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Apresentacao

Dentre os grupos de microrganismos com potencial para
utilizacao na agricultura encontram-se aqueles associados

a promocao de crescimento de plantas. O estudo desses
microrganismos vem merecendo destaque nos ultimos anos
em razao da grande demanda por tecnologias sustentaveis,
podendo reduzir os custos de producao, aumentando

a produtividade e a rentabilidade do agronegocio. Esse
documento aborda os varios aspectos da participacao de
bactérias e fungos nos processos de promocao de crescimento
de plantas, com destaque para a aquisicao de nutrientes,
producao de fito-hormdnios e controle bioldgico.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe-Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Introducao

Os microrganismos podem interagir de diferentes formas
com as plantas, funcionando coletivamente como um
microbioma. Podem colonizar virtualmente todos os tecidos
internos das plantas, a superficie das folhas (filosfera) e os trés
compartimentos da raiz separadamente: rizosfera, rizoplano

e endosfera. O efeito da interacao planta-microrganismo

pode ser benéfico para a planta hospedeira, auxiliando no

seu desenvolvimento, ou tornar-se prejudicial quando o
microrganismo parasita a planta levando a diminuig¢ao do

seu crescimento ou a morte. Em ambos os casos, mostra-se
importante o estudo dos grupos microbianos que se associam
com as plantas visando compreender esta interacao para
estimular aqueles que auxiliam no desenvolvimento vegetal,
bem como estabelecer formas de controle dos fitopatégenos
(MENDES et al., 2013).

O papel benéfico da comunidade microbiana na promogao do
crescimento das plantas pode ocorrer de inumeras formas, por
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exemplo, atuando na mobilizacao e transporte de nutrientes
para a planta pela fixagao de nitrogénio e solubilizacao/
mineralizacao de fosforo, aumento da area de absorcao das
raizes, produgao de fito-hormonios e de compostos organicos
volateis que estimulam o desenvolvimento vegetal e protecao
das plantas contra patéogenos. Além disso, a comunidade
microbiana pode auxiliar na tolerancia a alta salinidade e a
seca que interferem no desenvolvimento e produtividade das
plantas (CASTIGLIONI et al., 2008; ZHANG et al., 2008). Dentro
deste grupo conhecido como microrganismos promotores

de crescimento de plantas (MPCP) destacam-se bactérias
gram-negativas dos géneros Azospirillum, Gluconacetobacter,
Pseudomonas e Rhizobium, embora alguns géneros gram-
positivos, como Bacillus e Paenibacillus também sejam
conhecidos. Algumas caracteristicas como motilidade,
quimotaxia, crescimento, aderéncia e resisténcia a estresses
contribuem para a sobrevivéncia desses microrganismos

na rizosfera e sucesso na colonizacao dos tecidos internos
das plantas. As plantas, por sua vez, transferem para os
microrganismos, além de carbono e aminoacidos que atuam
na nutricao microbiana, metabdlitos secundarios, como
alguns flavonoides especificos que podem influenciar a
composicao e atividade microbianas (MOE, 2013; WESTON,;
MATHESIUS, 2013; BERG et al., 2014). O conhecimento e a
manipulacao do microbioma das plantas podem configurar um
recurso biotecnologico alinhado aos interesses de diminuicao
dos custos de producao e aumento da sustentabilidade

na agricultura, como por exemplo, a inoculacao de
microrganismos com capacidade de promover o crescimento
vegetal ou microrganismos que atuam como agentes de
controle biologico de pragas e doencas (MENDES et al., 2013).
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Microrganismos da Rizosfera e
Endofiticos de Milho

Microrganismos da Rizosfera de Milho

O milho (Zea mays L.) é uma das mais importantes culturas
produtoras de graos no mundo, sendo sua comunidade
bacteriana intensivamente investigada por uma série de
estratégias, tendo como objetivo melhorar sua produtividade
e resisténcia a estresses bioticos e abioticos. A rizosfera do
milho, regiao intimamente ligada a raiz onde as propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas do solo sao influenciadas

pela planta, exerce grande influéncia sobre a comunidade
bacteriana, sendo ricamente povoada por microrganismos,
principalmente quando comparada com a regiao nao
rizosférica. Contudo, a diminui¢ao da riqueza de bactérias na
regiao da rizosfera também tem sido reportada (UROZ et al.,
2010; PEIFFER et al., 2013), demonstrando que pode ocorrer

uma selecao pela planta de grupos de bactérias na colonizacao

do entorno das raizes. E uma regiao onde ocorre deposito de
mucilagem e exsudados liberados pelas raizes, como acidos
organicos, agucares, compostos aromaticos, acidos graxos,
vitaminas, fatores de crescimento, hormoénios, enzimas, além
de células mortas, o que facilita o crescimento e a diversidade

da microbiota (BERTIN et al., 2003; BAIS et al., 2006; PEIFFER et

al., 2013; JOHNSTON-MONJE et al., 2016).

A maioria dos trabalhos mostra a predominancia do filo

Proteobacteria na rizosfera de milho, principalmente as classes

a-, B-, and y-Proteobacteria (CHAUHAN et al., 2011; PEIFFER et
al., 2013; TURNER et al., 2013; JOHNSTON-MONJE et al., 2016).

Os géneros Burkholderia, Pantoea, Enterobacter, Pseudomonas,

9
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Massilia, Sphingobium, Sphingomonas, Agrobacterium,
Rhizobium, Bradyrhizobium, e Ochrobactrum sao mais
comumente encontrados na rizosfera de milho, porém muitos
deles podem também ser endofiticos (JOHNSTON-MONJE et
al., 2016).

Microrganismos Endofiticos de Milho

Microrganismos endofiticos vivem, pelo menos uma parte

do ciclo de vida, dentro dos tecidos das plantas, como folhas,
raizes ou caules, podendo ter um efeito direto na produtividade
e no crescimento dos hospedeiros, uma vez que existe contato
muito préximo com a planta (JOHNSTON-MONJE; RAIZADA,
2011). Geralmente nao sao patogénicos para as plantas,

mas podem incluir patdogenos latentes que, dependendo

das circunstancias ambientais, podem causar doengas.
Endofiticos podem ser considerados uma subpopulacao

dos microrganismos rizosféricos, apresentando também
algumas caracteristicas distintas, sugerindo que nem todos os
microrganismos rizosféricos podem entrar nas plantas ou que,
uma vez dentro da planta, podem alterar seu metabolismo e se
adaptarem ao ambiente interno.

O processo de aquisicao da microbiota endofitica da raiz
ocorre em duas etapas: os exsudados da raiz, representando
uma mistura complexa de compostos organicos que sao
secretados, promovendo um enriquecimento geral da rizosfera,
seguido por uma diferenciacao direcionada pelo genétipo que
seleciona e dirige os microrganismos para o interior da raiz
(EDWARDS et al., 2015). Dentro da planta, os microrganismos
endofiticos podem colonizar o apoplasto, incluindo os espacos
intercelulares das paredes celulares e vasos dos xilemas das
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raizes, caules e folhas. Tipicamente, maior numero de bactérias
endofiticas estao presentes nas raizes quando comparado

com as partes aéreas das plantas, sugerindo as raizes como

o principal ponto de entrada de potenciais endofiticos do

solo para as plantas hospedeiras (MILIUTE et al., 2015). A
bactérias podem entrar no tecido da planta através de sitios de
emergéncia de raizes laterais, lesoes, aberturas naturais como
estdmatos e radiculas em germinacao. Dentro da raiz, apesar
de migrarem para a parte aérea provavelmente via vasos do
xilema através do fluxo de transpiracao, este movimento é
limitado. Embora sejam adaptadas a vida dentro das plantas,
varios relatos indicam que a estrutura das comunidades

de bactérias endofiticas pode ser influenciada por fatores
abidticos e bidticos, tais como condicoes ambientais, interacoes
entre microrganismos ou entre microrganismos e plantas ou
diferentes praticas agricolas (SEGHERS et al., 2004; RYAN et al.,
2008).

De um modo geral, as espécies de bactérias endofiticas
comumente presentes em milho pertencem aa, B e
y-Proteobacteria, sendo o ultimo grupo dominante e com
maior diversidade, embora Bacteroidetes, Actinomycetes e
Firmicutes sejam também comumente observados. Dentre

as Proteobactérias, destacam-se espécies de Rhizobium,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas e
Flavobacterium, além de Bacillus que pertence ao grupo dos
Firmicutes (SEGHERS et al., 2004; RAI et al., 2007; PEREIRA et
al., 2011; PEIFFER et al., 2013; PHILIPPQOT et al., 2013).
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Microrganismos Promotores do
Crescimento de Plantas (MPCP)

Aquisicao de Nutrientes

Nitrogénio (N) e fosforo (P) sao alguns dos mais importantes
macronutrientes requeridos no crescimento das plantas. Em
geral, como os solos tropicais sdo naturalmente pobres em
espécies quimicas de N e P prontamente disponiveis para a
absorcao pelas raizes (TILMAN et al., 2002), os sistemas de
producao sao altamente dependentes de fertilizantes quimicos,
especialmente nitrogenados e fosfatados. Essa adubacao
constitui a maior parcela dos custos de producao de culturas de
graos como o milho, podendo ainda impactar negativamente

o meio ambiente (NOVAIS; SMYTH, 1999). Dessa forma,
microrganismos sao alternativas atrativas para varios processos
biotecnoldgicos visando aumentar a disponibilidade de
nutrientes no solo e consequente substituicao parcial ou total
de insumos quimicos.

Bactérias Fixadoras de N

A fixacao biolégica de N (FBN) é realizada por alguns
microrganismos por meio da conversao da molécula de N,
gasoso em espécies quimicas nitrogenadas que podem ser
prontamente utilizadas pelas plantas (NUNES et al., 2003).
As bactérias fixadoras de N, chamadas de diazotroficas, sao
encontradas na natureza na forma de vida livre, associadas
a gramineas ou em associagao simbidtica com plantas,
principalmente leguminosas, sendo amplamente distribuidas
no solo (DIDONET et al., 2000). No caso das leguminosas,
0 género mais estudado é o Rhizobium, que sao bactérias
que se associam em simbiose mutualistica com as raizes
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com formacao de nédulos. As bactérias mais estudadas em
gramineas sao do género Azospirillum e podem aumentar

o rendimento de graos de muitos cereais no campo em até
30% (BASHAN et al., 2004). No entanto, alguns resultados

com a inoculacao nao sao reprodutiveis, principalmente
porque as caracteristicas basicas das interacoes planta e
microrganismos ainda nao sao bem compreendidas (HOLGUIN
et al., 1999). A inconstancia na eficiéncia de inoculagao das
bactérias provavelmente deve-se a diversidade de ambientes
e competicoes inerentes as condi¢oes de solo e ao gendtipo
(SIQUEIRA; FRANCO, 1988). Dentre as alternativas para fixacao
bioldégica do N encontra-se a exploracao de microrganismos
endofiticos que sofrem menos competicao do que as bactérias
presentes no solo, disponibilizando possivelmente parte do N
fixado diretamente para a planta (BALACHANDAR et al., 2006).
Varios grupos de endofiticos fixadores de N em plantas tém
sido relatados, incluindo os géneros Acetobacter, Azoarcus,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Methylobacterium,
Klebsiella e Burkholderia (BALACHANDAR et al., 2006;
GOVINDARAJAN et al., 2007).

A fixacao bioldgica de N consiste num processo complexo que
requer a expressao conjunta de varios genes que codificam

um complexo enzimatico chamado nitrogenase que, dentre
outros substratos alternativos, reduz o N atmosférico a amoénia.
Os genes nif sao responsaveis pela sintese do complexo
nitrogenase, sendo o homoélogo nifH mais amplamente utilizado
para estudos filogenéticos em diazotroficos simbiontes (ZHAO
et al., 2010; GABY, BUCKLEY, 2012).

As plantas de milho podem ser colonizadas simultaneamente
por uma grande diversidade de bactérias diazotroficas

13
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(CHELIUS; TRIPLETT, 2001; LODEWYCKX et al., 2002). Relatos
da associagao de bactérias dos géneros Azospirillum,
Herbaspirillum e Klebsiella sao os mais frequentes em estudos
da interagao de diazotroficos com o milho (BALDANI et al., 1986;
CHELIUS; TRIPLETT, 2001; MONTEIRO et al., 2008; ALVES et al.,
2015). O género Burkholderia também tem sido apontado como
de ampla ocorréncia em associacao com o milho cultivado

em condigoes tropicais, incluindo as espécies B. tropica e B.
unamae (REIS et al., 2004; GOVINDARAJAN et al., 2006; PERIN
et al., 2006). Recentemente, isolados de Bacillus pumilus
mostraram-se eficientes na fixagao bioldogica de N em milho em
condicoes de casa de vegetacao (KUAN et al., 2016).

Microrganismos Solubilizadores e Mineralizadores de P

O P é o segundo nutriente que mais limita o desenvolvimento
das plantas, afetando drasticamente o rendimento de

graos. Embora os solos contenham geralmente uma grande
quantidade de P total, apenas uma pequena proporgao

esta prontamente disponivel para absorcao pelas plantas,
principalmente como ion ortofosfato (NOVAIS; SMYTH, 1999).
Em condicoes tropicais, a precipitacao e a fixacao de P sao os
principais responsaveis pela baixa eficiéncia dos fertilizantes
fosfatados soluveis, sendo que até 80% do fertilizante pode
ser complexado com ions ferro, aluminio e calcio presentes
no solo, diminuindo sua absorcao pelo sistema radicular
(NOVAIS; SMYTH, 1999; NOVAIS et al., 2007). Assim, o uso de
microrganismos, que apresentam a capacidade de solubilizar
P inorganico e mineralizar P orgéanico deixando-o disponivel
para as plantas, consiste numa importante estratégia para
melhorar a eficiéncia no aproveitamento deste nutriente no
solo (GOLDSTEIN et al., 2003; KHAN et al., 2007; OLIVEIRA

et al., 2009; JORGUERA et al., 2011; MANDER et al., 2012).
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Os mecanismos associados a disponibilizacao de P no solo
por microrganismos sao variados e estao relacionados,
principalmente, a liberacao de acidos organicos, como acetato,
succinato, citrato e gluconato (WHITELAW, 2000; GOLDSTEIN
et al., 2003), liberacao de cations H* e consequente reducao
de pH do solo (VILLEGAS; FORTIN, 2002), produgao de
exopolissacarideos (Yl et al., 2008) e siderd6foros - compostos
com alta afinidade por ferro (HAMDALI et al., 2008), além da
acao de enzimas fosfatases (RICHARDSON et al., 2009; OGBO,
2010; VASSILEVA et al., 2010) e fitases (GREINER, 2006). Entre
os grupos de bactérias e fungos que desempenham estas
fungdes, destacam-se os géneros Bacillus, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Enterobacter, Mesorhizobium, Paenibacillus,
Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Penicillium e
Aspergillus (MARRA, 2012).

Alguns genes de microrganismos envolvidos na solubilizacao
e/ou mineralizacao de P, incluindo pqqg e bpp, respectivamente,
ja foram identificados e isolados em diferentes espécies de
microrganismos (RODRIGUEZ et al., 2006; JORGUERA et al.,
2011; KIM et al., 2003). Tais genes poderao ser utilizados na
selecao e desenvolvimentos de estirpes mais eficientes na
solubilizacao ou mineralizacao de P na agricultura.

Bactérias isoladas da rizosfera de gendtipos de milho eficientes
no uso de P ja foram identificadas e mostraram-se eficientes

na solubilizacao de fontes insoluveis inorganicas de P, podendo
disponibilizar até 67% do P total in vitro (OLIVEIRA et al.,

2009). Diferentes espécies de bactérias, incluindo os géneros
Burkholderia e Bacillus isolados da rizosfera de milho, tém sido
eficientes na solubilizacao de P in vitro (GOMES et al., 2014).
Entre os fungos mais comuns associados a solubilizadores de P,
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destacam-se os géneros Aspergillus e Penicillium (COUTINHO
et al., 2012).

Diversos trabalhos tém relatado o aumento do crescimento
de plantas e absorcao de nutrientes em milho a partir da
inoculacao com microrganismos solubilizadores de P sob
condicoes de casa de vegetacao ou campo (KUMAR et al.,
2007; HAMEEDA et al., 2008). A maioria desses microrganismos
promoveu efeitos significativamente positivos sobre
rendimentos de graos, peso seco total e conteudo de P em
plantas de milho. Assim, tais microrganismos tém o potencial
para o desenvolvimento de biofertilizantes de baixo custo, de
forma a possibilitar uma diminuicao da utilizacao de fosfatos
soluveis, além de permitir a manutencao da produtividade
das culturas de uma forma mais econ6émica e ambientalmente
sustentavel.

Fungos Micorrizicos e Disponibilizacao de P

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sao simbiotréficos
obrigatorios, pois completam seu ciclo de vida apenas

se estiverem associados a uma planta hospedeira, que

fornece carboidratos e outros fatores necessarios ao seu
desenvolvimento e esporulacao e o fungo, por sua vez, facilita
a absorcgao de nutrientes pela planta, principalmente P (SMITH;
READ, 2008).

O efeito mais conhecido das micorrizas consiste no aumento
da disponibilidade de fosfato para as plantas por meio da
exploracao de um volume maior de solo pelas hifas (BERBARA
et al., 2006) e/ou a solubilizacao de P orgéanico por fosfatases
produzidas pelos fungos (YAO et al., 2001; CARDOSO; KUYPER,
2006). Os fungos micorrizicos formam uma extensa malha de
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hifas, que se estende a partir das raizes, permitindo a planta
explorar um grande volume de solo, superando limitacées
impostas pela baixa difusao de P no solo (SCHACHTMAN et al.,
1998).

A tolerancia de algumas cultivares aos diversos estresses
presentes nos solos agricultaveis, principalmente a deficiéncia
de P, pode estar relacionada com a permanéncia desta simbiose
(CHU et al., 2013). Efeitos positivos da associacao micorrizica
tém sido relatados no aumento na producao da biomassa e

no melhor desenvolvimento e producao em diversos cereais,
incluindo o milho (HU et al., 2009; COZZOLINO et al., 2013).

Na cultura do milho, as espécies de FMA frequentemente
associadas as raizes e utilizadas como inoculantes pertencem,
principalmente, ao género Glomus, também conhecido como
Rhizophagus (CHU et al., 2013; DHAWI et al., 2015). Desse modo,
a inoculacao com FMA pode ser um importante componente

na gestao integrada de nutrientes da cultura do milho, com
impacto direto na produtividade de forma mais econdémica e
ambientalmente sustentavel.

Producao de Fitohormonios

Os microrganismos produzem hormoénios que auxiliam no
desenvolvimento vegetal, incluindo auxinas, citocininas,
giberelinas, acido abscisico e etileno, e mais recentemente
outros compostos com atividade hormonal como
estrigolactonas e brassinosteroides foram identificados
(SANTNER; ESTELLE, 2009). Essas moléculas podem exercer

o papel direto na promocao do crescimento das plantas,
alongamento celular, tolerancia a estresses abioticos,
estimulacao da reproducao e a colonizacao de microrganismos
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benéficos, podendo também, indiretamente, contribuir para
o desenvolvimento vegetal mediante a regulacao da resposta
imune da planta contra patégenos e insetos herbivoros
(PIETERSE et al., 2012). Sao substancias frequentemente
encontradas no meio de cultura de muitas bactérias de solo
ou associadas com plantas, sendo que diferentes compostos
podem ser produzidos por uma Unica estirpe.

Existem varios compostos pertencentes ao grupo das auxinas
que sao produzidos por MPCP, sendo o mais abundante e bem
caracterizado o acido indol-acético (AlA). A via de biossintese
de auxina é bastante complexa e ainda nao esta totalmente
elucidada (ZHAO et al., 2010), mas sabe-se que rizobactérias
sintetizam AIA a partir de triptofano que é encontrado

em diferentes concentracoes nos exsudatos radiculares,
variando de acordo com o genétipo da planta (WOODWARD;
BARTEL, 2005). O AIA tem acentuado efeito no crescimento e
desenvolvimento vegetal, podendo atuar na divisao celular,
iniciacao e diferenciacao das raizes, diferenciacao dos tecidos
vasculares em floema e xilema, promocao do florescimento

e auxilio na formacao e crescimento dos frutos (KORASICK

et al., 2013). Além disso, a produgao de auxina leva a uma
maior proliferacao de raizes laterais e aumento da formacao
de pelos radiculares, resultando em maior superficie total da
raiz e a uma maior absorcao de nutrientes e agua pela planta.
Experimentos de casa de vegetacao com uma estirpe de
Azospirillum brasilense selvagem e uma mutante, deficiente na
producao de AlA, mostraram que a inoculacao com a estirpe
com producao normal de AlA resultou em um aumento do
peso seco da planta e das raizes de plantas de trigo, nUumero
de espigas e melhor eficiéncia na absor¢ao de nitrogénio,
levando a conclusao de que a producao de auxina é o principal
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efeito desse microrganismo na promocao de crescimento de
plantas (SPAEPEN et al., 2008). Em outro trabalho, rizobactérias
do género Pseudomonas isoladas de milho apresentaram
capacidade de produzir AlA, sendo relatado que nas raizes

das plantas hibridas houve aumento da colonizacao de
Pseudomonas AlA positivas, demostrando uma superioridade
dos hibridos em comparacao as linhagens parentais para o
recrutamento de bactérias benéficas (PICARD; BOSCO, 2005).
Além de Pseudomonas e Azospirillum, rizobactérias do género
Bacillus, Burkholderia e Micrococcus também foram capazes de
produzir AIA (PAL et al., 2001; NAVEED et al., 2015) e citocinina
(RAZA; FAISAL, 2013) e contribuiram para o crescimento

de milho durante a sua colonizacao. Dentro do grupo dos
fungos, a colonizagao de milho pelo fungo micorrizico Glomus
intraradices resultou em um aumento na producao de auxina,
neste caso, a molécula IBA (acido indol-butirico), bem como

no aumento da atividade da enzima IBA sintetase (LUDWIG-
MULLER et al., 1997). Tendo em vista os efeitos benéficos

da auxina sobre a estrutura radicular, contribuindo para o
crescimento das raizes, pode-se explicar a importdncia desse
fito-hormonio para o estabelecimento da interagcao fungo-planta
(SUKUMAR et al., 2013).

As citocininas sdo compostos do tipo adenina, sendo a zeatina
a citocinina mais comumente encontrada em varios MPCP,
como Arthrobacter, Azospirillum, Bradyrhizobium, Bacillus,
Pseudomonas e Paenibacillus (BULGARELLI et al., 2013). As
citocininas estimulam processos de divisao celular, controlam
a diferenciacao de meristema da raiz, induzem a proliferacao
de pelos radiculares e inibem a formacao de raizes laterais e

a elongacao das raizes primarias (DAVIES, 2010; SANTNER;
ESTELLE, 2009). A inoculacao de plantas de alface com
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bactérias produtoras de citocinina mostrou a estimulacao de
crescimento da parte aérea e redugao da razao raiz:parte aérea
(MURRAY et al., 2007).

Dentre as mais de 130 moléculas diferentes que pertencem

ao grupo das giberelinas, o acido giberélico é o mais ativo e
conhecido. As giberelinas estao envolvidas, principalmente,
com a divisao e elongacao celular dentro do meristema

apical. Além disso, estimulam a germinacao das sementes,
crescimento do tubo polinico e florescimento das plantas. A
producao de giberelinas foi documentada em varios MPCP,
incluindo os géneros Azospirillum e Bacillus (BOTTINI et al.,
2004). A aplicagao de giberelinas em milho a uma concentragao
similar as produzidas por Azospirillum promoveu o crescimento
radicular, e foi observado que o conteudo de giberelina
aumenta na raiz de milho inoculado com Azospirillum (COHEN
et al., 2009). Dentre os fungos, a espécie Trichoderma harzianum
apresenta a capacidade de produzir giberelina e auxina e
contribuir para o crescimento de plantas de milho (AKLADIOUS;
ABBAS, 2012).

Acido abscisico (ABA) é um fito-horménio envolvido na
resposta das plantas aos estresses bidticos e abidticos, como

a inibicao da germinacao das sementes e florescimento em
resposta aos estresses por seca, salinidade e metais toxicos
(SMYTH, 2011). ABA estimula a transcricao de genes envolvidos
com a protecao contra desidratacao e estresse osmaotico, o
que, consequentemente, leva a expressao de proteinas que
ajudam na estabilizacao osmotica, enzimas para destoxificacao
de espécies reativas de oxigénio, bem como aquaporinas que
facilitam a circulacao de agua e ions através das membranas,
além de controlar a taxa de perda de aguas pela abertura
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dos estomatos (DAVIES, 2010). Dentro deste contexto, Cohen
et al. (2009) observaram que a inoculagao com Azospirillum
brasilense levou a um aumento no conteudo de ABA em
Arabidopsis, especialmente quando cultivada sob estresse
osmotico.

O etileno € um horménio gasoso (C,H,) sintetizado a partir da
metionina pela maioria dos tecidos da planta, em resposta a
estresses biotico e abidtico que inibem a elongacao da raiz e

o transporte de auxina, promovem senescéncia e queda de
orgaos das plantas e levam ao amadurecimento de frutos
(PIETERSE et al., 2012). Também esta envolvido na resposta ao
ataque de patégenos, atuando neste caso sinergisticamente
com o acido jasmonico. Alguns MPCP sao capazes de reduzir

o nivel de etileno nas plantas pela expressao da enzima ACC
(1-aminociclopropano-1-carboxilato) desaminase que degrada
o0 ACC precursor de etileno em a-cetobutirato e amonia,
reduzindo, assim, a produc¢ao de etileno que, por sua vez, alivia
o efeito repressor deste hormonio no crescimento da raiz,
especificamente sob condi¢coes de estresse (BULGARELLI et al.,
2013).

Além desses, outros fito-hormonios, como estrigolactona,
tém sido relacionados a processos de crescimento e
desenvolvimento vegetal. Estrigolactonas sao derivados
carotenoides sintetizados nas células plastidiais por diferentes
rotas de biossintese, dependendo da planta (PANDEY et

al., 2016). Estes fito-hormoénios auxiliam na manutencgao da
arquitetura da planta, regulando o crescimento da parte aérea
e radicular, atuam também como moléculas sinalizadoras

por via enddgena e exdgena em resposta a varios estimulos
ambientais, como luminosidade, nutrientes e temperatura
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(KOHLEN et al., 2011; PANDEY et al., 2016). Além disso, também
estao envolvidos nas vias de sinalizagao responsaveis pela
germinacao de sementes de muitas plantas cultivadas, auxiliam
na interacao Rhizobium-leguminosa (PELAEZ-VICO et al., 2016),
além de atuarem na regulacao da ramificacao das hifas de
fungos micorrizicos na simbiose com a planta (KOHLEN et al.,
2011; PANDEY et al., 2016).

Embora a producao de fito-horménios pelos MPCP seja bem
descrita, os genes envolvidos na sua biossintese sao pouco
conhecidos e existem poucas bactérias mutantes deficientes na
producao destes fito-hormdnios disponiveis para estudos.

Controle Bioldgico

O controle biolégico pode envolver um ou mais mecanismos
de acao de microrganismos contra os patdogenos, podendo
ser por antagonismo direto como antibiose, micoparasitismo,
competicao ou pela inducao de resisténcia sistémica nas
plantas hospedeiras (SHORESH et al., 2010).

Dentre os mecanismos de antibiose, destacam-se a producao
de compostos com atividade antimicrobiana derivados do
metabolismo primario, secundario ou polipeptidios de baixo
peso molecular, como os antibidticos, as bacteriocinas, os
sideréforos e a secrecao de enzimas hidroliticas (BULGARELLI
et al., 2013). Dentre os compostos antimicrobianos para
controle bioldgico disponiveis comercialmente, a maioria
contém bactérias do grupo das Pseudomonas, Bacillus ou
fungos do género Trichoderma (JUNAID et al., 2013). Embora
0s microrganismos que atuam no controle biolégico nao
promovam o crescimento das plantas diretamente, eles podem
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influenciar os MPCP que estimulam diretamente o crescimento
das plantas, como o 2,4-DAPG produzido por Pseudomonas
fluorescens que aumenta o efeito fitoestimulatorio de
Azospirillum brasilense e altera a expressao de genes
envolvidos na promocao do crescimento das plantas.

Os antibidticos sao toxinas microbianas que podem, em baixas
concentracoes, matar ou reduzir o crescimento de outros
microrganismos. Alguns microrganismos sao capazes de
produzir diferentes classes de antibidticos que podem suprimir
um ou mais patdogenos, aumentando assim a capacidade de
controle biolégico. Por exemplo, antibioticos como polimixina,
circulina e colistina, produzidos por espécies de Bacillus sao
ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, assim
como muitos fungos fitopatogénicos (MAKSIMOV et al., 2011).
De acordo com Haas e Défago (2005), as principais classes

de compostos antibioticos que apresentam acao no controle

de fitopatogenos sao as fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol
(2,4-DAPG), pioluteorina, pirrolnitrina, glitoxina. Além

desses, os biossurfactantes lipopepitidicos produzidos por
espécies de Pseudomonas e Bacillus sao compostos com

acao de biocontrole, em razao do seu potencial efeito em
outros organismos, incluindo bactérias, fungos, oomicetos,
protozodrios, nematoides e plantas (RAAIJMAKERS et al., 2010).

Bacteriocinas sao proteinas ou peptideos sintetizados nos
ribossomos com atividade bactericida ou bacteriostatica

contra espécies proximas ou estirpes nao relacionadas as
bactérias produtoras (RILEY; WERTZ, 2002). A maioria das
bacteriocinas mata as células formando poros ou canais na
membrana interna, o que resulta no vazamento do conteudo
citoplasmatico, destruicao do gradiente eletroquimico da célula,



24

Microrganismos Promotores do Crescimento de Plantas

perda de ions e morte celular. Também podem atuar interferindo
com o metabolismo de DNA, RNA e proteina apresentando
atividades de DNase, 16S rRNase, e tRNase, ou podem
degradar precursores do peptidoglicano, o que leva a morte
celular pela auséncia desta substancia na membrana celular
(RILEY; WERTZ, 2002). As bacteriocinas diferem dos antibidticos
tradicionais no sentido de que apresentam um espectro de
acao mais estreito, sendo toxicas somente para bactérias muito
proximas taxonomicamente da estirpe produtora. As colicinas,
proteinas produzidas por algumas estirpes de Escherichia coli
sao as bacteriocinas mais conhecidas dentre as bactérias Gram-
negativas. Do mesmo modo que a colicina, outras bacteriocinas
sao denominadas de acordo com a espécies produtora, como
piocinas de Streptococcus pyogenes, cloacinas de Enterobacter
cloacae, marcescinas de Serratia marcescens e megacinas de
Bacillus megaterium (CASCALES et al., 2007).

Sideroforos sao peptideos de baixo peso molecular produzidos
por microrganismos e plantas com capacidade de quelar ions
de Fe, permitindo sua solubilizacdo e extracao de complexos
organicos ou minerais do solo, seguido de transporte e
deposito dentro das células bacterianas. A producgao de
sideroforos pelas bactérias pode promover o crescimento

das plantas diretamente, facilitando a aquisi¢ao de Fe ou
indiretamente, inibindo o estabelecimento de patdgenos pelo
sequestro de Fe do ambiente, limitando assim a quantidade
disponivel deste metal para o crescimento de patéogeno
(RADZKI et al., 2013). Entre os siderdforos conhecidos, aqueles
produzidos por Pseudomonas podem inibir o crescimento

de bactérias e fungos que apresentam sideré6foros menos
potentes em ambientes com baixo teor de ferro. Por exemplo,
o sideroforo pseudobactina produzido por P putida foi capaz
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de suprimir o crescimento de Fusarium oxysporum em solo
deficiente de ferro; no entanto, a supressao foi perdida quando
o solo foi corrigido com ferro, uma condicao que reprime a
producao de sideréforos pelos microrganismos (KLOEPPER et
al., 1980).

A secrecao de enzimas hidroliticas, incluindo quitinases,
proteinases, celulases, hemicelulases e DNAses produzidas
por microrganismos, pode interferir no crescimento e nas
atividades de patdgenos, podendo ser consideradas como
agentes de biocontrole. Por exemplo, alguns isolados

de Lysobacter e Myxobacteria, que produzem elevadas
concentragoes de enzimas hidroliticas, sao efetivos no
controle de fungos patdogenos de plantas (BULL et al., 2002),
indicando nao ser muito clara a separagcao entre competicao,
hiperparasitismo e antibiose.

No contexto da resisténcia sistémica, os fito-hormonios
produzidos por bactérias podem atuar como estimulantes do
sistema imune das plantas, interferindo no funcionamento dos
principais sistemas de defesa vegetal. Dentre estes, destacam-
se a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia
sistémica induzida (ISR) (PIETERSE et al., 2012). SAR é uma
via de largo espectro, que depende do acido salicilico e nao
apresenta especificidade a infeccao inicial, tendo efeito,
principalmente, contra patdégenos biotroficos. Geralmente, a
capacidade de defesa da planta é adquirida apds a primeira
infeccao por um microrganismo nao patogénico que leva a
uma morte celular programada através do acumulo de acido
salicilico e secrecao sistémica de proteinas antimicrobianas
PR (relacionadas a patogénese) que protegem a planta contra
infeccoes secundarias por um periodo de semanas a meses
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(FU; DONG, 2013). A ISR é dependente do acido jasmonico
e da sinergia com o etileno, sendo ativada por patégenos
necrotroficos e insetos herbivoros (GFELLER et al., 2010).

Esta via reforca o sistema de defesa de toda a planta e sofre
regulacao durante a colonizacao das raizes por microrganismos
mutualistas. A razao entre acido jasmonico e etileno induz a
expressao das enzimas quitinases, glucanases que degradam
as paredes celulares, principalmente de fungos fitopatogenos, e
aumentam a expressao da enzima fenilalanina amoénia-liase que
promove o acumulo de lignina nos tecidos préximos ao local da
infeccao, além de peroxidades que produzem espécies reativas
de oxigénio com acao antimicrobiana (HOWE; JANDER, 2008).
Além disso, a resisténcia induzida pelo acido jasménico pode
ser desencadeada nas partes distais ao dano na planta, levando
a producao de substancias repelentes, antinutritivas, compostos
toxicos que ajudarao a planta a se proteger aos ataques futuros.
Dentre os microrganismos indutores da via ISR, destacam-se
Pseudomonas, Bacillus, Serratia e Trichoderma harzianum.

Alguns microrganismos podem exercer a indug¢do da resisténcia
em diferentes espécies de plantas, enquanto outros apresentam
especificidade para uma determinada planta hospedeira, o que
sugere a necessidade de reconhecimento do microrganismo por
parte da planta (PIETERSE et al., 2012). Pseudomonas putida,
por exemplo, induz a resisténcia em Arabidopsis, mas nao em
rabanete e cravo, enquanto P fluorescens é capaz de induzir a
resisténcia em rabanete e nao em Arabidopsis (LEEMAN et al.,
1995; VAN WEES et al., 1999).

No caso do milho, algumas bactérias nao patogénicas,
como Pseudomonas putida, por exemplo, induziram a
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resisténcia sistémica de milho contra antracnose causada por
Colletotrichum graminicola (PLANCHAMP et al., 2014). Neste
trabalho foi observada forte redugédo do crescimento do fungo
patogénico e das necroses foliares nas plantas inoculadas

com P, putida. Houve também uma correlagao da indugao da
resisténcia ao longo da inoculagdo em fungcao do metabolismo
de fosfolipideos e de fito-horménios, indicando que os
fosfolipideos estimularam a expressao de acido abscisico,
etileno, auxina, acido jasmédnico e citocinas, todos envolvidos
com o sistema de defesa da planta. Em outro trabalho, P
aurantiaca apresentou capacidade de induzir a resisténcia de
plantas de milho infectadas com o fungo Bipolaris maydis.
Tanto o extrato quando o sobrenadante de células livres de P
aurantica foram efetivos para a redug¢ao das necroses foliares
causadas pelo fungo patogénico, levando a redugao de cerca
de 30% da severidade da doencga (FANG et al., 2013). B. subtillis
e A. brasilense também foram capazes de induzir o sistema

de defesa de milho (SANTOS et al., 2014, GONG et al., 2015).

B. subtillis estimulou a expressao dos genes relacionados a
resisténcia (PR-1 e PR-4) em plantas de milho infectadas com o
fungo Fusarium verticillioides (sin.: F moniliforme) e impediu
o aparecimento de lesoes radiculares (GONG et al., 2015) e A.
brasilense induziu a resisténcia de plantas de milho contra o
ataque do inseto herbivoro Diabrotica speciosa (SANTOS et al.,
2014).

Biofertilizantes: Do Laboratério
para o Campo

Dentre os principais grupos de microrganismos avaliados para
a producao de biofertilizantes, merece destaque aqueles do
tipo “multifuncionais”, tanto rizosféricos quanto endofiticos

27
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que sao os ja citados MPCP. Esta multifuncionalidade esta
relacionada a capacidade de produzir enzimas, fito-hormonios e
substancias que favorecem o desenvolvimento e protecao das
plantas (PIETERSE et al., 2012). Microrganismos multifuncionais
possuem caracteristicas de biofertilizacao, como a fixacao de

N e solubilizacao de fosfato pela produgao de acidos organicos
e de enzimas da classe das fosfatases, entre elas as fitases
(OLIVEIRA et al., 2009; JORGUERA et al., 2011). E desejavel que
este grupo inclua também a producao de enzimas hidroliticas,
como celulases, xilanases, amilases, pectinases, lipases e
proteases (BULL et al., 2002), sideroforos, fitoestimulantes (fito-
hormonios) e outras caracteristicas de biocontrole associadas
(MALUSA et al., 2016).

Pesquisas relacionadas as aplicacoes praticas de MPCP tém se
destacado na medida em que ja existem produtos comerciais

a base desses microrganismos em varios paises. Entretanto,
apenas alguns grupos especificos de microrganismos fixadores
de N, tém sido utilizados em larga escala na agricultura como
inoculantes comerciais na cultura da soja (HUNGRIA, 2011).
Muitas vezes, o baixo uso em gramineas, como o milho,

esta relacionado ao fato de que estes microrganismos vivem
em associacao com as raizes, nao estabelecendo, portanto,
simbiose com essas plantas, e com isso, 0 processo de
inoculagao pode nao surtir efeitos satisfatorios em termos de
estabelecimento no ambiente rizosférico. Os microrganismos
endofiticos, que habitam o interior das plantas e podem
também colonizar a regiao rizosférica, por sua vez, possuem
uma relacao de simbiose bem estreita com a planta. A principal
razao para o interesse atual em endofitos € a constatacao

de que, se estas bactérias podem ser reintroduzidas na fase
endofitica, pode ser estabelecida ai uma relagcao mais estavel
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com a planta em comparacao com os microrganismos
rizosféricos (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2014).

Um dos principais gargalos para o uso de MPCP como
biofertilizantes em larga escala é a transferéncia dos resultados
gerados em laboratorio para a escala industrial e campo.

Nem sempre os microrganismos eficientes encontrados em
laboratorio sao potentes no campo, e nem sempre sao também
satisfatorios nos processos de scale up da industria, onde a
fermentacao exige estabilidade e qualidade do microrganismo.
Com este desafio, cresce a demanda por novos produtos, novos
microrganismos e rotas biotecnoldgicas capazes de suprir
lacunas referentes ao desenvolvimento de inoculantes mais
eficazes (MALUSA et al., 2016).

Dentro deste contexto de busca por novos microrganismos
inoculantes, a primeira etapa consiste no isolamento,
selecgao, identificacao e avaliagao dos microrganismos com
caracteristicas de promocao de crescimento de plantas em
laboratorio. Outras caracteristicas devem ser avaliadas,

como a taxa de sobrevivéncia, adaptacao e multiplicacao dos
microrganismos na rizosfera (competéncia rizosférica) e a
capacidade de colonizacao e infeccao das plantas hospedeiras
(competéncia endofitica) em testes de casa de vegetacao e de
campo (SATHYA et al., 2016).

A etapa seguinte envolve o desenvolvimento de formulacoes
que propiciem uma alta taxa de sobrevivéncia dos
microrganismos no solo, adaptacao e multiplicacao na rizosfera,
seguidas da infeccao e colonizacao da planta hospedeira
(SATHYA et al., 2016). Na formulacao, a estirpe deve manter as
suas propriedades durante o armazenamento e ser tolerante
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a fatores de estresse, tais como acidez, dessecacao, altas
temperaturas e pesticidas quimicos. Além disso, o veiculo
utilizado para inocular uma estirpe deve proporcionar uma

boa taxa de adesao as sementes, além de proteger as células
bacterianas, proporcionando a manutencao das células viaveis
durante o armazenamento e no solo até o periodo em que
surgirem as raizes (SAHU; BRAHMAPRAKASH, 2016). Como
proposto por Stephens e Rask (2000), para que se possa
formular e produzir comercialmente os inoculantes € necessaria
a integracao de parametros fisicos, quimicos e bioldgicos,
permitindo assim elevadas populagdes do microrganismo alvo
e maior tempo de sobrevivéncia. Os mesmos autores relatam
que formulagoes inadequadas sao frequentemente as barreiras
mais comuns para a comercializacao dos inoculantes.

Ao longo das ultimas décadas, a maioria dos inoculantes
comercializados no Brasil e, também em outros paises,
utilizaram a turfa como veiculo, e ainda hoje este veiculo

é considerado adequado, especialmente porque, além de
possibilitar a manutencao de elevado numero de bactérias
viaveis, oferece protecao fisica contra as adversidades do
solo (LUPWAYI et al., 2005). Contudo, este veiculo é um
recurso natural nao renovavel e esta cada vez mais escasso,
havendo, portanto, a necessidade de importacao deste
substrato, o que acarreta a elevacao dos custos de producao
(FERNANDES JUNIOR et al., 2009). Desse modo, a busca de
alternativas viaveis em substituicao a turfa tem levado ao
desenvolvimento de veiculos utilizando polimeros naturais
como os alginatos, gomas arabicas e a goma xantana,

além de polimeros sintéticos, como o polivinilpirrolidona,
polivinilalcool, carboximetilcelulose sdédico, sendo preferiveis
aqueles provenientes de recursos naturalmente abundantes
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ou de residuos disponiveis. Alguns polimeros promovem o
encapsulamento das células, liberando-as apos a degradacgao
do material no ambiente e protegendo as células contra
estresses ambientais, podendo, assim, favorecer a multiplicagao
e sobrevivéncia das células, quando aplicados ao solo. Varios
estudos tém relatado que existem diferencas intrinsecas entre
0s microrganismos testados quanto ao melhor veiculo de
transporte do indculo, em termos de sobrevivéncia e viabilidade
celular. Ou seja, o melhor tipo de veiculo para uma bactéria nao
€ necessariamente o melhor para o outro (SILVA et al., 2012).

No caso do milho, por ser uma planta C4 de ciclo curto (anual)
e altamente exigente em nutrientes, o uso de inoculantes tem
encontrado barreiras com relacao a reducao e ou substituicao
dos fertilizantes quimicos pelos produtores. Entretanto, o

seu uso complementar a adubacao vem ganhando espaco,

e resultados de ganhos de produtividade e aumento do
numero de sacas sao uma realidade (OLIVEIRA et al., 2013).
Por exemplo, Hungria (2011) relatou um aumento de 24% na
producao (kg de graos ha') de milho inoculado com estirpes
de Azospirillum brasilense em relacao ao tratamento controle
nao inoculado. Considerando-se o baixo custo do inoculante
em termos de valor de mercado e seu papel ambiental, o

uso de inoculantes a base de MPCP em milho se torna uma
pratica cada vez mais viavel e promissora dentro do contexto
da agricultura sustentavel (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2014).
Entretanto, para a otimizacao do uso de inoculantes em
culturas como o milho, € necessario um melhor entendimento
do sistema microrganismo-planta no solo, além de melhoria
das formulacdes e determinacao da eficiéncia agrondmica dos
inoculantes para a promocao do crescimento das plantas e
também na protecao contra fitopatdgenos.
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