (Trapaeolum majus L.) e milho (Zea mays
L.). As estirpes bacterianas foram cultivadas em
meio tryptic soy agar (TSA - Merck KgaA), durante
dois dias, a 28°C, e transferidas para o meio liquido
tryptic soy broth (TSB - Isofar Industria e Comércio
de Produtos Quimicos). Apds 10 dias, a 28°C, sob
agitagao constante (100 rpm), as células bacteria-
nas foram removidas do meio, por centrifugacao, a
10.000 g, por 15 minutos, e 3 mL dos sobrenadantes
foram concentrados sob vacuo. Os residuos obtidos
foram agitados com 12 mL de acetato de etila (AcO-
Et) e filtrados em algoddo, dando origem a solugdes
que foram concentradas sob vacuo, gerando novos
residuos. Estes foram dissolvidos em 6 mL de solu-
¢éo aquosa de sacarose, a 2% (g mL™!), tamponada a
pH 5,0 com K HPO, (1,794 g mL") e 4cido citrico
mono-hidratado (1,019 g mL!) (Nitsch & Nitsch
1996), para serem empregados nos testes.

Sementes de trigo (Triticum aestivum L.), da
variedade BRS-49, foram semeadas em areia auto-
clavada umedecida e, ap6s 3 dias na auséncia de luz,
as plantulas estioladas tiveram os 2 mm apicais cor-
tados e descartados, aproveitando-se, para o teste, 0s
coleoptilos, que correspondiam aos 4 mm seguintes.
Os coleoptilos foram distribuidos em tubos de en-
saio, contendo 2 mL das solugdes a serem avaliadas,
provenientes das dissolugdes das fragdes organicas,
em solucdo de sacarose, a 2%. Empregaram-se trés
repetigdes, sendo que, em cada tubo, havia 5 cole-
optilos. Como controle negativo, empregou-se TSB
apos liofilizacdo, extracdo com AcOEt e dissolugao
em solucdo tamponada de sacarose. Como controle
positivo, empregou-se o acido (2,4-diclorofenoxi)
acético (2,4-D), a 1,5 mg L' (Carvalho et al. 2008).
Os tubos foram mantidos no escuro, a 25 + 2°C, em
sala de crescimento vegetativo, por 20 horas. Em
seguida, os coleoptilos foram retirados dos tubos e
dispostos lado a lado, sobre superficie preta, para
serem fotografados com camera digital. As imagens
obtidas foram ampliadas (3,28 vezes) e impressas,
para que as medigdes dos coledptilos fossem rea-

lizadas com uma régua. Uma vez fotografados, os
coleoptilos foram liofilizados e pesados em balanga
analitica. Para a realizagdo dos calculos estatisticos,
empregaram-se os valores médios de massa seca
de coledptilo por tubo, enquanto, para a variavel
comprimento, o valor medido para cada coleodptilo
correspondeu a uma repeticdo. Todos os valores
foram convertidos em percentagem, em relagao as
médias obtidas para TSB, para serem, separadamente,
submetidos a analise de variancia (Anava) e ao teste
Scott-Knott (1974), a 5% de probabilidade, no pro-
grama Sisvar (Ferreira 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 20 estirpes estudadas (Tabela 1),
observou-se que apenas os metabolitos de B. pumillus
(85-17 e 83-21) e B. megaterium (55-16) acarretaram
aumento da massa do coleodptilo, em relagdo ao meio de
cultura TSB. Entretanto, para esse parametro, nenhuma
das estirpes mencionadas foi capaz de gerar valores su-
periores aos obtidos com 2,4-D, que é um promotor de
crescimento usualmente empregado na cultura de teci-
dos vegetais. Quanto aos comprimentos dos coleoptilos
(Tabela 1), verificou-se que os metabolitos produzidos,
B. cereus (56-12), B. pumillus (84-31 e 83-21) e B.
megaterium (55-16), acarretaram a obtengao de valores
maiores que o obtido com TSB e com 2,4-D.

Para B. megaterium, o resultado obtido neste
estudo esta em conformidade com o trabalho descrito
por Lopez-Bucio et al. (2007), os quais observaram
este microorganismo promovendo o crescimento € o
desenvolvimento de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Chakraborty
et al. (2006) também verificaram que esta bactéria
promove o crescimento de Aspalathus linearis (N.
L. Burm.) R. Dahlgr.

Em relacdo a B. megaterium, Karadeniz et al.
(2006) observaram que esta bactéria pode produzir
acido giberélico, AIA e zeatina, que, em concentra-
¢oes adequadas, podem promover o crescimento de
plantas. De forma analoga, sabe-se que B. pumillus é
capaz de promover o crescimento de plantas (Zhang et
al. 2001, Joo et al. 2004), o que talvez seja decorrente
da sua capacidade de produzir giberelinas (Joo et al.
2005) e AIA (Kang et al. 2006).

Quanto a B. cereus, ¢ conhecida a sua capa-
cidade de produzir acido giberélico, AIA, zeatina
(Karadeniz et al. 2006) e giberelinas (Joo et al. 2005).
Além disso, Tilak et al. (2006) confirmaram o envol-
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Tabela 1. Comprimento e massa da matéria seca de coledptilos de trigo, expostos aos metabolitos produzidos por bactérias isoladas

das rizosferas de plantas.

Planta Rizobactéria Comprimento'? Massa'?
%
Brachiaria sp. Bacillus pumillus (84-20) 91,8 ¢ 92,7 ¢
Brachiaria sp. Kluyvera cryocrescens (84-26) 93,5¢ 929c¢
Brachiaria sp. Stenotrophomonas maltophilia (84-23) 95,7d 94,5 ¢
Brachiaria sp. Kluyvera cryocrescens (84-24) 101,5d 100,0 ¢
Brachiaria sp. Bacillus pumillus (84-31) 1184 f 101,9 ¢
Capsicum annuum L. Bacillus pumillus (84-29) 74,8 a 72,5a
Capsicum annuum L. Bacillus pumillus (84-28) 75,7 a 679 a
Capsicum annuum L. Bacillus megaterium (58-09) 83,9b 63,6 a
Capsicum annuum L. Bacillus pumillus (85-19) 95,8d 93,5¢
Coffea arabica L. Bacillus pumillus (55-28) 89,9 ¢ 92,8 ¢
Coffea arabica L. Kluyvera cryocrescens (56-02) 103,3d 96,4 c
Crotalaria sp. Bacillus pumillus (85-17) 98,6 d 108,3d
Hibiscus esculentus L. Bacillus megaterium (55-16) 126,3 g 116,2d
Ricinus communis L. Bacillus cereus (56-12) 117,8 f 91,8 ¢
Solanum esculentum Mill. Bacillus pumillus (56-28) 88,0 ¢ 96,9 ¢
Solanum esculentum Mill. Bacillus pumillus (83-28) 919 ¢ 78,9 b
Solanum esculentum Mill. Bacillus pumillus (85-14) 93,2 ¢ 86,6 b
Solanum esculentum Mill. Bacillus pumillus (55-08) 96,7 d 99,4 ¢
Trapaeolum majus L. Bacillus pumillus (55-26) 76,6 a 86,3 b
Zea mays L. Bacillus pumillus (83-21) 1234 ¢ 112,7d
TSB? 100,0 d 100,0 ¢
2.4-D¢ 1093 ¢ 130,5¢
Coeficiente de Variagao 9,12 % 8,55 %

!'Valores seguidos pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem, estatisticamente,
tratamento com TSB; * Apos liofilizagdo e extragdo; 1,5 mg L.

vimento de B. cereus na promocgao do crescimento
de Cajanus cajan (L.) Millsp., enquanto Bullied et
al. (2002) verificaram que esta bactéria promove o
crescimento de soja, tanto na presenga quanto na
auséncia de Rhizobium sp.

CONCLUSAO

Em vista dos resultados apresentados, pode-se
concluir que, quando cultivadas em meio TSB, as
rizobactérias B. cereus (56-12), B. pumillus (83-21
e 84-31) e B. megaterium (55-16) produzem subs-
tancias promotoras do crescimento de coleoptilo de
trigo. Logo, apresentam potencial para serem empre-
gadas no desenvolvimento de novos produtos para a
promocado do crescimento de plantas.
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