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RESUMO: Inoculantes contendo bactérias que
promovem o crescimento das plantas podem
aumentar a produtividade e diminuir o custo
econ6émico e ambiental nos sistemas de cultivo.
Dentro deste contexto, no setor de flores e plantas
ornamentais, o uso de bactérias diazotréficas
€ uma abordagem promissora para melhorar a
adaptacéo de orquideas propagadas por cultura
de tecidos ao ambiente ex vitro. Foi realizado o
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isolamento de bactérias diazotroficas das raizes
e folhas de Cymbidium sp. Os isolados foram
usados para inocular mudas de Cymbidium sp.
durante a aclimatizagdo no viveiro. Ap6s 150
dias, as plantas foram coletadas e avaliadas suas
caracteristicas morfolégicas e nutricionais. Oito
estirpes bacterianas foram isoladas contendo
caracteristicas que promovem o crescimento
das plantas: Bacillus thuringiensis, Burkholderia
cepacia, Burkholderia gladioli, Herbaspirillum
frisingense, Pseudomonas stutzeri, Rhizobium
cellulosilyticum,  Rhizobium  radiobacter e
Stenotrophomonas maltophilia. Os isolados
Herbaspirillum frisingense e Stenotrophomonas
maltophilia incrementaram 26% e 29% na
matéria seca de plantas de Cymbidium sp.,
respectivamente, em comparagéo com o controle.
Além disso, H. frisingense incrementou os teores
de N e P, em 68% e 28%, respectivamente, do
que aqueles encontrados nas plantas controle.
Esses isolados, portanto, tém potencial para
aplicacdo como bioestimulantes e biofertilizantes
para promover o crescimento e desenvolvimento
de Cymbidium sp. durante a aclimatizagéao.
PALAVRAS-CHAVE: Orchidaceae, bactérias
diazotréficas, bactérias solubilizadoras de
fosfato, aclimatizagéo.

SELECTION OF GROWTH-PROMOTING
BACTERIA FOR Cymbidium sp. ORCHIDS

ABSTRACT: Inoculants containing bacteria which
promote growth in plants can increase productivity
and both the economic and the environmental cost
in plant crop systems. Similarly, in the flower and
ornamental plant sector, the use of diazotrophic
bacteria is a promising approach for improving
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orchid propagation from tissue culture to the ex vitro environment. We isolated diazotrophic
bacteria from the roots and leaves of Cymbidium sp. The isolates were used to inoculate
Cymbidium sp. plantlets during acclimatization in the nursery. After 150 days, plants were
collected and their morphological and nutritional characteristics assessed. Eight bacterial
strains were isolated containing traits that promote plant growth: Bacillus thuringiensis,
Burkholderia cepacia, Burkholderia gladioli, Herbaspirillum frisingense, Pseudomonas stutzeri,
Rhizobium cellulosilyticum, Rhizobium radiobacter, and Stenotrophomonas maltophilia.
The isolated Herbaspirillum frisingense and Stenotrophomonas maltophilia increased 26 %
and 29 % in dry matter in Cymbidium sp. plants, respectively, compared to the control. In
addition, H. frisingense led to higher contents of N and P, by 68 % and 28 %, respectively, than
those found in the control plants. These isolates, therefore, have potential for application as
biostimulants and biofertilizers to promote growth and development of Cymbidium sp. during
acclimatization.

KEYWORDS: Orchidaceae, diazotrophic bacteria, phosphate-solubilizing bacteria, endophytic
bacteria, acclimatization.

11 INTRODUCAO

A agricultura sustentavel requer a utilizagéo de estratégias que permitam o aumento
da produtividade sem o prejuizo ao meio ambiente, abrindo novas perspectivas para
contribuir no desenvolvimento de novas tecnologias, métodos e estratégias na agroindustria.
Os processos mediados pelos microrganismos tornam-se essenciais na preservagao € na
conservagao dos recursos naturais.

Dentre essas novas tecnologias, a formulagéo de inoculantes e/ou biofertilizantes
contendo bactérias promotoras de crescimento e protecdo de plantas tem apresentado
resultados satisfatérios para varias culturas (Hallmann et al., 1997; Baldotto et al., 2010).
A promocgéao do crescimento de plantas pela inoculacdo de bactérias se deve ndo apenas
a fixagcdo biolégica de nitrogénio, como também a varios fatores, dentre os quais se
destacam a solubilizagdo de fosfatos naturais, 6xidos de zinco, a sintese de fitohormonios,
a sintese de sideroéforos, o controle biolégico e a indugéo de resisténcia sistémica na planta
hospedeira (Hallmann et al., 1997).

A expanséao do setor de floricultura e plantas ornamentais associada a possibilidade
de utilizar bactérias diazotréficas como potenciais agentes do crescimento e protecéo
de plantas, incentiva a realizacdo de pesquisas visando ndo apenas compreender as
interacdes entre bactérias-orquideas, como também, realizar o isolamento, caracterizacao
e re-introducdo das bactérias promotoras de crescimento no ambiente de cultivo. Para o
cultivo de plantas propagadas in vitro, por exemplo, a formulagéo de inoculantes contendo
bactérias promotoras de crescimento seria importante para acelerar o desenvolvimento das
plantulas e diminuir o longo periodo necessario de aclimatizacdo das mudas em casa-de-
vegetacdo (Baldotto et al., 2010; Galdiano et al., 2011; Faria et al., 2013).

Dentre as orquideas cultivadas, destacam-se os hibridos de Cymbidium sp.,
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grupo numeroso de plantas epifitas e terrestres, rizomatosas, originarias da Asia, com
inflorescéncia longa, com cores variadas, formadas principalmente na primavera (Lorezi
& Souza, 2008). Por serem plantas muito apreciadas pela populacdo para ornamentacéo,
necessitam de métodos de propagagéo que garantam a rpida formagéo um grande niumero
de mudas vigorosas e sadias. Nesse contexto, a propagagao in vitro apresenta-se como um
método adequado, uma vez que permite obter uma grande quantidade de mudas isentas
de pragas e doengas, em espacos reduzidos e com a possibilidade de estabelecimento de
cronogramas de produgédo e comercializagdo (Martini et al., 2001; Stancato et al., 2001;
Ventura, 2002). Estratégias que acelerem o crescimento das pléantulas de Cymbidium sp.
durante a aclimatizagdo, como a possibilidade de reestabelecer as associagcbes entre
as orquideas e a microbiota benéfica, como bactérias promotoras de crescimento, sdo
almejadas.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos: (i) isolar bactérias
diazotréficas de raizes e folhas de orquideas; (i) avaliar os isolados bacterianos
diazotroficos quanto a capacidade de solubilizar fosfatos, solubilizar 6xido de zinco e
sintetizar compostos indélicos em ensaios in vitro, (iii) realizar a identificagdo dos isolados
e (vi) avaliar o crescimento e desenvolvimento de plantulas de orquidea Cymbidium sp. em
resposta a inoculagéo bacteriana durante o periodo de aclimatizagéo.

21 MATERIAL E METODOS

Material Vegetal para isolamento bacteriano

Foram coletadas amostras de raizes e de folhas de orquidea (Cymbidium sp.)
pertencentes a colecdo de orquideas do Setor de Floricultura da Universidade Federal
de Vigosa, Campus Florestal, Brasil. A planta matriz, mantida em casa-de-vegetagéo, foi

cultivada em vaso de ceramica, contendo fibra de coco como substrato.

Isolamento de bactérias diazotroficas

O isolamento de bactérias diazotroficas endofiticas foi previamente realizado
conforme descrito por Ddbereiner et al. (1995), com algumas modificacdes. Amostras de
1 g de raizes e de 1 g de folhas foram trituradas em 9 mL de solugéo salina (NaCl, 8,5 g
L7). A partir destas diluicdes (10") foram realizadas diluicdes seriadas tomando-se 1 mL
da solugao original em 10 mL da solugéo salina, até a diluicdo 10. Aliquotas de 100 uL
das diferentes diluicbes foram transferidas, em triplicata, para frascos de vidro contendo 5
mL dos meios de cultura semi-seletivos JMV, JMVL, NFb, JNFb e LGl, todos semi-solidos
e sem adicdo de nitrogénio. A formacdo de uma pelicula aerotaxica tipica na superficie
do meio apds 7 dias de incubagcdo em camara de crescimento a 30°C, foi considerado
como crescimento positivo. Posteriormente, as bactérias crescidas em trés frascos de
maior diluicdo foram transferidas para novos meios semissélidos, onde cresceram por
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7 dias, seguido de plagueamento em meio so6lido correspondente. Colénias individuais
exibindo diferentes caracteristicas morfoldgicas foram transferidas para os mesmos meios
semissolidos e posteriormente para meio sélido DYGS para verificagdo da pureza dos
isolados. Uma vez purificadas, as colénias foram mantidas em agua destilada estéril.

Avaliacao da capacidade de sintese compostos indélicos

As bactérias isoladas foram crescidas previamente em meio liquido DYGS por 24
h, a 30 °C e 100 rpm. Para avaliagédo da sintese de compostos indolicos, 10 yL da cultura
bacteriana foram transferidos para placas contendo 1/10 do meio TSA (Bric et al., 1991).
Apds a transferéncia, o meio foi coberto com membrana de nitrocelulose e incubado a
28°C por 24h. Posteriormente, a membrana foi transferida para outra placa e saturada
com a solucéo de Salkowski (Gordon & Weber, 1951) e incubada a temperatura ambiente
por 30 minutos. A formagéo de halo avermelhado na membrana indica a presenca de indol
sintetizado pelas bactérias. Foram realizadas trés repeticdes para cada estirpe bacteriana.

Avaliacao da capacidade de solubilizacao de fosfato de calcio e 6xido de zinco

As bactérias foram crescidas em meio liquido DYGS por 24 h, a 30 °C e 120 rpm.
Aliguotas de 20 pL das solugdes bacterianas foram colocadas em placas de Petri com os
meios de cultura solidos contendo fosfato pouco solavel (10g/L glicose; 5 g/L de NH,CI; 1
g/L de MgSO,.7H,0; 4 g/L de CaHPO,; 15 g/L de &gar; pH 7,2) e 6xido de zinco (10 g/L de
glicose; 1 g/L de (NH,)2S0,; 0,2 g/L de KCI; 0,1 g/L de K,HPO,; 0,2 g/L de MgS0O,.7H,0; 1,0
g/L de ZnO; 15 g/L de &agar; pH 7,0), incubadas a 30°C por 72h. A avaliacdo da solubilizagéo
de fosfato de calcio 6xido de zinco foi realizada pela presenc¢a do halo translicido que se
formou em torno das colbnias solubilizadoras em cada meio de cultura. Realizou-se trés
repeticdes para cada estirpe bacteriana.

Identificacao dos isolados bacterianos

A identificacdo de alguns isolados bacterianos foi realizada por meio da analise
dos ésteres metilicos de acidos graxos (GC-FAME) (Sasser, 2006), no Laboratério de
Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente da UFV. Os isolados bacterianos
foram crescidos em meio TSA (Trypticase Soy Agar) por 24 horas a 30 °C, com uma
segunda passagem no mesmo meio pelo mesmo tempo. Uma massa celular com cerca de
3 mg de células foi coletada para extragdo dos acidos graxos. A extragdo e obtengéo de
acidos graxos foram realizadas utilizando-se o kit Instant Fame (Midi, Newark, DE), segundo
recomendagdes do fabricante. O sistema Sherlock® Microbial Identification foi utilizado para
se determinar a composicdo de acidos graxos bacterianos. Seguindo sua nomeacéo e
quantificacéo, o perfil de acidos graxos obtido foi comparado com uma biblioteca, obtendo-
se, assim, a identificacdo da amostra.

A identificacdo dos outros isolados bacterianos foi realizada por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular
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do CENA/USP. A extracdo do DNA genémico dos isolados bacterianos foi realizada a partir
do protocolo proposto por Stirling (2003). O gene 16S rRNA de Bacteria foi amplificado
com os seguintes oligonucleotideos iniciadores para o dominio Eubacteria fD1 (5-AGA
GTT TGATCC TGG CTC AG-3’) e rD1 (5-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3’) (WEISBURG
et. al., 1991). As amplificacdes do gene 16S rRNA foram realizadas em volume final de 25
uL contendo 5 pmols de oligonucleotideos iniciadores, 200 uM de cada dNTP, 1 X tampéao
Taq, 1,5 mM de MgCl 2, 2 U Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies,
Séo Paulo, Brasil) e 10 ng de DNA. A reacao foi iniciada com 3 minutos de desnaturacéo
a 94°C, seguido de 30 ciclos com desnaturagéo a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C por
30 segundos, extensao a 72°C por 30 seg, e extensao final a 72°C por 32 minutos. A PCR
de sequenciamento dos fragmentos de 16S rRNA foi feita em um volume final de 10 puL
com 5 pmoles de oligonucleotideos iniciadores; 1,0 pL de tampao 2,5 X; 3,0 uL de Big Dye
Terminator30 Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos utilizados
foram os mesmos da amplificacdo anterior (WEISBURG et al., 1991). As condi¢cbes de
amplificagéo foram: 2 min de desnaturacgéo a 96°C, seguidos de 30 ciclos com desnaturagéo
a 95° C por 20 segundos, anelamento a 55° C por 15 segundos, extenséo a 60° C por 1
minuto. Apos a amplificagdo dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitagédo para
a eliminacado dos dNTPs que n&o foram incorporados. A leitura das bases marcadas foi
realizada no Sequenciador Automatico ABI Prism 3130 Genetic Analyser do Laboratorio
de Microbiologia e Biologia Molecular — CENA/USP, que utiliza eletroforese capilar para
separagédo e deteccdo dos fragmentos amplificados. As sequéncias foram comparadas no
banco de dados BLAST (NCBI).

Material Vegetal para experimento em casa de vegetacao

As plantulas de Cymbidium sp. da variedade Angélica foram adquiridas da empresa
Itapeti Orchids Center Flores Ltda. As plantulas estavam em frascos de vidro contendo meio
MS (Murashige e Skoog, 1962), sem adicao de reguladores de crescimento e vitaminas.
Para realizagdo das etapas experimentais posteriores foram selecionadas plantulas com
aproximadamente 1,0 g de matéria fresca.

Crescimento bacteriano e inoculacao

As bactérias foram crescidas em meio liquido DYGS por 24 h, 30 °C e 120 rpm
e a inoculagédo foi realizada pela imerséo das plantulas de orquidea em 50 mL do meio
bacteriano por duas horas, com posterior aplicagdo do mesmo meio bacteriano no substrato.
O controle foi imerso em meio liquido DYGS autoclavado. Posteriormente, os materiais
propagativos foram transferidos para vasos de 1,0 dm?® contendo substrato comercial para
serem aclimatizados em casa de vegetagéo por um periodo de 150 dias.
Analises de crescimento

ApO6s a aclimatizagéo as plantas foram coletadas para a mensuragao das seguintes
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variaveis: numero de folhas (NF); altura das plantas (ALT), medida pela distancia
compreendida entre o colo da planta até o apice foliar usando-se fita métrica; diametro da
base (DB), mensurado com paquimetro digital modelo Starret 727; matéria fresca da raiz
(MFR) e da parte aérea (MFPA); matéria seca da raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA),
obtidas pela secagem em estufa sob ventilacdo forcada de ar a 65 °C por 48 horas e
posterior pesagem.

Analises nutricionais

Apbs a secagem, as folhas das orquideas foram moidas em moinho do tipo Wiley
acoplado a peneiras de 60 malhas cm2. Em seguida, o pd obtido foi submetido a digestéo
sulfdrica combinada com peroxido de hidrogénio e determinados os teores totais de
nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), céalcio (Ca) e magnésio (Mg). Para N, foi utilizado
o0 método de Nessler; o teor de P foi obtido por espectrofotometria de absor¢do molecular
(colorimetria, no comprimento de onda de 725 nm), apés reacdo com vitamina C e molibdato
de amoOnio; a determinacao de K foi realizada por fotometria de chama e os teores de Ca e
de Mg foram obtidos por espectrofotometria de absorg¢éo atémica. Os contetidos de N, P, K,
Ca e Mg foram estimados por meio da multiplicacdo da matéria seca da parte aérea com o
teor do nutriente considerado.

Analises estatisticas

O experimento foi realizado no delineamento em blocos ao acaso, com seis
repeticGes, cada repeticéo consistindo de um vaso contendo duas plantas. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de t LSD a 5% de probabilidade, no software
SISVAR 5.4 (UFLA, Brasil).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho verificou-se que bactérias diazotroficas habitam naturalmente
folhas e raizes da orquidea Cymbidium sp, uma vez que foram isoladas oito estirpes
bacterianas com uso de diferentes meios de cultivo isentos de nitrogénio (Tabela 1). Por
meio da andlise dos ésteres metilicos de acidos graxos (GC-FAME) ou do sequenciamento
do gene 16S rRNA os isolados foram identificados como Bacillus thuringiensis, Burkholderia
cepacia, Burkholderia gladioli, Herbaspirillum frisingense, Pseudomonas stutzeri, Rhizobium
cellulosilyticum, Rhizobium radiobacter e Stenotrophomonas maltophilia. Além da fixagao
biolégica de nitrogénio atmosférico, a maioria dos isolados apresentaram potencial para
solubilizar fosfato de calcio, 6xido de zinco e sintetizar compostos indélicos-substancias
precursoras dos fitohormdnio da classe das auxinas-, refletindo na capacidade de promogéao
de crescimento vegetal (Tabela 1).

Esses resultados corroboram com os trabalhos de Wilkinson et al. (1989; 1994) que
constituem os primeiros relatos da associagédo entre orquideas com bactérias promotoras
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de crescimento de plantas, esses autores isolaram bactérias dos géneros Pseudomonas,
Bacillus, Xanthomonas, Arthrobacter e Kurthia com potencial de sintese de fitohérmonio
da classe das auxinas. Posteriormente, Tsavlekova et al. (2001; 2002; 2004) isolaram
das orquideas Acampe papillosa e Dendrobium moschatum bactérias dos géneros
Acinetobacter, Bacillus, Cellulomonas, Flavobacterium, Gluconobacter, Micrococcus,
Mycobacterium, Pseudomonas, Rhodococcus e Streptomyces. Recentemente, Faria et al.
(2013), isolaram de Cymbidium eburneum estirpes pertencentes ao género Paenibacillus.
Notadamente, bactérias com potencial biotecnoldégico habitam plantas pertencentes a
familia Orchidaceae.

Os dados de crescimento (Tabela 2) de Cymbidium sp. ap6s aclimatizagdo mostraram
que algumas estirpes bacterianas colaboraram no crescimento e adaptagéo das plantulas as
condigbes ex vitro. As bactérias Stenotrophomonas maltophilia e Herbaspirillum frisingense
foram as que promoveram os maiores incrementos no crescimento de Cymbidium sp.,
garantindo um aumento da matéria seca total de 29% e 26%, respectivamente, em relagéo
ao controle. A aclimatizacdo de mudas propagadas in vitro de Cymbidium é um processo
lento que pode ser beneficiada pela aplicagdo de substancias bioestimulantes (Baldotto et
al., 2014) e como verificado no presente trabalho pela aplicagdo de bactérias promotoras
de crescimento de plantas.

O género Stenotrophomonas abriga espécies gram-negativas em forma de bastonete.
A espécie Stenotrophomonas maltophilia é encontrada numa variedade de ambientes
e regides geograficas, assim como promotora de crescimento ou agente simbionte em
diversas espécies de plantas, como em mandioca (Teixeira et. al, 2007), frutos do cerrado
(Dias et al. 2015) e sibipuruna (Cunha et. al. 2013). Segundo Cerigioli (2005), essa
espécie apresenta alta capacidade de producgéo de &cido-indol-acético, verificado também
no presente trabalho e, sendo este horménio responsavel por um efeito benéfico para o
crescimento vegetal, tem-se a justificativa pelo fato da inoculagcédo de Stenotrophomonas
maltophilia em Cymbidum sp. ter apresentado o maior valor de incremento relativo de
matéria seca.

O isolado bacteriano Herbaspirillum frisingense foi o que promoveu 0s maiores
incrementos nos conteddos nutricionais de N e P, com 68% e 28%, respectivamente, em
relagdo ao controle (Tabela 3). Os representantes do género Herbaspirillum séo considerados
bactérias endofiticas obrigatorias e apresentam baixa sobrevivéncia no solo (Moreira et al.,
2010). Segundo Olivares et al. (1997), bactérias desse género sdo capazes de colonizar
nichos especificos no interior dos tecidos vegetais, podendo transferir mais eficientemente
para planta os compostos nitrogenados produzidos e ainda ndo sofrerem limitacdes de
substancias ricas em carbono. A espécie Herbaspirillum frisingense, consolidada na
literatura como diazotréfica (Kirchhof et al., 2001; Straub et al. 2013), apresentou, além da
capacidade de fixagdo biologica de nitrogénio, potencial para solubilizacdo de fosfato de
célcio e 6xido de zinco, além de sintese de compostos indolicos. O potencial de promogéo
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de crescimento refletiu no incremento relativo de matéria seca e nos conteidos nutricionais
de N, P e K, obtidos no experimento em casa de vegetacgéo.

Pertencentes a classe Bacilli, o género Bacillus pode ser facilmente isolado do
solo e da rizosfera de varias plantas (Seldin et al., 1998). Muitas espécies de Bacillus
podem contribuir para a saude das plantas de varias maneiras, como fixagao biolégica de
nitrogénio e agentes de controle bioldgico de fitopatoégenos (Lacey et al., 2001). Moreira &
Araljo (2013) selecionaram alguns isolados de Bacillus sp. como promissores para acao
no crescimento de Eucalyptus urograndis. A espécie Bacillus thuringiensis, conhecida
por sua utilizagdo em programas de controle biolégico, apesar de escassos relatos da
literatura referentes a ocorréncia desta espécie bacteriana como microrganismo promotor
de crescimento endofitico, ja foi registrada sua presenca na mandioca (Teixeira et. al.,
2007) e na bananeira “prata-and” (Andrade et al., 2014). Andrade et al. (2014) também
identificou a capacidade de solubilizagdo de fosfato de calcio e producdo de AlA, por
bactérias diazotréficas do género Bacillus, bem como no presente trabalho (Tabela 1).

Foram isoladas das folhas de Cymbidium sp. duas estirpes bacterianas pertencentes
ao género Burkholderia. Bactérias do género Burkholderia sdo gram-negativas em forma
de bastonetes moveis, com trés a varios flagelos. Atualmente, esse género possui 62
espécies com grande diversidade funcional. As espécies contidas neste género podem
ser, por exemplo, promotoras de crescimento vegetal ou patdgenos humanos, animais e
vegetais (Moreira et. al., 2010), como no caso da Burkholderia gladioli, isolada no presente
trabalho e caracterizada como patogénica para orquideas por Keith et. al. (2005), fato que
pode estar relacionado ao valor negativo de incremento relativo de matéria seca com a
inoculacdo dessa estirpe bacteriana. Além disso, as bactérias identificadas junto ao género
Burkholderia sp. apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato de calcio, fato também
observado por Rodrigues & Fraga (1999). Perin (2007) avaliou a produgdo de AlA por
bactérias do género Burkholderia sp., mas nenhum isolado bacteriano produziu o horménio
vegetal, indicando que esta habilidade é rara em espécies diazotréficas deste género
(Bento, 2014).

O estudo do género Pseudomonas, caracterizado por bactérias bacilos gram-
negativas, aerébias e moveis, recebe destaque devido a sua grande versatilidade
nutricional em sistemas de produgdo agricola, sua capacidade de crescer em ampla
variedade (Santos Jr. et. al., 2008). A espécie Pseudomonas stutzerifoi isolada de folhas de
coqueiro, apresentando elevado potencial de fixacao biolégica de nitrogénio (Fernandes et.
al., 2001). Bactérias diazotréficas do género Pseudomonas podem apresentar capacidade
de solubilizar fosfato de calcio (Rodrigues & Fraga, 1999) 6xido de zinco (Baldotto, 2009) e
sintetizar AIA (Cerigioli, 2005), o que também foi observado no presente trabalho.

O género Rhizobium, composto por microrganismos genericamente identificados
como rizébios, bactérias gram negativas, é geralmente relacionado a bactérias fixadoras
de nitrogénio formadoras de nodulos em leguminosas (Stroschein, 2010). Singh et al.
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(2015) isolaram Rhizobium radiobacter em milho, e também identificaram a capacidade
de promocgao de crescimento dessa bactéria. Recentemente, Diez-Mendez et al. (2015)
constaram a melhor eficiéncia da fixagédo biologica de nitrogénio a partir da co-inoculagéo
de Rhizobium cellulosilyticum em feijao. As estirpes bacterianas isoladas de Cymbidium
sp. identificadas como pertencente ao género Rhizobium apresentram a capacidade de
solubilizar fosfato de célcio, fato também observado por Rodrigues & Fraga (1999).

A inoculacdo de bactérias diazotréficas em plantulas de orquideas propagadas in
vitro pode ser uma estratégia viavel na aclimatizagdo das mudas, pois pode reduzir os
custos de produgcdo com base na maior eficiéncia de crescimento e nutricional. Portanto,
a possibilidade de agregar valor em propagulos de orquideas ao inocula-los com estirpes
selecionadas, supostamente dotara o setor de floricultura e plantas ornamentais de maior
competitividade na producéo e comercializagdo de seus produtos agricolas.

41 CONCLUSOES

Os beneficios dos processos ecoldgicos desempenhados por microrganismos
por meio das bactérias promotoras do crescimento de plantas, foco desse estudo, tém
contribuido para alcangar a sustentabilidade no setor do agronegécio. A tecnologia de
inoculagdo de bactérias de interesse biotecnologico na agricultura € um recurso de grande
importancia econémica, além do que pode contribuir para reduzir 0 uso e consequente
impacto dos agroquimicos.

Com o presente estudo foi possivel observar a associagéo de bactérias promotoras
de crescimento com a orquidea Cymbidium sp. Entre as bactérias isoladas, a Herbaspirillum
frisingense e Stenotrophomonas maltophilia apresentam potencial biotecnoldgico para
utilizagédo em bioestimulantes e biofertilizantes, promovendo o crescimento de Cymbidium
sp. com menor énus econdmico e ambiental.
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ANEXOS

Identificacé@o dos isolados

bacterianos ' TVE Mmcrp SFC* S0z SCF  IRMS’
Bacillus thuringiensis GC-FAME Raiz NFB Sim - Sim 2.1%
Burkholderia cepacia GC-FAME Folha JMVL Sim - R 12,3%
Burkholderia gladioli 16S rRNA Folha JMV Sim Sim R -25.7%
Herbaspirillum frisingense 16S rRNA Raiz LGI Sim Sim Sim 25,6%
Pseudomonas stutzeri GC-FAME Raiz LGl Sim Sim Sim 5,2%
Rhizobium cellulosilyticum 16S rRNA Raiz JNFb Sim Sim _ 53%
Rhizobium radiobacter GC-FAME Folha NFB Sim Sim - 10,0%
Stenotrophomonas maltophilia 16S rRNA Raiz JMVL - N Sim 29.2%

'Técnica de identificagdo dos isolados bacterianos: GC-FAME, analise dos ésteres metilicos de acidos
graxos; 16S rRNA, sequenciamento do gene 16S rRNA com porcentagem de similaridade no GenBank
de 99%. 2TVI; tecido vegetal usado no isolamento. 3MCI: meio de cultivo usado no isolamento. *SFC:
solubilizagao de fostato de célcio. °*SOZ: solubilizagdo de 6xido de zinco. 8SCI: sintese de compostos
indolicos. 7IRMS: incremento relativo de matéria seca de plantas de Cymbidium sp. inoculadas em
relacdo ao tratamento controle (IRMS: 100 (-x +y) / y, em que x e y sdo as médias dos tratamentos
comparados). Sl: ndo detectado.

Tabela 1. Identificagcdo e caracteristicas de promogéo de crescimento das bactérias isoladas de

Cymbidium sp.
Tratamento Caracteristicas Nutricionais'
N K Ca Mg
mg/planta

Controle 15,681 bc 6,273 bc 6,671 ab 10,877 b 1,762 bc
Bacillus thuringiensis 15315¢ 5,876 bcd 6,189 bc 10,742 b 1,954 ab
Burkholderia cepacia 16,149 bc 4,974 cd 6,453 abc 13,214 b 2,140 a
Burkholderia gladioli 13,849 ¢ 4,812d 7,409 a 17,242 a 1,954 ab
Herbaspirillum frisingense 26.314 a 8,041 a 7,502 a 11,047 b 1,512 ¢
Pseudomonas stutzeri 17,472 be 6,410 b 6,407 abc 10,519 b 1,760 bc
Rhizobium cellulosilyticum 16,047 bc 5,770 bcd 6,705 ab 12,581 b 1,808 bc
Rhizobium radiobacter 20,104b 5,833 bcd 6,304 abc 11,184 b 1,779 be
Stenotrophomonas maltophilia 17,408 bc 4,664 d 5,285 ¢ 10,771 b 1,770 be
CV % 15,33 13,03 10,78 13,51 9,77

'Caracteristicas nutricionais: contetudo de N, nitrogénio; P, fésforo; K, potassio; Ca, calcio; Mg,

magnésio. Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste t LSD, a 5%
de probabilidade.

Tabela 3. Caracteristicas nutricionais de Cymbidium sp. em resposta a inoculagéo de bactérias

promotoras de crescimento de plantas.
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Caracteristicas de Crescimento’

Tratamento
NF DB ALT MFPA MFR MSPA MSR MFT MST RIPA
——————————— CM----emmmee g
Controle 9ab 0,638ab 14,3abc 2,251ab 4,127bc 0,371ab 0,248bc 6,378bc 0,619bc 0,699 b
Bacillus 10a 0576ab 149ab 2456ab 4299bc 0404a 0229bc 6755bc 82 os78b
thuringiensis abc
Burkholderia 9ab 0700a 151a 2456a 5154ab 0403a 0,297bc 7,813ab 0,695ab 0,725b
cepacia
Burkholderia 8b 0550b 128c  1,761b  3,079c 0269b 0190c  4,840c 0460c 0740b
gladioli
Herbaspirillum 10a 0688a 143abc 2906a 5984a 0448a 0329ab 8890a 0,778ab 0,755b
frisingense
Zif;’gr‘;m"”as 9ab 0625ab 159a  2,523a 4,279bc  0,397a 0,254bc 6,801 bc 0,651ab  0,665b
Fhizobium 9ab 0613ab 144abc 2446ab 5121ab 0377ab 0,275bc 7,567ab 0,652ab 0,737 b
cellulosilyticum
Rhizobium 9ab 0675ab 154a 2,748a 3,938bc 0425a 0,256bc 6,686bc 0,681ab 0,603 b
radiobacter
Stenotrophomonas g . (6g3an  12.8bc  2491a 4908ab 0391a 0409a 7,399ab 0800a 1,233a
maltophilia
CV % 982 1364 10,13 19,65 21,78 19,16 27,66 19,52 18,15 42,59

'Caracteristicas de crescimento: NF, numero de folhas; DB, didmetro da base; ALT, altura da planta;

MFPA, matéria fresca da parte aérea; MFR, matéria fresca da raiz; MSPA, matéria seca da parte aérea;

MSR, matéria seca da raiz; MFT, matéria fresca total da planta; MST, matéria seca total da planta; R/

PA, relacéo raiz e parte aérea. Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo

Tabela 2. Caracteristicas de crescimento de Cymbidium sp. em resposta a inoculagédo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas.
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