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Apresentacao

A preocupacdo crescente da sociedade com a preservacdo e a
conservacao ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo de
tecnologias para a implantagédo de sistemas de producédo agricola com
enfoque ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecoldgico do empreendimento agricola se orienta para 0 uso
responsavel dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia e
minerais).

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programacdo de P&D para o avangco de conhecimento e
desenvolvimento de solugbes tecnolégicas para uma agricultura
sustentavel.

A agricultura sustentavel, produtiva e ambientalmente equilibrada
apoia-se em praticas conservacionistas de preparo do solo, rota¢gbes de
culturas e consorcios, no uso de adubacdo verde e de controle
biol6gico de pragas, bem como no emprego eficiente dos recursos
naturais. Infere-se dai que os processos biol6gicos que ocorrem no
sistema solo/planta, efetivados por microrganismos e pequenos
invertebrados, constituem a base sobre a qual a agricultura
agroecoldgica se sustenta.

O documento 161/2003 aborda o papel que as bactérias as
denominadas endofiticas — que colonizam o interior dos tecidos das
plantas e as de rizosfera exercem sobre o crescimento vegetal. Os
diferentes mecanismos desenvolvidos por estas bactérias e que
influenciam o crescimento vegetal sdo apresentados e discutidos.
Dentre eles, destacam-se 0 processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio,
producdo de fito- horménios, producdo de sideréforos e antibidticos,
antagonismo a fitopatégenos, etc. O documento sugere que os efeitos
sobre o desenvolvimento das plantas sdo aditivos visto as diferentes
possibilidades de atuagéo dessas bactérias, também conhecidas como
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). A exploracéo do
potencial de BPCV na agricultura abre novas perspectivas para a
reducdo no uso dos insumos quimicos dentro do enfoque de uma
agricultura orientada para o uso racional dos recursos naturais que
visa a preservacao do meio ambiente.
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Processos e mecanismos envolvidos na
influéncia de microrganismos sobre o
crescimento vegetal

André Luiz Martinez de Oliveira
Segundo Urquiaga
José Ivo Baldani

1. Introducéo

Atualmente, o conceito de sanidade vegetal ndo suporta mais a
idéia de que uma planta sadia possui em seus tecidos apenas
células de origem embrionéria, devido & enorme biodiversidade de
organismos endofiticos continuamente identificados. Apesar dos
avangos nas metodologias de cultivo e isolamento de
microrganismos, principalmente em relacdo aos meios de cultivo
artificiais utilizados, a identificacdo de novos organismos endofiticos
ainda vem sendo baseada em técnicas classicas. Entretanto para a
maioria dos ecossistemas, sabe-se hoje que grande parte da
diversidade microbiana (pode-se chegar a mais de 90% das
espécies) ainda nao é culturavel (Pickup, 1991).

Bactérias endofiticas sdo organismos que caracterizam-se pela
associacdo intima com a planta hospedeira, despertando grande
interesse agrondmico. Estes organismos oferecem a vantagem de
estarem completamente compatibilizados com o hospedeiro, e
permitem a utilizacdo de plantulas j4 colonizadas por estirpes
selecionadas antes das etapas de cultivo comercial, evitando a
necessidade do estabelecimento dos potenciais inoculantes.
Também possuem caracteristicas muito variaveis de especificidade,
bem como de sobrevivéncia fora do ambiente endofitico, e
encontram-se na maioria das familias vegetais (Dbbereiner et al.,
1995). Podemos acreditar que milhares de anos de convivéncia
comum tenham levado a co-evolugcdo dos organismos chamados
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endofiticos com as respectivas espécies hospedeiras, ou a um
aprimoramento de relagdes patogénicas ancestrais. Além disso, o
habitat endofitico possui caracteristicas mais favoraveis a expressao
de genes promotores do crescimento vegetal que a rizosfera, como
alta disponibilidade energética e baixa competitividade com outras
espécies. Isto possibilita a expressdo de genes associados a
promocao do crescimento vegetal ao longo do ciclo da cultura da
planta hospedeira sob menor influéncia de fatores ambientais.

Por outro lado, diversos outros géneros de bactérias (Azospirillum,
Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Hydrogenophaga,
Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Burkholderia, e outras) sdo
conhecidas por promoverem o crescimento vegetal, mesmo sendo
consideradas como organismos de vida livre ou de rizosfera (Benizri
et al., 2001; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). A capacidade de
colonizacdo de tecidos endofiticos por estes organismos apresenta-
se relacionado a diversos fatores, sendo o principal a interacédo
entre 0s genotipos do vegetal e do microrganismo (Schlotter et al.,
1994; Dong et al., 1995; Ruppel et al., 1992; Wiehe et al., 1994;
Mahaffee et al., 1997). Desta forma, microrganismos considerados
benéficos ou associativos, podem ser encontrados no ambiente
rizosférico em conjunto com microrganismos deletérios ou de
atividade neutra, por ser a rizosfera uma regiao de intensa atividade
microbiana promovida pelos exudatos radiculares. A rizosfera € aqui
considerada como a zona de interseccdo solo-planta, aonde as
interacbes entre 0s microrganismos, as plantas e o solo ocorrem.
Organismos que promovem O crescimento vegetal sem atuar
endofiticamente séo classificados como rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal (RPCV).

O conceito de organismo endofitico por sua vez possui algumas
interpretacdes divergentes. Segundo Baldani et al. (1997), as
bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio podem ser agrupadas
em trés categorias: organismos fixadores de vida livre ou de
rizosfera, endofitos facultativos e endéfitos obrigatorios. Esta
classificagdo porém impossibilitaria que uma espécie endofitica
obrigatéria fosse isolada do solo ou da rizosfera, ou apresentasse
atividade saprofitica, o que néo é verdadeiro. Reinhold-Hurek &
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Hurek (1998) propdem o uso do termo endofitico restrito as espécies
gue possuam associacao estreita com a planta hospedeira, aonde
atravessa todo ou a maior parte do ciclo colonizando-a. As espécies
gue possuem amplo espectro de hospedeiros, e colonizam o solo,
rizosfera e o habitat endofitico, sdo classificadas como endofiticos
oportunistas. Esta definicdo por sua vez implica na classificacdo de
espécies como Rhizobium spp. como endofitico oportunista, o que
também n&do é verdadeiro. Hallmann et al. (1997) consideram
espécies endofiticas como sendo aquelas isoladas de tecidos
vegetais superficialmente esterilizados, o que inclui em sua
definicdo bactérias fitopatogénicas. Kloepper et al., (1997a) definem
como bactérias endofiticas, aquelas espécies isoladas de tecidos
esterilizados superficialmente, ou extraida de tecidos vegetais
internos, e que ndo causam danos nem produzem sintomas de
patogenicidade, incluindo tanto colonizadores de comportamento
neutro, bem como simbiontes. Wilson (1995) define como enddfito,
bactérias ou fungos que invadem completamente os tecidos
vegetais durante todo ou parte do seu ciclo vital, causando
infeccbes nao aparentes e assintomaticas, sem apresentar
patogenicidade. Esta Ultima definicdo parece ser a que melhor
define esta classe de microrganismos. Como o acesso ao habitat
endofitico pode requerer penetracdo ativa, através da acdo de
enzimas hidroliticas, como celulases e pectinases, que também séo
produzidas nos processos patogénicos de infecgdo, um maior
entendimento dos processos de expressdo e regulagdo destes
genes se faz necessaria no entendimento das relagbes endofiticas e
patogénicas.

2. Patogénica ou promotora de crescimento?

Apesar do aparente antagonismo entre as interacdes patogénicas e
simbidticas, aonde as primeiras resultam em danos ou mesmo na
morte da planta hospedeira, e as associacfes simbidticas serem
caracterizadas por beneficios mituos entre 0s organismos
envolvidos na associacado, existem mecanismos comuns entre estes
grupos de bactérias que facilitam a colonizagdo de um nicho
endofitico. Os mecanismos comuns mais intrigantes incluem o
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"quorum sensing" e o mecanismo regulatério de dois componentes,
gue permitem uma adaptacao a condi¢des instaveis encontradas no
novo nicho. Quorum sensing é o modo como as bactérias
comunicam-se entre si, utilizando-se de sinais quimicos por
pequenas moléculas difusiveis. Esta compreensao de sinais permite
que células bacterianas individuais percebam a si e a outros
individuos, adaptando-se ao ambiente de crescimento de acordo
com a densidade populacional através da regulacdo de seus genes,
principalmente por um mecanismo de dois componentes. Esta
regulacédo por dois componentes pode ser resumida na existéncia
da expresséo constitutiva de dois genes, sendo um codificador de
uma proteina ativadora, e o outro codificador para uma proteina de
membrana, sensora especifica da primeira. O conjunto ativador-
sensor aumenta os niveis préprios de expresséo (tipo feedback), o
qgue amplifica o sinal decodificado, e atua na expressao de outros
genes, Uteis apenas em situacdes especificas (Bassler,1999). Em
bactérias Gram-negativas, moléculas do tipo N-acil-homoserina
lactonas (AHL) predominam como moléculas sinalizadoras de
quorum sensing, enquanto que nas bactérias Gram-positivas,
predominam os peptideos (Kleerebezem & Quadri, 2001; Whitehead
et al., 2001). Atualmente acredita-se que um organismo utilize varias
moléculas sinalizadoras de quorum sensing pertencentes a uma ou
a diferentes classes quimicas para regular a expressdo génica
(Holden et al., 2000). Além disso, bactérias fitopatogénicas e
possivelmente também as simbiontes, conseguem modular o
ambiente hospedeiro pela excrecdo de moléculas efetoras do tipo
lll, que interferem diretamente nas funcdes celulares do hospedeiro.
Estas proteinas possuem acao diversa em interacdes patogénicas
entre bactéria-célula hospedeira (atividades enziméticas de
fosfatase, inibicAo de fagocitose, danos diretos ao tecido
hospedeiro, fatores de viruléncia, etc.), tanto em animais como em
vegetais, mas também foi identificado um sistema do tipo Il
funcional no simbionte Mesorhizobium loti, porém seu papel na
simbiose ainda é desconhecido (Hentschel et al., 2000).

Quorum sensing é um sistema bastante Util, especialmente para
fitopatbgenos, porque permite a colonizac¢éo inicial de tecidos da
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organismos patogénicos. Além disso, a manipulacdo genética de
plantas e microrganismos é atualmente uma realidade, e permite a
construcdo de associacdes para buscar resisténcias ou imunidades
ao ataque de insetos, viroses, fungos, bactérias e estresses
ambientais. Esta ndo € uma busca simples, mas pode vir a ter
sucesso no desenvolvimento de uma nova forma de utilizacdo das
ferramentas naturais para o desenvolvimento de cultivos agricolas
mais equilibrados.
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diminuicao dos niveis de etileno (ACC é uma molécula precursora)
pode estimular o crescimento radicular e a germinagédo de sementes
em plantas sensiveis ao etileno, além de limitar possiveis danos
devidos a infecg¢des fitopatogénicas.

6.9. Biorremediacao

Moléculas contaminantes de solo como pesticidas e metais pesados
causam, além de problemas ambientais, efeitos deletérios ao
desenvolvimento das plantas. Por outro lado, a recuperacdo destas
areas pode ocorrer através da utilizagdo de plantas que tenham a
capacidade de remover, destruir ou sequestrar substancias
perigosas do ambiente (Burd et al., 2000). A associacdo de plantas
com BPCV que possuam a capacidade de sequestrar, ou degradar
moléculas danosas ao desenvolvimento das plantas pode ampliar a
capacidade de recuperacdo de éareas contaminadas, e mesmo
permitir o desenvolvimento de certas culturas nestes ambientes.
Algumas BPCV podem proteger plantas que se desenvolvem em
solos contaminados por compostos fitotéxicos (herbicidas e
pesticidas) por mecanismos de degradacgdo enzimatica (Melo, 1997,
Jacobsen, 1997). Outros mecanismos de protecdo ou promocao do
crescimento é através da complexacdo e indisponibilizacdo de
metais pesados pela producdo de sideréforos (ja discutida) ou pela
reducdo dos niveis de etileno relacionados ao estresse (ja
discutido). A biorremediacdo pode ter lugar de destaque na solugéo
de problemas de contaminagdo ambiental, aonde a associacdo de
plantas e microrganismos tipo BPCV atuem em conjunto no
sequestro e na degradacao de moléculas ou ions téxicos.

7. Conclusdes

Os mecanismos utilizados por BPCV sdo numerosos, diferem de um
organismo para outro e provavelmente mais de um modo de
promocdo do crescimento deva estar ativo nas associagbes entre
vegetais e BPCV. Desta forma, podemos supor que os efeitos de
BPCV sobre o desenvolvimento das plantas seja aditivo, e de dificil
avaliagdo quantitativa para cada efeito isoladamente. Uma planta
sadia e bem desenvolvida deve ser menos susceptivel ao ataque de
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planta hospedeira, crescendo benignamente na superficie do
vegetal, e alcancar populacdes elevadas sem expressar os fatores
de viruléncia requeridos para a colonizacdo de tecidos internos.
Deste modo, os mecanismos de defesa do vegetal sdo confundidos
e sua expressao nao é ativada, pois sdo na maioria iniciados a partir
da percepcdo de fatores de viruléncia. Assim, apenas depois de
alcancar altos niveis populacionais, os fatores bacterianos de
viruléncia sdo ativados através do quorum sensing, e uma
colonizacao efetiva dos tecidos internos do vegetal é atingida antes
gue o0s mecanismos de defesa sejam mobilizados de forma
eficiente. Existe também uma economia energética pela bactéria,
pois 0s genes envolvidos na interacdo com o hospedeiro possuem
pouca ou nenhuma relevancia fora deste contexto (Keen, 1999).
Como diferentes espécies de bactérias produzem autoindutores
idénticos, ou quase idénticos, estes sinais potencialmente podem
ser percebidos ndo apenas pela espécie produtora, mas também
por outras espécies presentes no mesmo ambiente, e portanto
tornarem-se ativos, inclusive pelo organismo hospedeiro. Se o
fenotipo de células individuais frequentemente refletem a regulagéo
ao nivel populacional (multicelular), entdo o entendimento das
bactérias e sua funcdo em determinado nicho, requer a
consideracdo destes organismos ndo apenas como células
independentes, mas como membros de um grupo maior e
organizado (Gray, 1997).

As moléculas sinalizadoras de quorum sensing sdo por vezes
denominadas de feromonios, ou autoindutores. Estes sistemas de
sinalizacdo fazem parte de um mecanismo regulatério de dois
componentes, e possuem como modelo o sistema regulatério de
fluorescéncia de Vibrio fischeri, o primeiro e o mais estudado. Neste
sistema, 0 autoindutor é transcrito pelo primeiro componente do
sistema (um gene homodlogo ao gene luxl), que liga-se a uma
proteina chamada receptora e transcrita pelo segundo componente
deste sistema regulatorio (um gene homélogo ao luxR). O complexo
autoindutor-receptor, quando presente em alta quantidade na célula
bacteriana (0 que significa elevada densidade populacional no
meio), liga-se a promotores especificos e ativam a
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transcricdo de outros genes (Winans, 1998). Apenas quando um ou
mais moléculas sinalizadoras acumulam-se no ambiente externo,
através da elevada densidade populacional bacteriana, ou quando a
célula esta confinada a um ambiente que permita o acimulo do sinal
a um nivel de concentragéo basal, é que o sistema regulatorio torna-
se ativo. Algumas fungdes ja4 foram identificadas com base neste
sistema de quorum sensing regulagdo génica, como luminescéncia,
conjugacdo, producdo de antibidticos e viruléncia. Entretanto, a
enorme quantidade de reguladores que atuam no quorum sensing
sugere que o0 acumulo de autoindutores é apenas um dos critérios
envolvidos na ativacdo de funcbGes de resposta relacionadas a
densidade populacional, e fatores nutricionais certamente estdo
envolvidos. Assim, bactérias devem possuir mecanismos de iniciar
diferentes conjuntos de genes relacionados a atividade do grupo,
dependendo de condi¢cbes ambientais especificas, quando altas
densidades populacionais sdo atingidas (Gray, 1997). O
entendimento do funcionamento destes mecanismos de
patogenicidade, bem como os mecanismos analogos de simbiose,
podem levar a alteragcdo da microflora associada aos vegetais, e
consequentemente  ao aumento da  produtividade  de
agroecossistemas (Keen, 1999).

3. Estabelecimento da associacao

Para que uma associacdo natural (endofitica ou patogénica) seja
estabelecida com sucesso, primeiro deve ocorrer a colonizagdo do
nicho da associacao, seja ele a rizosfera ou os tecidos internos de
uma planta. Este processo de colonizagdo € um fenémeno
complexo e se encontra sob a influéncia de vérios parametros. A
determinacdo destes parametros mais importantes €& feita
principalmente, através do estudo comparativo de estirpes mutantes
e selvagens em determinada caracteristica que se acredita im-
portante no processo de colonizagdo. Desta forma foram identifica-
dos genes de motilidade, de producdo de lipopolissacarideos, sin-
tese de moléculas de superficie celular, prototrofia de aminoacidos e
vitaminas, producdo de NADH desidrogenase, enzimas envolvidas
no rearranjo das moléculas de DNA, manutencdo do pH interno.
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ser a capacidade de metabolizar compostos especificos produzidos
pelas plantas (como os exudatos da raiz), transformando-os em
compostos inibitérios aos patdégenos. Isto porque nao existe
necessariamente correlagédo entre a capacidade inibitéria observada
em condi¢des de laboratorio, onde a producédo destes compostos €
favorecida, e a atividade de biocontrole exercida in vivo (Stephens et
al., 1993). Como existem um numero limitado de sitios de infecgédo
por onde fitopatbgenos conseguem invadir os tecidos vegetais,
bactérias saprofiticas que competem por estes mesmos sitios
podem diminuir a incidéncia de doengas. Da mesma forma, o uso de
estirpes ndo patogénicas, variantes das patogénicas, podem
competir pelo mesmo nicho de infeccdo (Glick & Bashan, 1997).
Uma caracteristica importante da competitividade no controle de
patbgenos €é a capacidade dos organismos introduzidos
permanecerem e proliferarem no ambiente de controle. Porém,
como anteriormente discutido, vérios fatores bioticos e abioticos
influenciam a capacidade de colonizagdo e sobrevivéncia de um
microrganismo na superficie ou no interior dos vegetais.

6.8. Niveis vegetais de etileno

A resposta das plantas a diferentes formas de estresse, inclusive
infeccdes fitopatogénicas, envolve a produgdo enddgena de etileno.
A percepcdo destas moléculas pelas células vegetais promove o
desencadeamento de diversos e diferentes processos de resposta a
estresse, que levam a senescéncia das células préximas ao sitio de
producdo de etileno. O etileno é aceito como uma molécula
mensageira secundaria, e estimula a senescéncia, abscisdo de
frutos ou de folhas, desenvolvimento de doencgas, inibicdo do
crescimento, sintese de enzimas (quitinase) e antibidticos. Uma
grande parte dos danos produzidos por interacdes fitopatogénicas
ocorre como resposta da planta a niveis elevados de etileno
enddgeno. Algumas BPCV como Pseudomonas putida possuem a
capacidade de sintese da enzima ACC desaminase (1-
aminociclopropano-1-carboxilato, sem funcdo conhecida nas células
bacterianas), e que podem atuar na modulacao dos niveis de etileno
vegetal endbégeno (Glick & Bashan, 1997; Mayak et al., 1999). A
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6.5. Compostos antifungicos

Diversos compostos metabdlicos de baixo peso molecular,
produzidos por bactérias do tipo BPCV, possuem atividade anti-
fungica. O cianeto de hidrogénio é um destes compostos, produzido
por Pseudomonas, e ativo contra fungos de solo. Além da
capacidade de producgdo de compostos antifungicos, bactérias como
Cladosporium werneckii, Pseudomonas (Burkholderia) cepacia e P.
solanacearum possuem a capacidade de hidrolisar o acido fusérico,
produzido durante a infeccdo de tecidos vegetais susceptiveis a
fungos do género Fusarium. Esta inativacdo ou degradacdo do
acido fusérico, previne danos causados aos vegetais e permite
assim a ativagdo dos mecanismos de defesa (Glick & Bashan,
1997).

6.6. Producao de enzimas

Algumas BPCV produzem enzimas que atuam na lise de células
fungicas, como quitinases, &-1,3-glucanase, proteases e lipases.
Algumas espécies produtoras de enzimas de lise fangica séo
Pseudomonas stutzeri (quitinase e laminarase), Pseudomonas
(Burkholderia) cepacia (a-1,3-glucanase), Enterobacter agglomerans
(complexo enzimatico quitinolitico), e Serratia marcescens
(quitinase). A atividade destas BPCV foram identificadas contra
doengas provocadas por fungos de solo, como Fusarium solani,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium ultimum, entre outros.
Geralmente, quando ocorre este tipo de controle por BPCV, mais de
uma enzima (gene) é ativa (Chet & Inbar, 1994).

6.7. Competicao

A competicdo por nutrientes e nichos ecologicos, na superficie ou
em tecidos internos vegetais, pode ocorrer concomitantemente aos
mecanismos anteriormente citados de antibiose, producdo de
sideroforos, metabdlitos antifungicos e enzimas, amplificando o
potencial de protecdo contra fitopatdgenos. O principal fator de
influéncia na capacidade de BPCV atuarem como agentes efetivos
de biocontrole por mecanismos de competicdo, pode ser a
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Estes genes atuam por exemplo nos processos de quimiotaxia,
adesao das células na superficie radicular, comunicacao bioquimica
com a planta hospedeira, modificagbes nas fungbes celulares,
adaptacdo ao ambiente endofitico, entre outras fungbes néo
descritas. Muitos dos genes identificados possuem similaridade (em
relacdo a sequéncia de aminoacidos) entre diversos géneros de
bactérias, incluindo algumas patogénicas, sugerindo que 0s passos
iniciais da interacdo com a planta sejam conservados. Desta forma,
percebe-se que varios genes estao envolvidos na colonizacao
vegetal, sob interacBes epistaticas complexas de diferentes grupos
de genes. Assim, destaca-se que um estabelecimento efetivo de
uma espécie utilizada como inoculante, sera dependente da
competéncia no ambiente de rizosfera e da sua estabilidade no local
de atividade, ao longo do tempo (Steenhoudt & Vanderleyden,
2000).

Em ambientes naturais, o primeiro passo a coloniza¢éo é o encontro
fisico entre a bactéria e a planta hospedeira. Este passo pode
ocorrer ativamente, atravées dos mecanismos de motilidade do
microrganismo ou pelo crescimento das raizes, ou de forma passiva
guando o microrganismo é "transportado” pela solugcao do solo. A
movimentacao dos microrganismos em direcdo as raizes da planta
ocorre quando existe um reconhecimento quimico, denominado
quimiotaxia, e se acredita que 0s microrganismos sejam atraidos
pelo gradiente de fonte de carbono (exdudatos radiculares) existente
entre 0 solo e a rizosfera. A funcdo quimioatrativa exercida pelos
exudatos da raiz possuem certo grau de especificidade (Benizri et
al., 2001). A partir deste reconhecimento, a colonizagdo da
superficie radicular ocorre por duas etapas independentes, onde
primeiro ocorre uma fraca adsorcdo inicial dita reversivel, e um
ancoramento irreversivel dirigido por proteinas extracelulares de
origem bacteriana (Michiels et al.,1991). Esta ultima etapa pode
estar sob o comando de sinais moleculares emitidos pelas raizes da
planta hospedeira (Buell & Anderson, 1993). Apés esta colonizagéo,
a sobrevivéncia do microrganismo ao longo do tempo ainda esta sob
influéncia direta de fatores bidticos e abidticos existentes no
ambiente. Estudos de inoculagdo demonstram que a sobrevivéncia
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de espécies bacterianas na rizosfera possui correlagcdo positiva com
parametros fisicos do solo, como o teor de argila, de matéria
orgéanica e de nitrogénio, e uma correlagdo negativa com o teor de
areia e carbonato de calcio. Nenhuma influéncia de parametros
como o pH e contetdos de P e K foi observada. A temperatura do
solo também tem influéncia na sobrevivéncia de microrganismos,
sendo que temperaturas baixas aumentam a colonizacdo das
raizes, mesmo ndo sendo adequadas ao rapido desenvolvimento
radicular. A densidade do solo é outro parametro estudado com
influéncia positiva sobre a colonizagdo bacteriana (Benizri et al.,
2001). Fatores bidticos também influenciam a colonizacdo da
rizosfera, como a existéncia de predacdo por protozoarios, a
gualidade dos exudatos radiculares (que podem atingir 40 a 90% do
carbono translocado para as raizes). Os exudatos radiculares séo
classificados em cinco tipos: difusatos, secrecdes, lisatos, gases e
mucilagem. As plantas sdo capazes de liberar estes compostos no
solo, e também de reabsorverem estes rizodepositos, balanceando
o fluxo de carbono na rizosfera. Este tipo de recaptura permite aos
vegetais um certo controle sobre o tamanho das comunidades
microbianas associadas a rizosfera. Deve-se ter em mente que a
disponibilidade de outros nutrientes minerais também pode limitar o
crescimento microbiano, e ndo apenas o carbono. Além dos fatores
biéticos relacionados a interacdo com o0s vegetais, existe também a
competicdo entre os organismos do solo, que também objetivam
uma permanéncia no ambiente de modo eficiente. Fendbmenos de
antibiose, densidade populacional, capacidade de degradar
moléculas energeticamente estaveis e/ou quimicamente repelentes
sdo ativos na capacidade de colonizacdo da rizosfera (Benizri et al.,
2001).

A partir de uma colonizagdo efetiva da rizosfera, o alcance de
tecidos vegetais internos, aqui convencionado como habitat
endofitico, torna-se praticamente uma consequéncia. Ressalta-se
que este habitat referido como endofitico, pode compreender alguns
tecidos vegetais mortos no interior da epiderme radicular, e as
células do cortex, aonde as bactérias penetram pela via apoplastica.
Desta maneira, vemos que a existéncia de colbnias microbianas na
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1992). Varios fatores estdo envolvidos na eficiéncia da supresséo de
organismos patogénicos do ambiente de rizosfera, como a espécie
vegetal, a composicao do solo, o patdégeno a ser suprimido, a
espécie bacteriana produtora do sideréforo e a afinidade do
sideréforo pelo ion ferro, entre outros. Este mecanismo de controle €
eficaz somente quando a disponibilidade de Fe* é muito baixa,
sendo esta disponibilidade relacionada ao pH do solo (menores

valores de pH, maior disponibilidade de Fe*.

6.4. Antibiose

A producdo de antibiéticos € um dos mecanismos mais eficientes
utilizados por BPCV para o controle de fitopatdgenos, pois atuam
em baixas concentracdes diretamente sobre o metabolismo das
células. Entretanto, a acdo efetiva de um antibiético contra uma
estirpe de fitopatégeno (ou patovar) pode ndo ter a mesma
eficiéncia sobre outra estirpe da mesma espécie, pela existéncia de
mecanismos genéticos de resisténcia, ou ainda perder a eficiéncia
devido a condic¢des variaveis do ambiente. As espécies microbianas
mais estudadas e consideradas as mais eficientes no controle de
patdégenos através da producao de antibiéticos pertencem ao género
Pseudomonas (P. putida e P. fluorescens), e atuam sobre fungos e
bactérias patogénicas. Existe um produto comercial na Austrélia
desenvolvido para o controle de Agrobacterium tumefasciens em
cultivos de frutiferas, baseado na antibiose promovida por outra
espécie de Agrobacterium (A. radiobacter, estirpe K84). Como pode
ocorrer o desenvolvimento de resisténcia ao antibidtico (agrocina
84) por A. tumefasciens pela transferéncia de plasmideos, ou pela
incorporacdo de genes de resisténcia, a utilizacdo deste tipo de
controle deve ser bastante criteriosa e baseada em estratégias que
evitem, ou minimizem, este tipo de ocorréncia (Glick & Bashan,
1997).
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6.2. Biocontrole de fitopatégenos

As perdas de produtividade devido a ocorréncia de fitopatdbgenos
sdo estimadas entre 25 a 100%, dependendo da cultura e da
doenca em questdo. Além disso, na maioria das ocorréncias
fitopatogénicas, a auséncia de sintomas visiveis pode se prolongar
muito, sendo que apenas ligeiras alteracbes ambientais podem
ocasionar a disseminagao generalizada de uma certa doenga (Glick
& Bashan, 1997). Além disso, muitos dos produtos utilizados para o
controle de doencas e bactérias fungicas produzem péssimas
consequéncias ao ambiente, aos organismos que ndo sao o objetivo
do controle e ao homem. Vérias substancias produzidas por BPCV
possuem efeito de controle sobre os danos causados por
fitopatbgenos. Entre eles, destacam-se os sideroforos, o0s
antibioticos, enzimas e outras moléculas. Deve-se contudo ressaltar
gue a maioria dos casos de controle eficiente foram realizados em
condi¢cBes controladas de laboratério ou de casa de vegetacgao.

6.3. Producdo de sideréforos

Sideréforos sdo moléculas sequestradoras de ferro de baixo peso
molecular (400 a 1000 Daltons) e elevada afinidade pelo substrato
(Kd 10% a 10™°), secretadas por microrganismos em resposta a
baixa disponibilidade de Fe™ em solucdo. Estes compostos atuam
do lado externo da membrana celular, capturando moléculas de
ferro em solucdo e ligando-se especificamente a receptores do
complexo localizados na membrana, por onde sdo absorvidos,
tornando assim o ferro absorvido disponivel para o crescimento dos
vegetais (Neilands & Leong, 1986). Estes compostos atuam como
promotores de crescimento pela capacidade de prevenir a
proliferacédo de fitopatdgenos no ambiente rizosférico, sequestrando
a maioria do Fe*® disponivel e desta forma facilitando o crescimento
vegetal. Alguns fungos fitopatogénicos também possuem a
capacidade de sintese de sideroforos, porém com uma afinidade
menor pelo substrato e ainda podem ser utilizados por bactérias. Os
vegetais dificilmente sofrem limitagbes de crescimento por
deficiéncias de ferro, e possuem inclusive moléculas de membrana
receptoras do complexo ferro-sideroforo bacteriano (Bar-Ness et al.,
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superficie das raizes acaba por inserir células destes organismos
em nichos mais protegidos, causando ou ndo a morte de células
vegetais. A separagdo entre  microrganismos exo ou
endorradiculares (exo ou endofiticos) se torna uma questédo
controversa (van Peer et al., 1990). McCully (2001) destaca como o
verdadeiro habitat endofitico apenas 0s espacgos intercelulares
parenquimatosos dos vegetais, ndo considerando como endofiticos
0S microrganismos que estejam eventualmente presentes
colonizando os tecidos mortos das raizes. Uma avaliagdo mais
detalhada sobre a estrutura de comunidades microbianas
associadas as plantas, bem como a sua funcéo e localizagéo, ainda
precisa ser determinada para um melhor entendimento das relacbes
ecoldgicas existentes. Interacbes positivas entre organismos
endofiticos e a planta hospedeira podem resultar em uma variedade
de efeitos benéficos, similares ou mesmo complementares aos
produzidos por organismos de rizosfera (Sturz & Nowak, 2000).

4. Bactérias endofiticas e efeitos promotores de
crescimento

Bactérias de vida livre associadas a rizosfera, bem como bactérias
endofiticas, serdo aqui referidas como bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV), que podem afetar o crescimento das
plantas de véarios modos. Tanto mecanismos diretos, como
mecanismos indiretos de promocdo do crescimento vegetal podem
ocorrer nos sistemas naturais. Os mecanismos de acéo direta das
BPCV incluem por exemplo a fixacdo biol6gica de nitrogénio,
sintese de sideroforos, producdo de fitormonios, solubilizacdo de
fosforo e aceleracdo dos processos de mineralizagdo. Os
mecanismos de acgdo indireta incluem a indugdo de resisténcia
sistémica nos vegetais, producdo de siderdforos, diminuicdo de
fatores de estresse como o etileno endbégeno, producdo de
antibiéticos e antagonismo a fitopatdgenos, entre outros fatores.
Como muitas BPCV possuem a capacidade de atuar em diversos
destes mecanismos, uma espécie em particular deve utilizar
diferentes modos de acdo durante o ciclo do vegetal, e o impacto
desta espécie de BPCV no crescimento da planta, ird depender das
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propriedades fisico-quimico-biolégicas do solo aonde esta
desenvolve-se.

Varias familia vegetais apresentam comunidades endofiticas que
produzem algum efeito promotor de crescimento. Em batata, por
exemplo, cerca de 10% do total de bactérias endofiticas isoladas
apresentou algum efeito promotor de crescimento, incluindo efeitos
significativos no numero de raizes, peso seco de raizes,
comprimento do colmo, formacdo de pélos foliares, emergéncia de
raizes secundarias e contetdo total de lignina (Hallmann et al.,
1997). Nestes casos, incrementos na absorcdo de minerais e
melhoria na eficiéncia de utilizacdo da dgua podem ser alguns dos
fatores ativos na promocdo do crescimento vegetal, além das
possiveis contribuicdes via fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN).
Existem inclusive estudos realizados com bactérias diazotrdéficas,
impedidas de fixar o nitrogénio atmosférico através de mutacao
especifica, aonde se observam efeitos promotores de crescimento
(Hurek et al., 1994; Sevilla et al., 1998).

A promogdo do crescimento vegetal mediada por bactérias
endofiticas também pode ocorrer através de mecanismos indiretos,
como a supressdo de microrganismos deletérios do ambiente
endofitico através de mecanismos de competicdo ou antibiose, por
exemplo (Nejad & Johnson, 2000; Chen et al., 1995; Brooks et al.,
1994). Como as bactérias endofiticas colonizam nichos ecolégicos
muitas vezes idénticos aos nichos ocupados por espécies
fitopatogénicas, em especial os patdgenos de tecidos vasculares,
esta funcdo de biocontrole pode ser uma importante arma de
protecdo de plantas oriundas de microcultivos, e na formacéo de
mudas sadias para utilizacdo comercial. Além das espécies
endofiticas, as espécies colonizadoras de rizosfera, que podem
desenvolver processos de colonizacdo endofitica em algumas
plantas hospedeiras, sdo outros importantes agentes de biocontrole.
Especial atencdo deve ser dada ao uso de bactérias endofiticas
para o controle de fungos fitopatogénicos, pois elas devem ser
totalmente compativeis com a presenca de fungos micorrizicos,
componentes importantes e de ocorréncia generalizada nos
sistemas agricolas (Tsimili-Michael et al., 2000; Vazquez et al.,
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como o0 uso conjunto de fungos micorrizicos arbusculares pode
prover uma nutricdo vegetal mais equilibrada e apresentar efeitos
sinergisticos na promocdo do crescimento (Belimov et al., 1995;
Kundu & Gaur, 1984).

O principal mecanismo de ac¢do na solubilizacdo de P mineral é
através dos &cido organicos sintetizados por microrganismos, o que
também promove a acidificacdo da célula microbiana e o ambiente
ao seu redor. Entre estes &cidos, o acido glucénico aparece como o
agente mais frequente de solubilizacdo. Outros acidos envolvidos na
solubilizacdo de fosfatos sdo os &cidos 2-cetoglucdnico, latico,
isovalérico, isobutirico, e acético (Rodriguez & Fraga, 1999). Além
dos &cidos organicos, a liberacdo de protons H* para a superficie
celular externa nos processos de absor¢do de céations ou através do
auxilio das ATPases, a producao de substancias quelantes ou a
producdo de A&cidos inorganicos (sulfidrico, nitrico e carb6nico),
podem constituir mecanismos alternativos na solubilizagdo de
fosfatos inorganicos.

A solubilizacdo de fosfatos orgéanicos, também chamada
mineralizacéo, ocorre a partir de restos vegetais e animais contendo
elevados teores de compostos fosfatados. Numerosas espécies
saprofiticas realizam a decomposicdo da matéria organica do solo,
que liberam o radical ortofosfato da estrutura de carbono da
molécula, por processos de respiracdo e sob forte influéncia de
fatores ambientais. As principais moléculas fornecedoras de P
através da mineralizacdo sdo os acidos nucléicos, fosfolipideos e
acucares fosfatados, facilmente degradados, e o &cido fitico,
polifosfatos e fosfonatos que s&o mineralizados mais lentamente.
Esta mineralizagdo é promovida por enzimas chamadas fosfatases,
ou fosfohidrolases, classificadas em &cidas ou alcalinas de acordo
com o pH 6timo de atividade. Estas enzimas podem ser secretadas
fora da membrana plasmatica, ou permanecerem retidas na
membrana como proteinas soluveis (Rodriguez & Fraga, 1999).
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ocorréncia natural na atuacdo, funcdo e efeitos oriundos da
associacgéo na fisiologia vegetal.

6. Outros efeitos promotores de crescimento

6.1. Solubilizacado de fésforo

Apesar dos teores de fosforo (P) no solo serem relativamente
elevados (400 a 1200 mg/kg de solo), a concentracao de P solavel,
disponivel para assimilacdo pelas raizes vegetais € muito baixa,
normalmente 1 mg/kg de solo ou menos (Raghothama, 1999). Seu
ciclo ndo possui intercambio com a atmosfera, sendo regido
principalmente por microrganismos. A principal fonte de P para o
solo sdo minerais primarios, como as apatitas. Em segundo lugar
vem a matéria organica do solo, que pode constituir 30 a 50 % do P
do solo; este P organico esta principalmente na forma de fosfato-
inositol (fitato), sintetizado por microrganismos e plantas. Diferentes
espécies de bactérias foram identificadas como capazes de
solubilizar compostos fosfatados inorganicos, como os fosfatos di e
tricalcico, hidroxiapatitas e rochas fosfatadas. Incluem-se os
géneros Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium como principais, e
outras como Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium e Erwinia. Existem
populacdes consideraveis deste grupo de bactérias no solo e na
rizosfera vegetal (Rodriguez & Fraga, 1999). A solubilizacdo de P
também estd relacionada a fatores ambientais como niveis
nutricionais e interagdo com outros organismos do ambiente, assim
como outras formas ja discutidas de promocdo do crescimento de
plantas.

Mesmo a diversidade de bactérias solubilizadoras de P presentes no
solo sendo grande, os niveis populacionais observados geralmente
sdo baixos para que ocorra uma competicdo com outras bactérias
comumente associadas a rizosfera. Para que a quantidade de P
liberado por estes organismos seja suficiente para promover o
crescimento vegetal, deve-se promover a inoculagdo destes
organismos em concentragbes elevadas. A co-inoculacdo de
espécies solubilizadoras de P com espécies diazotroficas, bem
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2000). Além da atuacdo direta do metabolismo de bactérias
endofiticas sobre a atividade de organismos patogénicos, a
ocorréncia de colonizagdo endofitica por BPCV pode induzir
respostas sistémicas de resisténcia nas plantas, chamadas SAR
(Systemic Acquired Resistance). Este fendbmeno ocorre apos a
exposicdo da planta a um agente indutor, ativando 0s seus
mecanismos de defesa ndo apenas no sitio de indugdo, como
também em tecidos distantes, de forma mais ou menos
generalizada (Sticher et al., 1997). O agente indutor pode ser um
ativador quimico, extratos de células de microrganismos ou
microrganismos vivos. Nesse Ultimo caso, quase sempre 0s agentes
sdo classificados como (rizo)bactérias promotoras do crescimento
(Kloepper, 1996; Kloepper et al., 1997b).

A esse respeito, existem casos comprovados em que a inoculacao
com BPCV a rizosfera torna a parte aérea mais resistente a
patogenos (Kloepper, 1996; Liu et al., 1995; Wei et al.,, 1996)
Pesquisas tém mostrado, embora ainda ndo consigam explicar com
clareza, que certas BPCV parecem atuar como agentes indutores de
resisténcia sistémica, no sentido em que a planta fica protegida
contra mais de um patdégeno, ao contrario do controle bioldgico
classico que implementa o controle de forma mais especifica (Wei et
al., 1996). Os mecanismos evolvidos no desencadeamento da
resposta jA possuem alguma clareza, embora ainda ndo se sabe
como BPCV permanecem associadas aos vegetais apOs terem
elicitado uma resposta sistémica de defesa da planta. A resposta
hipersensivel desencadeada por bactérias inicia-se pela percepcao
dos elicitores bacterianos (moléculas de proteina de baixo peso
molecular), na superficie ou no interior da célula vegetal. A célula
vegetal possui receptores na membrana da plasmalema, que
interagem com as moléculas elicitoras, desencadeando a resposta
hipersensivel, que por sua vez inicia a resisténcia sistémica (He,
1996). As moléculas elicitoras podem ser o acido salicilico,
peptideos (sisteminas), acido jasmonico e metil-jasmonatos e o
etileno (Enyedi et al., 1992).
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Romeiro (2003) destaca a experiéncia chinesa, aonde desde a
década de 60 até os dias atuais, existe o uso rotineiro de
rizobactérias como ativadoras de defesas e como promotoras de
crescimento de plantas. A microbiolizacdo de sementes antes do
plantio, com propagulos de rizobactérias, tem sido prética
agronOmica rotineira na China Continental, aonde ocorre a
distribuicdo de 3.000 toneladas de inoculante de BPCV aos
agricultores todos os anos, para serem utilizadas em 35.000.000 de
hectares (Chen et al., 1995). Como a maioria dos agentes quimicos
de controle de fitopatégenos sdo deletérios para o homem e os
animais, além de persistirem e acumularem nos ecossistemas
naturais, é altamente desejavel que substitua-se estes pesticidas
por agentes de controle biolégicos.

5. Promoc¢éao do crescimento vegetal

5.1. Fixacéo Biolégica de Nitrogénio (FBN)

A promocéo do crescimento vegetal por BPCV ocorre tanto pela
transferéncia de moléculas sintetizadas pela bactéria para a planta,
ou pelo incremento na absorcdo ou aumento da disponibilidade de
certos elementos nutricionais. O mecanismo mais estudado de
promogdo do crescimento vegetal por bactérias endofiticas
compreende a fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) por organismos
procariotos, e a transferéncia e/ou disponibilizagdo deste nitrogénio
assimilado para o metabolismo vegetal. A contribuicdo de bactérias
endofiticas para a nutricdo de plantas leguminosas através da FBN
€ bastante conhecida. Nestas associacdes, bactérias Gram-
negativas conhecidas com rizébios (Rhizobium, Azorhizobium,
Allorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorizobium, Mesorhizobium),
colonizam tecidos vegetais internos (raizes e por vezes o0 colmo)
como simbiontes, causando o desenvolvimento de estruturas de
simbiose altamente especializadas denominadas de nédulos. Estas
estruturas sdo formadas por interferéncia de sinais moleculares
trocados entre a planta hospedeira e a bactéria. Existe
especificidade na interacdo entre a planta e a bactéria na formacéo
eficiente dos nddulos, onde espécies individuais ou estirpes de
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isolamento de mutantes naturais impossibilitados na capacidade de
produzir auxinas, reforcam a existéncia de varias vias biossintéticas
de producdo de AIA, além de ser potencialmente um gene de
relevancia nas fungbes celulares. Sua capacidade de sintetiza-lo
pode ser inclusive por uma via independente de triptofano, muito
comum aos vegetais e ndo em microrganismos (Prinsen et al.,
1993). Em Azospirillum, a expressdo do gene ipdC, que codifica a
enzima descarboxilase indol-3-piruvato ativa na biossintese de AlA,
€ regulada por niveis exdégenos de auxinas sintéticas ou naturais, e
ndo por precursores de auxina (triptofano, acido acético ou &cido
propidnico). Também existem claras evidéncias de que a sintese de
AIA em Azospirilum seja regida por mecanismos de quorum-
sensing (Vande Broek et al., 1999).

Existe também uma hip6tese de que citocininas sao produzidas
exclusivamente por microrganismos associados aos vegetais
(Holland, 1997). Neste modelo de simbiose, as plantas fornecem
nutrientes e um habitat fisico, enquanto os microrganismos sao
responsaveis pela eliminacéo de catabolitos toxicos gerados durante
o0 crescimento vegetal. A hipGtese apresenta o fato da elevada
ocorréncia de bactérias metilotroficas facultativas no reino vegetal,
inclusive em cultivos de célula aparentemente isentos de
contaminacdo, e a incapacidade de identificar genes para a
biossintese de citocininas nas plantas, aonde identificam-se apenas
genes de resposta a citocinina. E postulado que o crescimento
normal da célula vegetal produz uma diversidade de subprodutos
toxicos a célula (como o metano); a percepcao pela planta do
hormonio citocinina, diretamente relacionado ao crescimento e
divisdo celular, indicaria a existéncia destas bactérias encarregadas
da limpeza destes metabdlitos secundarios, desta forma liberando o
crescimento. A incapacidade de provar experimentalmente esta
hipotese deixa-a aceita apenas como especulativa. Mesmo que
nunca venha a ser provada como verdadeira, a importancia por ela
resgatada, com referéncia aos microrganismos endofiticos
simbiontes no controle do desenvolvimento vegetal deve ser
considerada, pois cada vez mais evidenciam-se novas formas de
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sintese de auxinas para a planta, como a interacdo patogénica da
formacédo de galhas por Agrobacterium tumefasciens (Gaudin et al.,
1994; Costacurta & Vanderleyden, 1995). Efeitos promovidos por
substancias ativas como fitormdnios produzidas por bactérias,
também podem ocorrer através da liberagdo de auxinas no interior
da planta por bactérias endofiticas, por exemplo (Glick, 1995), ou
producéo de auxinas na filosfera ou na rizosfera por Pseudomonas,
por exemplo (Loper & Schroth, 1996). Entre os efeitos de estimulo
de crescimento vegetal, ocorrem estimulos ao desenvolvimento de
raizes laterais e elongamento das raizes primérias. De certa forma a
promocdo do crescimento vegetal est4d associada ao nivel
populacional da espécie microbiana associada, que ira refletir na
guantidade de fitorménio disponivel a planta, o que ir4 afetar quando
a promog&o ou a inibicdo do crescimento das raizes ocorrera, e este
nivel esta sujeito a varias etapas de regulacdo (Patten & Glick,
1996).

Os mecanismos genéticos de regulacao da biossintese de auxinas
por bactérias como Pseudomonas, Agrobacterium, Rhizobium,
Bradyrhizobium e Azospirillum, estdo correlacionados fungdes que
influenciam a fisiologia e o desenvolvimento da planta hospedeira.
Em bactérias patogénicas como Pseudomonas e Agrobacterium, a
producdo de auxinas pode ser por vias genéticas presentes em
plasmideos ou no cromossoma, além de possuirem genes com a
capacidade de conjugar auxinas livres (exdgenas) ou hidrolisar
formas conjugadas de auxinas e citocininas, mantendo o controle do
nivel hormonal dentro das células da planta hospedeira. Além disso,
Agrobacterium possui genes que fazem parte do operon (conjunto
de genes de uma via biossintética) de auxinas e citocininas
envolvidos na sensibilidade dos niveis destes fitorménios nos
tecidos vegetais transformados, levando a mais um controle dos
niveis hormonais produzidos. Em bactérias simbiontes do grupo
rizobio, a sintese de auxinas e a alteracdo da propor¢do entre
auxinas e citocininas esta relacionada a capacidade de iniciacdo da
formacdo dos nodulos (Costacurta & Vanderleyden, 1995). Em
Azospirillum, o principal fitorménio produzido é uma auxina (AlA).
Assim como em outras espécies capazes da sintese de auxinas, 0
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bactéria promovem a formacdo destas estruturas em um conjunto
de espécies vegetais quase sempre filogeneticamente relacionadas
(Long, 1996). Alguns actinomicetos (género Frankia) sdo capazes
de produzirem nodulos simbidticos em plantas pertencentes a 24
géneros de oito familias, onde os modos de infec¢céo e formacado de
nédulos sdo analogos aos observados nas interagdes entre rizobio e
leguminosas (Marin et al., 1999). Uma vez que ocorre a formacao de
nédulos funcionais, 0s rizobios assumem uma morfologia
caracteristica de associacdes simbidticas (bacterodides), e fixam
ativamente o nitrogénio atmosférico que é transferido para a planta
hospedeira em troca de fotoassimilatos. Este processo simbidtico é
extremamente importante em cultivos comerciais de alguns legumes
(soja e caupi, por exemplo), e na recuperacao de areas degradadas
(Franco & Faria, 1997; Hungria et al., 2000).

Outras espécies de bactérias tipo BPCV podem atuar nas relacdes
entre rizébios e leguminosas, promovendo incrementos no
crescimento vegetal e no rendimento de graos, no N total
biologicamente fixado, além de melhorias no aproveitamento do N
obtido pela planta através da simbiose com rizobios. Estes efeitos
podem ser devidos a diversos mecanismos, entre eles uma
antecipacdo na FBN dos nodulos, incrementos na massa seca de
nédulos (Dashti et al., 1998; Singh & Subba Rao, 1979), promocao
da ocorréncia de nodulacdo heteréloga através do aumento da
formacdo de pélos radiculares e raizes secundarias - aumento nos
sitios de infec¢do (Srinivasan et al., 1997), inibicédo de fitopatégenos
e producdo de fitormbnos (Aradjo & Hungria, 1999), influéncias na
particho de matéria seca entre as raizes e a parte aérea (El-
Mokadem et al., 1989). Entre as espécies de BPCV envolvidas
estdo algumas pertencentes aos géneros Serratia, (S. liquefasciens
e S. proteamaculans), Bacillus (B. megaterium, B subtilis),
Azospirilum (A. brasilense, A. lipoferum) e Azotobacter (A.
chroococcum). Estes efeitos promovidos pela co-inoculacdo de
BPCV e rizObios parece estar sobre a influéncia de sinais
especificos, ou semi-especificos, entre os genoétipos bacterianos
envolvidos e o gendtipo da planta hospedeira.
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Entre espécies ndo leguminosas, a ocorréncia da FBN ainda é
motivo de muita discussdo. Estudos sobre o balanco de N,
incorporacdo de '°N por diluicdo isotopica ou abundancia natural,
fornecem evidéncias da ocorréncia de fixacao biolégica de N em
plantas ndo leguminosas, especialmente em gramineas, tanto sob
condi¢cbes controladas como em condicbes de campo. Porém,
devido a falha na identificagdo de uma ou mais espécies bacterianas
responsaveis pelas contribuicbes atribuidas a FBN, ndo se obtém
uma avaliagéo conclusiva sobre a existéncia de simbiose ou apenas
0 aproveitamento de N incorporado no sistema solo-planta por
bactérias de vida livre. Mesmo estudos sobre a identificagdo de
expressao de genes (andlises de RNAr) in situ, ou a deteccao de
proteinas relacionadas a FBN (complexos | e Il da nitrogenase) e
sua atividade, ndo foi ainda observada a transferéncia de N
biologicamente fixado para a planta hospedeira, semelhante ao
modo observado na associagdo de rizobios com leguminosas. Além
disso, ainda néo foi observada a presenca de colonizacdo endofitica
dentro de células vivas e funcionais (James et al.,, 1999). A
mineralizacdo de compostos nitrogenados presentes nas células
diazotroficas ainda ndo pode ser descartada como fonte de N
atmosférico incorporado aos vegetais. Enquanto as evidéncias
sobre a ocorréncia de transferéncia de N biologicamente fixado para
plantas n&o leguminosas se acumulam, informag¢des sobre os
mecanismos e os modos de transferéncia de N, e sobre as bases
fisiolégicas das associacdes entre bactérias diazotréficas e plantas
nao leguminosas continuam escassos. As contribuigcbes observadas
sdo bastante variaveis, e dependentes de interacbes especificas
entre os gendtipos bacteriano e vegetal (James, 2000). Esta
interacbes possuem um grande potencial de utilizacdo, pelas
caracteristicas ja definidas de colonizagéo, interacdo especifica e
beneficio produzido (Baldani et al., 1997).

5.2. Producgéao de fitormonios

A producgéo de reguladores de crescimento ativos como fitormonios
faz parte do metabolismo de diversas espécies de bactérias
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associadas aos vegetais e podem ser considerados agentes causais
da alteracdo do crescimento e desenvolvimento vegetal (Bashan &
Holguim, 1997). Entre as substancias ativas como fitorménios, foram
identificadas a presenca de auxinas, citocininas, giberelinas e
etileno em condigcbes de cultivo na auséncia de uma planta
hospedeira (Klee et al., 1991; Patten & Glick, 1996; Holland 1997;
Casséan et al.,, 2001). Estes fitormbénios causam modificacdes na
morfologia das raizes, o que pode influenciar a absor¢do de
nutrientes e de agua. A capacidade dos microrganismos produzirem
auxinas esté relacionada a fatores de patogenicidade e de estimulos
ao crescimento vegetal. Diversas auxinas vegetais possuem sua
estrutura quimica identificada, porém dentre elas a mais importante
€ 0 &cido 3-indolacético (AIA). Dentre as vias de biossintese
conhecidas, estdo as vias dependentes de triptofano e as vias
independentes deste aminoacido, mas que ocorrem a partir de seus
precursores, a partir de 3-indolacetamida, acido 3-indolpirtvico e 3-
indolacetonitrilo (Patten & Glick, 1996). Azospirillum possui pelo
menos trés vias de biossintese de AlA, duas das quais dependentes
de triptofano (Prinsen et al., 1993; Lambrecht et al., 2000). Acredita-
se que cerca de 80% das espécies de bactérias isoladas da
rizosfera possuem a capacidade de produzir AlIA (Loper & Schroth,
1986).

Através da producdo de fitormdnios, os microrganismos podem
promover um estimulo ao crescimento vegetal, e aumentar a
producdo de metabdlitos pelas plantas que podem ser utilizados
para o seu préprio crescimento. Ainda, podem exercer a funcéo de
detoxificacdo celular causada por elevados teores de triptofano
(Manulis et al., 1998). Em relacBes patogénicas, as auxinas podem
inibir a producéo de enzimas de defesa pela planta (como quitinases
e a-1-3-glucanases), estando a via de biossintese utilizada para a
sintese de auxina, relacionada ao comportamento epifitico ou
patogénico em Erwinia herbicola (Manulis et al., 1998). O resultado
da interagcdo entre a planta e a bactéria ira depender da
concentracao de fitorménio disponivel as células vegetais. A
interacdo entre fitorménios microbianos e as plantas pode ser
através da transferéncia de genes bacterianos responsaveis pela
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