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RESUMO

A populagéo bacteriana no solo apresenta-se diversa, variavel e possui um papel-chave
na ciclagem de nutrientes e na manutencao da fertilidade do solo. Estas populagbes
vém sendo exploradas para identificar novos individuos com potencial de uso como
bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) na forma de inoculantes. O
registro de novos inoculantes no Brasil é regulamentado pelo MAPA que requer, dentre
outras informacgdes, a determinacdo da populacao de bactérias diazotréficas nativas nos
solos utilizados para validagdo das novas formulagbes. Este trabalho objetivou
desenvolver uma metodologia padronizada para avaliar a populagdo nativa e isolar
bactérias diazotréficas autdctones em solos agricolas, identificando e caracterizando a
diversidade bacteriana culturavel de solos sob cultivo de trigo e cana-de-agucar,
submetidos a diferentes praticas de manejo: niveis de adubagado nitrogenada e
inoculagdo com BPCV. O isolamento das bactérias diazotroficas presentes nos solos
estudados foi realizado através do uso de meios seletivos (LGI, LGI-P, JMV, JNFb, NFb)
e também o meio minimo. A diversidade genética dos isolados foi avaliada por técnicas
moleculares de BOX-PCR, MALDI-TOF e sequenciamento do gene 16S rDNA. Os
resultados obtidos revelaram presenca de grande numero de bactérias relacionadas aos
géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter e Burkholderia como
componentes das populagdes dos solos estudados. As maiores populagdes de bactérias
diazotroficas foram identificadas no solo da Fazenda Escola da UEL (Londrina, Log+ =
5,40, 2,5 x 10° cél/g solo), associadas ao cultivo de trigo conduzido com adicdo de 120
kg N/ha e na auséncia de inoculacdo. As menores populagcdes de diazotréficos
ocorreram no solo da Estacdo Experimental Prof. Antonio Carlos dos Santos Pessoa
(Marecha candido Rondon,Logqo = 4,87, 7,5 x10* cél/g solo), em solo sob cultivo de trigo
inoculado com Azospirillum brasilense AbV5 10 mL/kg e conduzido com adigdo de 120
kg N/ha.. Do total de 183 isolados obtidos nos trés solos avaliados, foi possivel
identificar 15 filos bacterianos, com predominancia do filo Proteobacteria com 43,5% dos
isolados. Através das analises de BOX-PCR, foi possivel verificar que os solos da
Fazenda Escola UEL apresentaram grande diversidade genética entre os isolados
obtidos, enquanto que no solo de Marechal Candido Rondon n&o foi observada uma
grande diversidade devido o baixo numero de isolados obtidos. As analises de
diversidade realizadas através da ferramenta de MALDI-TOF confirmaram os resultados
de diversidade por BOX-PCR, indicando grande diversidade entre os isolados, com
poucas ocorréncias de isolados clonalmente relacionados. Apesar de uma tendéncia de
agrupamento dos isolados com base no perfil de BOX-PCR ter sido observada, estes
agrupamentos ndo estiveram relacionados ao uso da tecnologia de inoculagdo com
BPCV. Em conjunto, os resultados indicam a viabilidade do uso de uma metodologia
normalizada para o acesso da diversidade bacteriana culturavel em solos agricolas, em
especial a diversidade de diazotréficos, podendo servir de referéncia para os
levantamentos requeridos pelo MAPA para o registro de formulagées inoculantes.

Palavras-chave: Diversidade bacteriana do solo. Adubagao nitrogenada. Azospirillum.
BOX-PCR. MALDI-TOF. 16S rDNA.
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diversity. 2013. 108 p. Dissertation (Master Degree in Microbiology) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The bacterial population in the soil presents diverse, variable, and has a key role in
nutrient cycling and soil fertility. Such population is increasingly been prospected in a
search for new strains with potential to be used as plant growth-promoting bacteria
(PGPB) inoculants. In Brazil, the registration of new PGPB inoculants is regulated by
MAPA, the Brazilian Ministry of Agriculture, which requirement includes the
population size of native diazotrophic bacteria in soils used to validate the inoculant
formulations. This study aimed to develop a standardized methodology to evaluate
the indigenous diazotrophic populations in agricultural soils, identifying and
characterizing the culturable bacterial diversity of soils under wheat and sugar cane
cultivation, cropped under different agricultural practices: nitrogen fertilizer levels and
PGPB inoculation. Diazotrophic bacteria isolations were carried out from different soil
samples, using semi-solid N-free selective media (LGI, LGI-P JMV, JNFb, NFb) and a
non-selective medium (minimal medium). The genetic diversity of the bacterial
isolates was studied using molecular techniques such as BOX-PCR, MALDI-TOF and
16S rDNA gene sequencing. The obtained results revealed the presence of the
genera Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter and Burkholderia as the
main components of soil diazotrophic populations. The higher bacterial populations
was found in the soil of the Fazenda Escola UEL (Londrina Logqo = 5.40, 2.5 x 10°
cells/g soil), under wheat cropped without PGPB inoculation and using 120 kg N/ha.
The lowest population was identified on the soil of the Estacdo Experimental Prof.
Antbnio Carlos dos Santos Pessoa (Marechal Candido Rondon, Logi = 4.87, 7.5 X
10* cells/g soil) associated to wheat plots cropped under inoculation with the PGPB
Azospirillum brasilense AbV5 10 mL/kg and 120 kg N/ha. From the total of 183
isolates obtained on the three soils, a total of 15 phyla could be identified as well as
the predominance of the Proteobacteria phylum representing up to 43.5% of the
isolates. The BOX-PCR analysis allowed the characterization of the genetic diversity
of isolates, indicating great diversity among the isolates from the soil of the Fazenda
Escola UEL/Londrina, while the soil from Estagcdo Experimental Prof. Anténio Carlos
dos Santos Pessoa/Marechal Candido Rondon showed low diversity among the few
isolates obtained. MALDI-TOF analysis corroborated the BOX-PCR results,
reinforcing the low number of clonal-related isolates. A tendency of grouping of
isolates could be perceived, based on BOX-PCR results, although such groups was
not associated to the inoculation with PGPB. An analysis of the results indicates the
viability of using a standardized methodology to access the culturable bacterial
diversity in agriculural soils, particularly the diazotrophic species, which in turn can be
used as reference to complete the MAPA requirements needed to register new
inoculant formulations.

Keywords: Soil bacterial diversity. Nitrogen fertilization. Azospirillum. BOX-PCR.
MALDI-TOF. 16S rDNA.
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1 INTRODUGAO

O solo € um dos maiores reservatorios de diversidade biologica
do nosso planeta. Muitos processos e interacdes que nele ocorrem contribuem
para varias participagdes no ecossistema, como reciclagem de elementos
minerais e de carbono. Popula¢gdes microbianas do solo estdo imersas em um
quadro de interagbes conhecidas por influenciar a nutricdo vegetal e a
qualidade do mesmo. Essas populacdes estdo envolvidas em atividades
fundamentais que asseguram a estabilidade e a produtividade, tanto nos
agrossistemas, como nos ecossistemas naturais.

O estabelecimento das plantas em seus respectivos habitats
envolve a sua capacidade de interagir com diferentes espécies de seres vivos.
O solo € um ambiente heterogéneo que permite o desenvolvimento de grande
diversidade de organismos cujo equilibrio é afetado por fatores ambientais
bidticos e abioticos. Dentre os micro-organismos, destacam-se as bactérias
diazotroficas que s&o capazes de realizar a conversdo enzimatica de N; a
formas acessiveis aos demais eucariotos. A maior parte do nitrogénio no solo
vem da fixagdo bioldgica, inclusive suprindo a alta demanda de cultivos
agricolas comerciais. A fixagao bioldgica oferece uma fonte ndo poluente de
nitrogénio e pode melhorar a produgdo de culturas, favorecendo a
sustentabilidade de agrossistemas, como por exemplo, diminuir o uso de
fertilizantes sintéticos. Muitas bactérias fixadoras do nitrogénio com potencial
aplicagao no suprimento de nutrientes em cultivos comerciais tém sido isoladas
e identificadas, incluindo as do género Azospirillum, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter e Azoarcus. Grande parte dessas bactérias foi isolada de
regibes tropicais, especialmente no Brasil. E importante detectar novas
espécies de bactérias fixadoras com potencial para uso como inoculantes em
plantas, em especial, ndo leguminosas. Da mesma forma, € necessario que
seja conhecido o impacto causado pela introdugdo de bactérias exdgenas —
introduzidas como inoculantes - sobre a microbiota nativa dos solos agricolas.
Varios géneros de bactérias tém sido descritos em associagdo tanto com
monocotiledéneas, quanto com dicotiledéneas. Essas bactérias impulsionam as

pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de formulacdes inoculantes para
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gramineas, como trigo, arroz, milho e cana-de-agucar, mesmo que apenas
parte de suas necessidades de nitrogénio possa ser suprida pela inoculagao.
Os micro-organismos do solo estdo envolvidos em varios
processos bioquimicos e tém papel vital na manutencao da fertilidade do solo e
na produtividade das plantas. Mudangas na diversidade e atividade desses
organismos podem refletir na qualidade do solo e, consequentemente, na
produtividade dos sistemas agricolas, que depende dos processos funcionais
das comunidades microbianas. Qualidade e degradacao dos solos sao fatores
particularmente preocupantes em regides tropicais, onde o manejo pode
resultar em altas taxas de decomposi¢cdo de matéria organica. Dessa forma,
praticas agricolas que visam melhorar a qualidade do solo e a sustentabilidade
agricola passaram a receber maior atengao dos pesquisadores e agricultores.
O manejo desses solos pode trazer um grande impacto sobre 0s processos
funcionais da comunidade microbiana, sendo a matéria organica presente
considerada componente chave na biologia do solo, estimulando a atividade
biolégica pelas rotagbes de culturas, aplicagdes reduzidas de nutrientes,
eliminagao de pesticidas, etc. O uso de insumos biolégicos em substituicdo aos
adubos quimicos relaciona-se intimamente a crescente demanda da sociedade
pela produgdo de alimentos, associando-se também a manutengdo da
qualidade ambiental. Para um bom funcionamento dos inoculantes microbianos
introduzidos e sua influéncia sobre a saude do solo, grandes esforgos tém sido
feitos para explorar a ecologia microbiana, de modo a revelar a diversidade da
comunidade nativa, a sua distribuicdo e comportamento em habitats terrestres.
Entretanto, pouco se conhece sobre o efeito de praticas agricolas como o0 uso
de fertilizantes minerais ou a utilizagdo de inoculantes bacterianos sobre
grupos especificos da comunidade bacteriana nativa do solo, como as
bactérias diazotroficas. Além disso, analises da diversidade bacteriana do solo
realizadas exclusivamente por técnicas moleculares, muitas vezes nao
fornecem informacgdes quantitativas ou relacionadas a capacidade competitiva
dos grupos identificados. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), recomenda-se determinar a populagdo de bactérias
diazotroficas nativas no solo, entretanto, ndo existe uma metodologia
padronizada para essa determinacdao. A populacdo bacteriana apresenta-se

diversa, variavel e dependente de caracteristicas fisicas e quimicas do solo,
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como pH, matéria organica, micro e macronutrientes, influenciada também pelo
tipo de manejo e adubagado. Frente a isso, é importante se determinar a
diversidade do solo de forma qualitativa e quantitativa. Analises microbiologicas
e moleculares foram utilizadas neste trabalho a fim de caracterizar a
diversidade da comunidade bacteriana culturavel presente no solo sob cultivo
com cana-de-agucar e trigo, bem como verificar a influéncia do uso de
fertilizante nitrogenado e do uso de inoculante contendo a cepa AbV5 de
Azospirillum brasilense sobre esta diversidade. Como resultado deste estudo, &
proposta a determinagcéo da composigao e populagcao de bactérias diazotréficas
em solos agricolas, baseando-se na recomendacdo do MAPA para avaliar a
viabilidade e eficiéncia agronémica de cepas, produtos e tecnologias

relacionadas a bactérias associativas.
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2 OBJETIVOS

Determinar o isolamento de bactérias diazotréficas autdctones
em solos agricolas, e identificar e caracterizar a diversidade bacteriana
culturavel de solos sob cultivo de trigo e de cana-de-agucar submetidos a
diferentes niveis de adubacéao nitrogenada e inoculagéao.

Avaliar e comparar a diversidade genética dos isolados a partir
das técnicas moleculares de BOX-PCR, de MALDI-TOF e de sequenciamento
do gene 16S rRNA.



20

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO

O solo é parte essencial do ecossistema terrestre. E uma
matriz viva, dindamica e fonte critica de recursos nado apenas para a produgao
agricola, mas também para a manutencao de muitos processos vitais (TILAK et
al., 2005).

As fungdes da biota do solo estdo centralizadas nos processos
de decomposicao e ciclagem de nutrientes, sendo considerado um celeiro de
atividade microbiana, embora o espag¢o ocupado pelos micro-organismos vivos
seja estimado em menos de 5% do espaco total (TILAK et al., 2005).

A complexidade do sistema do solo € determinada por
diferentes interacdes entre suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas,
como componentes modulados pelas condicbes prevalecentes ambientais
(BUSCOT, 2005). Em particular, diversas atividades genéticas e funcionais de
extensas populagdes microbianas tém um critico impacto nas fungdes do solo,
baseando-se no fato de que os micro-organismos sao forcas motrizes nos
processos metabdlicos fundamentais que envolvem atividades enzimaticas
especificas (NANNIPIERI et al., 2003). Muitas interagdes envolvem sinais,
moléculas especificas que participam de processos ambientais de extrema
importancia, como ciclos biogeoquimicos de nutrientes e matéria para a
manutengado da qualidade da saude do solo e da planta (BAREA et al., 2004).
Um desses processos é a fixagao bioldgica do nitrogénio atmosfeérico, realizada
por organismos procarioticos denominados diazotréficos (MOREIRA et al.,
2010).

Bactérias diazotroficas sao micro-organismos que transformam
o nitrogénio atmosférico em formas acessiveis aos demais organismos vivos.
Esses organismos diazotroficos podem ser classificados em trés grupos:
bactérias de vida livre, bactérias associativas e bactérias simbiontes, que
podem estabelecer interagbes especificas com as plantas (EVANS; BURRIS,
1992). As bactérias diazotréficas associativas ainda podem se dividir em dois

sub-grupos: endofiticas facultativas, que podem colonizar tanto a rizosfera
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como o interior de raizes, e epifiticas, que colonizam a superficie de tecidos
vegetais (FRANCHE et al., 2009).

A microbiota do solo sofre influéncia direta da cobertura
vegetal, principalmente pelo chamado “efeito rizosfera” (BERENDSEN et al.,
2012). A rizosfera é a zona do solo ao redor da raiz que se encontra sob
imediata influéncia do sistema radicular, sendo uma regiao rica em nutrientes,
devido ao acumulo de grande quantidade de compostos organicos que s&o
liberados pelas raizes e utilizados como fonte de energia e carbono,
caracterizando intensa atividade e crescimento microbiano (DOBELLAERE et
al., 2003). Portanto, pressupbe-se que a partir do reservatério de diversidade
microbiana que o solo compreende, as raizes das plantas podem selecionar
micro-organismos especificos que vao atuar na rizosfera a seu favor
(BERENDSEN et al., 2012) dando a mesma uma populagao bacteriana distinta
quando comparada a camadas mais profundas do solo (HEIN et al., 2008) .
Muitas bactérias do solo, em especial da rizosfera, possuem a capacidade de
estimular o crescimento das plantas, podendo suprimir agentes patogénicos,
afetando diretamente o metabolismo da planta. Sdo0 denominadas bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV). Estas bactérias pertencem a
diversos géneros,dentre 0s quais encontram-se Gluconacetobacter,
Herbaspirillum, Achromobacter, Anabaena, Arthrobacter, Azoarcos,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter,
Flavobacterium, Frankia, Hydrogenophaga, Kluyvera, Microcoleus,
Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Streptomyces, e
Vibrio, além dos micro-organismos simbiéticos do género Rhizobium (BASHAN;
DE-BASHAN, 2005).

As BPCVs representam uma parcela funcionalmente ativa da
biota do solo rizosférico, no rizoplano e no interior da planta (OLIVARES, 2009).
Os grupos mais estudados pertencem aos géneros Pseudomonas e Bacillus,
que ndo sO6 promovem o crescimento da planta, mas também atuam como
agentes no controle bioldgico de varias pragas e doengas (MISKO; GERMIDA,
2002; AHMAD et al., 2006).

Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, Pseudomonas e
Bacillus sao espécies que podem ser consideradas BPCVs, bem como as

bactérias  diazotréficas  endofiticas  Gluconacetobacter  diazotrophicus,
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Herbaspirillum spp. e Burkholderia, que constituem um grupo importante de
diazotroficos conhecido pelos efeitos benéficos para o crescimento das plantas
(TANG et al., 1994; AHMAD et al., 2006).

O uso de BPCV tem sido importante na produgdao de
antibioticos e outras moléculas bioativas, na aplicagcdo nos processos de
biorremediagcdo e técnicas de transgenia. Todos esses mecanismos sao
aplicaveis no campo, melhorando qualitativa e quantitativamente a producéo
agricola, bem como sua efetiva participagdo como insumo biologico a favor da
produgado. A sua utilizacdo depende do conhecimento da diversidade desses
micro-organismos, dos mecanismos de interacdo bactéria-planta e da
habilidade de manter, manipular e modificar populacbes benéficas sob
condigbdes de campo (OLIVARES, 2009).

A introducdo de bactérias exdgenas pode trazer resultados
diferentes, como a perturbacdo da microbiota nativa, interrompendo o
ecossistema local de forma permanente ou transitéria e, dessa forma, alterando
a comunidade microbiana presente, ou pode nao exercer efeito sobre a
comunidade residente. A utilizagdo de micro-organismos na agricultura requer
uma avaliagdo dos riscos ambientais associados a introdugao de organismos
nativos ou nao nativos em diferentes propostas. Além disso, o sucesso do
estabelecimento de micro-organismos introduzidos na rizosfera depende da
capacidade da bactéria colonizar as raizes e competir com a microbiota nativa.
Muitos estudos tém mostrado o lado positivo dos efeitos dos inoculantes no
crescimento das plantas, mas ha uma escassez de conhecimento sobre seu
impacto sobre a microbiota nativa do solo (HERSCHKOVITZ et al., 2006;
ISLAM et al., 2009; ISLAM et al., 2010).

O papel do solo como reservatorio biolégico ja €& bem
estabelecido, juntamente com o seu papel na reciclagem de nutrientes
(fertilidade do solo) e no armazenamento de carbono (como um imobilizador de
CO, atmosférico), este ultimo processo diretamente relacionado as mudancgas
climaticas e produtividade da planta (PIMENTEL et al., 1997). No entanto,
estudos envolvendo a quantificacdo da biodiversidade do solo, e os estudos de
seu papel no funcionamento biolégico sdo muito menos comuns do que os

estudos semelhantes para os organismos acima do solo, em plantas
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especificas. Assim, 0 nosso conhecimento sobre o papel da biodiversidade do
solo permanece limitado (MARON et al., 2011).

3.2 BACTERIAS DIAZOTROFICAS E FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO (FBN)

Componente de quase todas as biomoléculas, o nitrogénio é
essencial para toda a vida do planeta. Na agricultura, o nitrogénio é um
nutriente limitante para o rendimento dos cultivos. Embora exista um grande
reservatorio de nitrogénio na forma gasosa, constituindo aproximadamente
78% dos gases que compdem a atmosfera, cineticamente, o N, ndo é reativo, e
a maioria dos organismos € incapaz de metabolizar diretamente dessa fonte de
N. Por consequéncia, a aquisicdo de formas metabolicamente ativas de
nitrogénio é essencial para o crescimento e sobrevivéncia dos organismos
(HOWARD e REES, 1996; DOBEREINER, 1997; DALLA SANTA et al., 2004).
Na natureza, a incorporagdo do nitrogénio ao ecossistema é feita,
principalmente, pelas bactérias diazotréficas (YOUNG, 1992). Essas bactérias
possuem um complexo enzimatico, denominado nitrogenase, necessario para
converter o nitrogénio em amoénia, que subsequentemente € assimilada em
proteinas e aminoacidos. Para isso, € preciso que o nitrogénio se apresente
disponivel em uma forma reduzida, como aménio (NH4*) ou nitrito (NO,™), para
que possa ser utilizado na biossintese de aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, horménios e outros compostos nitrogenados (FIGUEIREDO et al,
2008).

O complexo enzimatico nitrogenase € formado por duas
proteinas distintas denominadas dinitrogenase e dinitrogenase redutase.
Ambas as proteinas contém ferro, sendo que a dinitrogenase apresenta
também o molibdénio. O ferro e o molibdénio da dinitrogenase estao contidos
em um cofator FeMo-co, e a redugcdo do N, ocorre nesse centro de ferro-
molibdénio. O dinitrogénio é inerte devido a grande estabilidade da tripla
ligacao do qual é formado e, portanto, sua ativacdo € um processo que requer
grande quantidade de energia. Seis elétrons séo transferidos para reduzir N, a
NHs. As trés etapas seguintes de reducado ocorrem diretamente na nitrogenase,

sem acumulos de intermediarios livres (MADINGAN, 2010).
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O nitrogénio é absorvido em grandes proporgdes pelas plantas,
necessitando estar em altas quantidades no solo (POTTKER, 2000). A
quantidade de N utilizada nas culturas varia de acordo com o conteudo de
matéria organica no solo, a cultura prevista e o cultivar utilizado (DALLA SANTA
et al., 2004).

Trabalhos de Dobereiner e colaboradores (1993) constataram o
aumento do rendimento dos cereais pela incorporagdo de nitrogénio
atmosférico via FBN Estudos mais tarde evidenciaram a FBN em culturas
bastante importantes economicamente, como milho, arroz e trigo. Por meio de
técnicas de diluicdo do isétopo '°N, James (2000) demonstrou a presenca de
nitrogénio marcado em baixas concentracdes no interior dos tecidos das
plantas. Outros estudos vieram comprovar que bactérias diazotroficas fixadoras
de N3 de vida livre podem estimular o crescimento de plantas ndo-leguminosas
como o nabo (Brassica rapa L.) (ANTOUN et al., 1998) e arroz (Oryza barthii)
(MIRZA et al., 2006), reduzindo a dependéncia de fertilizantes nitrogenados
sintéticos (BHATTACHARJEE et al., 2008). Bactérias diazotrdficas fixadoras de
N pertencentes a diversos géneros, incluindo Azoarcus (REINHOLD-HUREK et
al., 1993), Azospirilum (BASHAN; DE-BASHAN, 2010), Burkholderia
(ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001), Gluconacetobacter (FUENTES-
RAMIREZ; CABALLERO-MELLADO, 2001) e Pseudomonas (MIRZA et al.,
2006) tém sido isoladas de diferentes solos. Muitas bactérias diazotroficas sao
utiizadas como bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCVs).
(MIRASANI, 2011). Os efeitos da introducdo dessas bactérias como
inoculantes sdo bem documentados em culturas com importéncia agronémica,
como o Azospirillum brasilense cujos trabalhos reportam aumento na
produtividade de cereais de até 30% (DOBELLAERE et al., 2001). Estes efeitos
sdo principalmente derivados de alteracbes morfolégicas e fisioldégicas nas
raizes das plantas inoculadas, levando a um aumento na absor¢do de agua e
nutrientes (HERSCHKOVITZ et al., 2005). Além da FBN e do aumento do
rendimento da cultura, (SASAKI et al, 2010), essas bactérias podem oferecer
outros beneficios para a planta como supressdo de organismos patogénicos e
aumento na disponibilidade e absor¢céo de nutrientes minerais (BENEDUZI et
al., 2013).
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3.3 INOCULANTES

O avango desordenado das fronteiras agricolas, além do nao
uso de sistemas de rotagcdo de culturas e a falta de aproveitamento dos
residuos dos plantios anteriores colaboram com a exaustdo das reservas de
nutrientes do solo (REIS, 2007). Aléem disso, a utilizagdo de fertilizantes
minerais sintéticos também contribui para prejuizos ambientais. O nitrogénio &
um nutriente necessario em grandes quantidades, entretanto, sua
disponibilidade é um dos fatores limitantes para o crescimento das plantas,
tanto em ambientes agricolas como em ambientes naturais. Para seu melhor
aproveitamento, as plantas desenvolveram diferentes estratégias para se
adaptarem a baixa disponibilidade e distribuigdo de nitrogénio nos solos, como
modulagao na expressao e fungédo de genes para captar diferentes formas de N
e em concentragdes variaveis, ou estabilizagdo de associagcdes com diversos
micro-organismos para assegurar uma nutricido adequada (KRAISER et al.,
2011). No entanto, quando utilizado como fertilizante nas culturas, parte é
perdida por volatilizacdo, desnitrificacdo e lixiviagdo, o que contribui com a
poluicdo de lencgois freaticos, ou ainda formando N,O que colabora para o
efeito estufa (BRONSON et al., 1997; BUCHER; REIS, 2008). Dessa maneira,
€ de grande interesse a pesquisa de praticas de manejo que visam melhorar a
qualidade de insumos, aumentando a eficiéncia de uso nas areas de producgao
agricola (REIS, 2007). Uma alternativa ao uso de fertilizante nitrogenado
sintético € a utilizagdo das bactérias fixadoras de nitrogénio. Esses micro-
organismos podem ser utilizados como inoculantes ou biofertilizantes
(BUCHER; REIS, 2008).

A inoculacdo consiste na utilizacdo de micro-organismos vivos
capazes de promover o crescimento vegetal direta ou indiretamente, por meio
de diferentes mecanismos, tais como aumento da fixagdo de nitrogénio
(BASHAN, 1998; JAMES, 2000) e produgao de fitormbnios como auxinas e
giberelinas (DOBELLAERE et al., 2001). Portanto, a utilizagdo de inoculantes
visa aumentar a produtividade das culturas, melhorar a qualidade dos solos
reduzindo o impacto ambiental e custos de produg¢do oriundos da adubacéao
nitrogenada (BUCHER; REIS, 2008).
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Duas formas de inoculantes sdo comumente utilizadas nos
sistemas agricolas: inoculantes turfosos e liquidos. De acordo com Smith
(1992), a turfa, além de nao ser toxica ao micro-organismo, apresenta alta
capacidade de retencdo de agua, € de facil esterilizagdo e capacidade de
tamponamento do pH. Consiste de um tipo de material organico acido, que
passa pelos processos de moagem, peneiracdao e corre¢ao de pH para que
possa ser utilizado como veiculo para inoculantes. Além disso, deve apresentar
80% de matéria organica, baixo teor de cloretos e auséncia de areia, a fim de
evitar danos nas maquinas de semeadura (CAMARA, 1998).

O inoculante liquido consiste de um substrato aquoso estéril
onde se veiculam bactérias (SCHUH, 2005). Formulagdes liquidas podem ter
vantagens em sistemas agricolas em pequena escala nos trépicos e entre
produtores de inoculantes locais. Primeiramente, porque a maioria dos
produtores de inoculantes nos tropicos ndo tem facil acesso a depdsitos de
turfas de boa qualidade. Além disso, a mineragdo, secagem, moagem e
neutralizagdo da turfa requer um consideravel investimento em equipamentos
para producdbes em pequenas operacdes. Uma formulacido de inoculante
liquido caracterizada com bom desempenho no campo utiliza materiais de
baixo custo e é facilmente atingivel aos pequenos produtores, podendo superar
esses problemas associados aos veiculos solidos. Por outro lado, ha uma
dificuldade em manter a sobrevivéncia de bactérias nas sementes, ja que as
bactérias ndo ficam tao protegidas do estresse ambiental quanto os micro-
organismos presentes no inoculante turfoso (SINGLETON et al., 2002;
TITTABUTR et al., 2007). Visando superar o problema, alguns substratos e
aditivos ja vém sendo testados, como por exemplo, argila, carvéo, fosfato de
rocha, alginato, CMC (carboximetilcelulose), goma xantana, goma arabica,
glicerol e PVP (polivinilpirolidona), mostrando-se promissores em ampliar a
sobrevivéncia dessas bactérias (STEPHENS e RASK, 2000).

A eficiéncia da producao de inoculantes depende, dentre outros
fatores, da manutengcdo do numero minimo de células viaveis da bactéria no
inoculante, desde a sua fabricagédo até o uso pelo agricultor (FERREIRA et al.,
2010). As formulagdes séo produzidas no Brasil de acordo com a Lei n° 6894,
de 16 de novembro de 1980, regulamentada pelo Decreto n° 4954, de Janeiro

de 2004 e a qualidade certificada conforme os protocolos estabelecidos pela
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rede de laboratérios para recomendacgao, padronizagao e difusdo de tecnologia
de inoculantes microbiolégicos de interesse agricola (MAPA, 2012). Alguns
requisitos minimos sdo necessarios para a obtengcdo do registro do produto
quanto ao MAPA, tais como: avaliacdo do produto em laboratério de acordo
com métodos oficiais quando existentes; avaliacdo da eficiéncia dos ensaios
conduzidos em casas de vegetacdo, viveiros ou campo. Além disso, os
tratamentos devem sempre ser comparados a testemunha absoluta (auséncia
de inoculante), testemunha positiva (com 100% de nitrogénio) e quando
existente, com outro inoculante registrado para o0 mesmo fim para verificagéo
quanto a viabilidade e eficiéncia agronédmica do inoculante (ANEXO a IN SDA
13, de 25/03/2011).

3.4 CULTIVOS AGRICOLAS: CANA-DE-ACUCAR E TRIGO

3.4.1 Cana-de-Agucar

A cana-de-agucar € uma graminea perene pertencente ao
género Saccharum e familia Poaceae. E uma cultura que produz um alto
rendimento de matéria verde em curto periodo de tempo, além de fibras e
energia, sendo considerada uma planta com grande eficiéncia fotossintética
(ENRIQUEZ-OBREGON et al., 1998).

E cultivada em mais de 110 paises, sendo que 50% da
producdo total estd concentrada no Brasil e na india. E uma das mais
importantes culturas utilizadas como fonte para biodiesel e energia renovavel.
No Brasil, a cana-de-agucar possui um papel fundamental na producao do
bioetanol, utilizado como substituto dos combustiveis fésseis (FISCHER et al.,
2011). A implantagéo do programa PROALCOOL em 1973 visou substituir uma
parcela do consumo de derivados de petroleo pelo etanol. Dessa forma, a
produgao canavieira aumentou significativamente com a expanséao da fronteira
agricola em todo o pais Na ultima década, a produgao de etanol passou a ser

de interesse mundial como biocombustivel para substituir, ao menos em parte,
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a gasolina, contribuindo para a reducédo nas emissdes de carbono (MENDES,
2007).

O Brasil também possui presenga no mercado internacional
com a produgéo de aguardente derivada da cana-de-agucar, um dos destilados
mais vendidos no mundo. Apesar do grande potencial de exportagao,
aproximadamente 2 bilhdes de litros de aguardente produzidos por ano,
somente 1% deste total € exportado (NASCIMENTO et al., 1998). O setor de
producdo de cachaga vem desenvolvendo programas de qualidades,
objetivando ampliar o mercado interno e melhorar as exportagées (OLIVEIRA et
al., 2012).

A posicao de destaque na economia mundial insere a cana-de-
agucar em programas de melhoramento de espécies cultivadas visando a
introdugéo de caracteristicas de interesse agrondmico, dentre os quais podem
ser citados: resisténcia a pragas e patdgenos, tolerancia a herbicidas e
aumento no teor de sacarose (CIDADE et al., 2006).

Caracteristicas de crescimento, desenvolvimento, produgao e
maturacao estdo diretamente relacionadas com o desempenho produtivo de
cada variedade. No entanto, € necessario levar em consideracdo fatores
bidticos e abioticos que atuam no ciclo de crescimento e desenvolvimento da
planta como solo, clima, intervencdo antropica além de pragas e doengas
(SANTOS, 2008). Neste contexto, o gendtipo da cana-de-agucar RB 72454
oferece grande potencial de produgado, especialmente quando em solos de
textura arenosa, apresentando caracteristicas de alta produtividade agricola e
industrial, ampla adaptabilidade e boa estabilidade, média exigéncia em
relacdo ao ambiente e resisténcia a doengas como ferrugem e escaldadura. O
genotipo RB 855536 é uma variedade com alta produtividade agroindustrial em
ambientes de producgao favoraveis, 6tima brotacdo de soqueira com excelente
colheitabilidade. Nao ocorre florescimento e possui alta exigéncia em relagéo
ao ambiente, sendo resistente a uma série de doengas como carvao, ferrugem,
escaldadura, entres outras (COPLANA, 2012).

As pesquisas buscam aumentar a produtividade em paralelo ao
estabelecimento de praticas sustentaveis de modo a proteger o meio ambiente.
Dada a grande importancia dessa cultura, fatores que reduzem os custos

aumentando a produgao sdo essenciais. Dentre esses fatores esta o controle
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ou erradicacao de agentes que possam provocar doengas a planta, como virus,
fungos ou bactérias (MAGNANI, 2005).

Na produg¢do de uma cultura sustentavel, a FBN tem
substituido a utilizacdo de fertilizantes quimicos. Além disso, a identificacao de
bactérias fixadoras de N, envolvidas na produgao de cana tem sido objeto de
estudos para muitos trabalhos em longo prazo (TAWEENUT et al., 2011).

A FBN na cana é um processo complexo que envolve fatores
relacionados ao gendtipo e as bactérias associadas a planta. De acordo com
Lima et al (2011), uma hipdtese é que a eficiéncia fotossintética, as exigéncias
nutricionais e a resisténcia as condicdes desfavoraveis sédo caracteristicas
ligadas ao gendtipo que podem apresentar influéncias relacionadas a eficiéncia
da FBN. Além disso, a interacdo planta-bactéria pode apresentar-se variavel
entre os gendtipos da planta.

Muitas das pesquisas com cana-de-agucar e interagbes com
bactérias tém focado em diazotroficos, cujos principais representantes sao
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp e Azospirillum
amazonense (BALDANI et al., 1986; CAVALCANTI e DOBERENIER, 1988;
REIS JUNIOR et al., 2000). Outras espécies de bactérias diazotréficas foram
encontradas na rizosfera e colonizando tecidos internos de plantas de cana-de-
agucar (PERIN et al., 2006). Analise de amostras de solos de canaviais de
diferentes regides no Brasil levou ao isolamento de varias espécies de
bactérias diazotroficas como Beijerinckia fluminensis (DOBEREINER e
RUSCHEL, 1958), Beijerinckia indica (SOUTO e DOBEREINER, 1967),
Klebsiella (GRACIOLLI et al., 1983), Enterobacter (LADHA et al., 1983),
Bacillus azotofixans (SELDIN et al., 1984), reclassificado para Paenibacillus
azotofixans (ASH et al., 1994) e Azospirillum amazonense (BALDANI et al.,
1997).

3.4.2 Trigo

O trigo (Triticum aestivum) dentre os cereais, € o segundo em
area cultivada com peso significativo na economia agricola global
(FERNANDES, 2008).
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O trigo € uma graminea anual, pertencente a familia Poaceae
(TERUEL; SMIDERLE, 1999), utilizado como uma das principais fontes de
alimentacdo de humanos e animais. E um cereal originalmente de inverno,
cultivado em regides de clima frio, normalmente em altas latitudes (acima dos
paralelos 24 norte e sul). Possui grande importancia econémica no Brasil, com
areas principalmente na regiao sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul) com 90% da produgédo total do pais. Entretanto, sua abrangéncia ainda
inclui os estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal,
Sao Paulo e Minas Gerais (EMBRAPA TRIGO, 2009). A producao recebe
reforco sistematico de orgdos governamentais, visto que as condigdes
climaticas sédo desfavoraveis a cultura nessas regides (MAPA, 2012).

Com uma area plantada de 2.166,2 milhdes de hectares em
2012, a produgédo nacional foi estimada de 5.788,6 milhdes de toneladas de
trigo. O Parana liderou em proporgao e area cultivada nos ultimos 10 anos,
mas apresentou uma redugao significativa de 26,6%, sendo ultrapassado pelo
Rio Grande do Sul na safra de 2012. Porém, o Brasil ndo se destaca entre os
maiores produtores de trigo, sendo que a participagao brasileira no total da
producdo mundial costuma variar de 0,5 a 1% (CONAB, 2012).

Sao duas espécies de trigo que possuem interesse econdmico:
Triticum aestivum L., o trigo comum, e Triticum turgidum var. durum, o trigo
duro. Na moagem do trigo obtém-se em média: 76% de farinha, 23% de farelo
e 1% de perdas. No Brasil, o peso hectolitrico (PH) é a principal variavel de
medida que determina o rendimento industrial do trigo. O PH desse grao
costuma variar entre 74 e 82 e, quanto maior o PH, maior o seu rendimento
industrial em farinha. A qualidade da farinha é determinada por uma série de
parametros técnicos que variam conforme sua destinagao principal (PASINATO
et al., 2009). Pomeranz (1987) definiu a qualidade do trigo como resultado da
interagdo que a planta sofre no campo pelo efeito das condigdes do solo, clima,
incidéncia de pragas e doengas, manejo da cultura e cultivar, bem como das
formas de colheita, secagem, armazenamento, moagem e ao uso industrial a
ser dado a farinha.

Quando corretamente manejadas, a adubacdo e a irrigacao
sao praticas altamente recomendadas, pois influenciam de maneira direta a

produtividade e qualidade dos graos de trigo. A agua e o nitrogénio merecem
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destaque nao somente pelo custo que representam, mas também, pela
necessidade de se utilizar tais recursos eficientemente, garantindo a obtencao
de produgdes mais sustentaveis (BOSCHINI, 2010).

Aproximadamente 60% do total de fertilizantes nitrogenados
sao consumidos somente nas culturas de trigo, arroz e milho em todo o mundo
(LADHA et al., 2005). Devido a grande area ocupada pelos cereais, cinco
vezes maior que a das leguminosas, pesquisas com bactérias fixadoras de
nitrogénio associadas a essa cultura s&do de fundamental importéncia. Varias
bactérias diazotréficas podem se associar a diferentes variedades de trigo.
Estudos relatam que a FBN pode contribuir para a necessidade total de N no
trigo; além disso, essas bactérias podem contribuir no crescimento da planta
pela producao de fitorménios, solubilizagcdo de minerais como fosfato, aumento
da absorcdo de nutrientes, maior resisténcia ao estresse, bem como
biocontrole de patégenos (ROESCH et al., 2007; VENIERAK et al., 2011).

Muitas das bactérias ja isoladas da rizosfera do trigo séo
Azospirillum brasilense (BALDANI et al, 1997; OLIVEIRA et al., 2002), mas
outras espécies também ja foram isoladas, tais como Pantoea agglomerans
(KLEEBERGER et al, 1983), Arthrobacter sp. (UPADHYAY et al.,, 2009),
Achromobacter xylosoxidans (JHA e KUMAR, 2009), Herbaspirillum hiltneri
(ROTHBALLER et al., 2006), Stenotrophomonas maltophilia (PARK et al.,
2005), Pseudomonas sp. e Bacillus sp. (KUNDU et al., 1986), entre outras

identificadas.

3.5 ANALISE DA DIVERSIDADE

Os micro-organismos sao de fundamental importancia para
sustentabilidade e funcionamento de todos os ecossistemas naturais
(PROSSER, 2002). A diversidade microbiana no solo excede muito a dos
organismos eucarioticos. Um grama de solo pode conter mais de 10 bilhdes de
micro-organismos e milhares de espécies (TORSVIK e @VREAS, 2002). Além
disso, a alta diversidade microbiana pode ser critica para a estabilidade dos
ecossistemas, por fornecer uma diversidade funcional. Mudancgas na vegetacéao

bem como praticas agricolas intensivas tém demonstrado afetar a composicao
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e atividade da comunidade microbiota do solo (DENG, 2012; DING et al.,
2013). A introducao de técnicas de analise de DNA presentes no ecossistema
possibilitou mudangas na compreenséo da diversidade microbiana (BULL et al.,
2000). Metodologias baseadas na biologia molecular aplicadas ao estudo do
meio ambiente tém contribuido significativamente para o avango no
conhecimento sobre a diversidade microbiana em amostras ambientais
(HUGENHOLTZ e PACE 1996).

3.5.1 Técnica de BOX-PCR

A aplicagéo de técnicas baseadas nos acidos nucléicos tem auxiliado o estudo
da variabilidade genética microbiana, pois ndo dependem do estado fisiolégico
do micro-organismo (TORRES, 2005). Uma técnica bastante utilizada na
determinacao da variabilidade microbiana consiste na metodologia de BOX-
PCR, a qual é utilizada principalmente onde ha uma diversidade bastante
elevada (DE BRUIJIN, 1992; LAGUERRE et al., 1997). O BOX-PCR amplifica
regides altamente conservadas e repetitivas (CHAPAVAL et al., 2010) e permite
a diferenciagcédo das estirpes estudadas (TONON, 2008; STROSCHEIN et al.,
2010). A técnica foi utilizada por Videira et al. (2012) para analisar a diversidade
genética de bactérias diazotroficas isoladas a partir de dois gendtipos de
capim-elefante (Penisetum purpureum Schum.), permitindo a identificacdo
taxonémica da maioria dos isolados a nivel de género, podendo inferir também
algumas espécies com base no tamanho do fragmento revelando
predominancia de diazotréficos pertencentes ao género Gluconacetobacter.
Também com a técnica BOX-PCR, Boniek et al. (2010) caracterizaram estirpes
capazes de dessulfurizacdo em amostras de solo e sedimentos da Antartica.
Posteriormente, o DNA foi sequenciado para obter um perfil genédmico da
diversidade de bactérias dessulfurizantes cultivaveis, revelando uma
predominancia de micro-organismos do género Acinetobacter e Pseudomonas.
O BOX-PCR também foi utilizado por Becerra-Castro et al. (2010) para
caracterizar bactérias endofiticas e do rizoplano associadas a giesta (Citysus

striatus) cultivada em solo contaminado com hexaclorociclohexano (HCH).
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3.5.2 Gene 16s rRNA

A caracterizagdo taxondmica considera genes conservados e
pode ser classificada por meio de marcadores moleculares. O produto do gene
16s rRNA € o principal componente da subunidade ribossomal menor dos
procariotos (BROSIUS et al., 1978) e constitui-se de acido ribonucleico e
proteinas, participantes do maquinario celular responsavel pela sintese
proteica. Assim, devido a presenca desse gene em todas as formas de vida
celular, a analise comparativa das sequéncias de DNA ribossomais (rDNA)
pode ser aplicada universalmente para inferir relagdes filogenéticas entre
organismos (HEAD et al., 1998; TOLEDO et al., 2009).

As sequéncias de rDNA sdo o ponto central no estudo da
evolugao e ecologia de micro-organismos (FAORO, 2006), tornando-se padréao
na avaliagdo da diversidade em amostras ambientais, na deteccdo e
quantificacdo de populagdes especificas e na determinacdo de relagdes
filogenéticas (HEAD et al., 1998). O 16S rDNA apresenta caracteristicas
necessarias para um bom marcador molecular, como por exemplo distribuicao
universal, com estrutura e fungdo conservadas entre os taxa e um tamanho que
permita o aparecimento de divergéncias na sequéncia (FAORO, 2006). A
analise do gene 16s rDNA permite a obtengdo de ampla informagéo a respeito
da diversidade do ambiente analisado e também da participacdo de bactérias
especificas dentro de uma comunidade total (GOMEZ, 2012).

A disponibilidade de uma grande quantidade de sequéncias do
gene 16S rRNA depositadas em banco de dados, junto a possibilidade da
utilizagao da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction ou reagao em cadeia
da polimerase) para amplificagdo do 76S rDNA de eubactérias com taxonomia
diversa com pequeno numero de oligonucleotideos, tem permitido que essa
informagdo molecular seja amplamente utilizada para o agrupamento
filogenético (LUDWIG e SCHLEIFER, 1994; FAORO, 2006).
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3.5.3 Espectrometria de Massa — Técnica de MALDI-TOF

A espectrometria de massa (do inglés mass spectrometry - MS)
€ uma técnica que vem sendo desenvolvida recentemente para identificagao de
organismos. E uma ferramenta ja utilizada dentro da biologia em estudos de
proteOmica, caracterizagdo de biomoléculas, entre outras. Nesse contexto, a
MS passou a ser aplicada na microbiologia e, como consequéncia, alguns
trabalhos foram realizados na identificacdo e classificagdo dos micro-
organismos (CLAYDON et al., 1996; CANTU e CARRILHO, 2008; ASSIS et al.,
2011). AMS é uma técnica que determina a relagado entre massa e carga (m/z)
de moléculas na forma gasosa. Basicamente, o espectrobmetro de massa € um
equipamento constituido por uma fonte de ions, um analisador de massas, um
detector e um sistema de aquisicdo de dados (CANTU e CARRILHO, 2008). A
aplicabilidade de MS para analise de biomoléculas complexas foi melhorada
pela introdugdao de duas técnicas de dessorcao/ionizacéo leve: o MALDI-TOF
MS (do inglés Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry) e ESI (do inglés electrospray ionization). Esses dois métodos de
ionizacdo leve ionizam grandes moléculas com pouca ou nenhuma
fragmentacdo, além de aplicados também para analisar biomoléculas como
carboidratos, proteinas e peptideos, DNA, RNA e polimeros sintéticos. Ambas
técnicas sao efetivamente utilizadas para analises precisas de peptideos e na
determinacao de sequéncias peptidicas para identificar e caracterizar proteinas
em micro-organismos (CANTU e CARRILHO, 2008; HO e REDDY, 2011).

A técnica de MALDI-TOF é considerada revolucionaria na
identificacdo de micro-organismos e apresenta a vantagem de se utilizar
células intactas, podendo ser retiradas diretamente de colbnias crescidas em
placas de cultivo. A técnica produz um espectro de proteinas tipicas de cada
espécie, funcionando como uma impressao digital (fingerprinting), que pode ser
comparada a espectros previamente identificados e depositados em banco de
dados (CLAYDON et al.,, 1996). Além disso, O MALDI-TOF é um método
rapido, preciso e que possui baixo custo para identificacdo e caracterizagao
precisa micro-organismos, utilizado como forma alternativa para analises
convencionais de bioquimica, aplicado em varias areas, tais como diagnosticos

clinicos, biodefesa, monitoramento ambiental e controle de qualidade ambiental
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(CLAYDON et al., 1996; DEMIREV et al., 1999; CROXATTO et al., 2012).
Apesar de atualmente as espécies representadas nos bancos de dados serem
em sua maioria de interesse clinico, a atengdo tem se voltado ao
monitoramento da comunidade microbiana ambiental, por conta do interesse
agricola e da protecdo do meio ambiente (FERREIRA et al., 2011; KOUBEK et
al, 2012), tendo a necessidade de se ampliar os bancos de dados com

espécies bacterianas com importancia ambiental.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos descritos foram realizados nos laboratérios de
Biologia Molecular e de Bioquimica e Biotecnologia do Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL,
Londrina-PR) e nos laboratérios de Fixacado Biolégica de Nitrogénio e Biologia
Molecular do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana
(UFPR, Curitiba-PR).

4.1 EXPERIMENTO EM CAMPO

As amostras de solo de plantacbes de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.) e trigo (Triticum aestivum, L.) foram coletadas na
Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina (23°20'23.45"S;
51°12'32.28"0, com altitude média de 580 metros, no municipio de Londrina,
regido norte do Estado do Parana, Brasil. O clima da regido € do tipo Cfa
(Képpen); clima subtropical umido mesotérmico, com verdes quentes e geadas
pouco frequentes, com tendéncia de concentracdo de chuvas no verdo e sem
estacdo seca definida. O solo é classificado como Latossolo Vermelho
Eutroférrico, argiloso, com declividade de 9%. A temperatura média anual é de
20,2°C, a média da temperatura maxima € de 27,0°C e a média da temperatura
minima é de 14,8°C. A umidade relativa do ar média € de 75% (IAPAR, 2007).

As amostras do segundo experimento com trigo foram
coletadas na Estacdo Experimental Prof. Anténio Carlos dos Santos Pessoa,
pertencente ao Nucleo de Estagcdes Experimentais da Universidade Estadual
do Oeste do Parana, Campus de Marechal Candido Rondon - PR. O municipio
esta localizado a uma longitude de 54° 02’ W, latitude 24° 33’ S e altitude média
de 420 metros. O clima dessa regiao, classificado segundo Koppen, também é
tipo Cfa. O solo possui textura argilosa devido a sua origem, sendo
predominantemente do tipo Latossolo Vermelho Eutroférrico (EMBRAPA,
2006).
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As analises quimicas dos solos foram realizadas no laboratério
de solos do Departamento de Agronomia na Universidade Estadual de Londrina
(UEL).

4.1.1 Experimento de Campo — Cana-de-Agucar

Foram cultivados dois gendétipos de cana-de-agucar (RB855536
e RB72454), submetidos a diferentes tratamentos de inoculagdo com diferentes
formulacdes e estratégias de inoculagado, na presenca e auséncia de adubacgéao
nitrogenada, a fim de comparar os efeitos destes tratamentos sobre a

diversidade microbiana.

Antes da implementagao dos ensaios, toda a area experimental
recebeu adubacdo com K,O e P,0Os conforme recomendado pela analise do
solo para a cana-de-acucar. A inoculagao dos toletes foi realizada no momento

do plantio, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 — Descricdo dos tratamentos de manejo nutricional do N para as
amostras de solo sob cultivo com cana-de-agucar (gendtipos
RB855536 e RB72454) selecionados para avaliagdo da diversidade
bacteriana diazotréfica

Dose N-uréia

Tratamentos Descrigéo p
(kg ha™)

SI-NO Sem inoculacdo 0

SI-N120 Sem inoculagéo 120

Emb-NO Inoculante Embrapa’  Imersao dos toletes por 30 minutos 0
imediatamente antes do plantio

Emb-N120 Inoculante Embrapa  Imers&o dos toletes por 30 minutos 120
imediatamente antes do plantio

Tur-NO Inoculante Turfal® Imersé&o dos toletes por 5 minutos 0
imediatamente antes do plantio

Tur-N120 Inoculante Turfal Imerséo dos toletes por 5 minutos 120
imediatamente antes do plantio

Uel-NO Inoculante UEL® Pulverizagéo sobre toletes na dose 0
de 20 mL por metro linear

Uel-N120 Inoculante UEL Pulverizagdo sobre toletes na dose 120

de 20 mL por metro linear

Fonte: A autora (2013)

Estdo descritas na Tabela 2 as bactérias diazotroficas

utilizadas nos inoculantes cedidos pela empresa Novozymes BioAg (Quatro-

Barras — PR) e no inoculante desenvolvido no Depto. de Bioquimica e

Biotecnologia da UEL. A concentragcdo de células de bactérias nos inoculantes

foi de 10° células por mL de inoculante liquido ou g no inoculado em forma de

turfa. Todos inoculantes foram aplicados no momento do plantio da cana-de-

acucar. Todos os fertilizantes utilizados no ensaio foram aplicados

manualmente no sulco de semeadura.
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Tabela 2 — Bactérias diazotroficas presentes nos inoculantes utilizados neste

trabalho
Espécies Estirpes Inoculantes
Gluconacetobacter diazotrophicus BR 11281 Turfal e Embrapa
Herbaspirillum seropedicae BR 11335 Turfal e Embrapa
Herbaspirillum rubrisubaldicans BR 11508 Turfal e Embrapa
Azospirillum amazonense BR 11115 Turfal e Embrapa
Burkholderia tropica BR 11366 Turfal e Embrapa
Azospirillum brasilense AbV5 UEL

Fonte: A autora (2013)

‘Os inoculantes Turfal (formulagdo liquida) e Embrapa (formulagdo sélida) foram

produzidos e cedidos pela empresa Novozymes BioAg (Quatro-Barras — PR).

"0 inoculante UEL foi produzido no Laboratério de Bioquimica Molecular,

Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade Estadual de Londrina.

O delineamento experimental ocorreu em blocos casualizados,
em esquema fatorial 4x2, com 4 repeticdes em parcelas de 30 m? (6 linhas de 5
m), sendo 4 tratamentos de inoculagdo e 2 doses de N-uréia, perfazendo um
total de 32 parcelas para cada gendtipo de cana-de-agucar avaliada. Para as
analises de diversidade, as amostras de solo foram coletadas nas entrelinhas a
uma profundidade de 0-10 cm, com uma distancia minima de 20 cm da raiz da

planta, 18 meses apds o plantio.

4.1.2 Experimento de Campo — Trigo (UEL e Marechal Candido Rondon- PR)

A variedade de trigo 150 (COODETEC) foi cultivada em duas
regides (Fazenda Escola UEL — Experimento 1 e na Estagdo Experimental Prof.
Anténio Carlos dos Santos Pessoa, Marechal Candido Rondon — Experimento
2) sob diferentes tratamentos de manejo, relacionados a aplicagdo de
inoculantes e doses de nitrogénio. Foram colocados 20 kg ha™ de N na
semeadura, de acordo com as recomendacdes da Embrapa e da COODETEC
e 30 kg ha™' foram aplicados em cobertura aproximadamente 40 dias apds a

semeadura, a fim de se evitar a alta concentragao salina no solo.
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Nesse experimento foram testados inoculantes utilizando duas
estirpes: Azospirillum brasilense AbV5 e Methylobacterium sp. ZM, esta ultima
isolada a partir de girassol (GOES et al., 2011). Estas bactérias foram utilizadas
para a producdo de formulagcbdes inoculantes liquidas, desenvolvidas no
laboratério de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de
Londrina. A concentragdo de células de bactérias nos inoculantes foi de 10°
células por mL. Os inoculantes foram aplicados em quantidades variaveis, de
acordo com cada tratamento.

As parcelas também receberam adubacédo de K;O e P,Os,
conforme recomendado pela andlise do solo. As Tabelas 3 e 4 mostram os
diferentes tratamentos e aplicagées de inoculantes nas culturas de trigo na
Fazenda Escola UEL e Marechal Candido Rondon, respectivamente. Foram
aplicados inoculantes com formulagdo liquida diluidos em agua de
abastecimento (1,25 L em 300 L de 4&gua) contendo as bactérias

correspondentes aos tratamentos.



Tabela 3 — Descricdo dos tratamentos de adubacido e

amostras de trigo na Fazenda Escola UEL
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inoculacdo das

Tratamentos

Descrigao

Dose N-ureia

(kg ha™)
SI-NO N&o inoculado 0
SI-N120 N&o inoculado 80
SI-N30 N&o inoculado 30
Pulverizagao 4 dias ap6s emergéncia das plantas com
AbV5410 _1 30
AbV5 com 10 mL kg
Pulverizagao 4 dias ap6s emergéncia das plantas com
AbV5430 _1 30
AbV5 com 30 mL kg
Pulverizacado 4 dias ap6s emergéncia das plantas com
AbV5450 _1 30
AbV5 com 50 mL kg
Pulverizacdo 11 dias apds emergéncia das plantas com
AbV51110 p 30
AbV5 com 10 mL kg
Pulverizacao 11 dias ap6s emergéncia das plantas com
AbV/51130 . 30
AbV5 com 30 mL kg
Pulverizacdo 11 dias ap6s emergéncia das plantas com
AbV51150 30

AbV5 com 50 mL kg™

Fonte: A autora (2013)

Tabela 4 — Descricdo dos tratamentos de adubacido e

amostras de trigo em Marechal Candido Rondon

inoculacdo das

Tratamentos

Descrigao

Dose N-ureia

(kg ha™)

SI-NO Nao inoculado 0
SI-N120 Nao inoculado 120
SI-N30 N&o inoculado 30
AbV55 Inoculag&o na semente com AbV5 com 5mL kg™ 30
AbV515 Inoculagdo na semente com AbV5 com 15mL kg™ 30
AbV525 Inoculagdo na semente com AbV5 com 25mL kg™ 30
AbV535 Inoculagdo na semente com AbV5 com 35mL kg™ 30
AbV5ZM35 Inoculag&o na semente com AbV5+ZM com 35mL kg™ 30
ZM35 Inoculagdo na semente com ZM com 35mL kg™ 30

Fonte: A autora (2013)

“Todas as sementes foram inoculadas 12-24hs antes do plantio.
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Em ambos sitios experimentais foi adotado o delineamento em
blocos casualizados, com nove tratamentos e quatro repeti¢cdes, totalizando 36
parcelas. As amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de 0-10 cm
com uma distancia minima de 8 cm da raiz da planta, 4 meses apods a

semeadura.

4.2 PREPARO DE AMOSTRAS

ApoOs a coleta, as amostras de solo foram expostas ao ar para
secagem e, posteriormente, peneiradas e armazenadas como terra fina seca
ao ar (TFSA) por sete dias, até o0 momento das avaliagdes microbiologicas.
Para o isolamento de diazotréficos, foram pesados 10 g de TFSA de cada
tratamento e acondicionados em placas de Petri esterilizadas, com 3 repeticoes
para cada tratamento. Em seguida, foram adicionados 2 mL de agua destilada
esterilizada em cada placa, de modo a manter uma umidade uniforme em 20%.
As placas foram mantidas por 48 h a 28 °C para estimular a atividade
microbiana nas amostras, em seguida foram utilizadas para o isolamento como

descrito abaixo.

4.3 ISOLAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS

Para o isolamento dos micro-organismos, foi realizada a
diluicdo seriada das amostras de TFSA. Amostras de 1 g de TFSA foram
diluidas em 9 mL de solugdo salina esterilizada (diluicdgo 10™"; ANEXO 1), e
seriadamente diluida adicionando-se 1 mL da diluicdo 10 a tubos de ensaios
contendo 9 mL de solugdo salina até a diluicdo 107. As diluigdes 10* a 10”7
foram utilizadas para o isolamento de bactérias diazotroficas e nao

diazotroficas, conforme descrito a seguir.
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4.3.1 Isolamento de Bactérias Diazotrdéficas

Foram tomados 0,1 mL das diluicdes 10, 10® e 107 de TFSA
obtidas e inoculadas em triplicata em frascos contendo 5 mL dos meios de
cultura semi-sdlidos seletivos livres de nitrogénio (ANEXO 2), descritos na
Tabela 5. Os frascos inoculados foram incubados a 28 °C por até 10 dias, e
aqueles que apresentaram o desenvolvimento de uma pelicula na regiao
superficial do meio foram utilizados para o isolamento de bactérias
diazotroficas (adaptado de DOBEREINER et al., 1995).

Tabela 5 — Meios de cultivo semi-solidos seletivos livres de nitrogénio
utiizados neste estudo, e respectivos géneros de bactérias
diazotroficas potencialmente selecionados

Grupo Taxondémico Meio de cultivo Semi-soélido seletivo
JMV LGI LGI-P JNFb NFb
Azospirillum spp X X
Burkholderia spp X X
Gluconacetobacter spp X
Herbaspirillum spp X
Sphingomonas spp X X

Fonte: Baldani et al., 2007

Apods o crescimento, os frascos que apresentaram crescimento
positivo foram repicados para novos frascos contendo 5 mL dos respectivos
meios de cultura semi-solidos seletivos livres de nitrogénio (processo repetido
por duas vezes) para eliminar as bactérias sem capacidade de realizar a
fixagao bioldgica do nitrogénio. As populagdes de diazotréficos obtidas pelo uso
de cada meio de cultivo foram determinadas pela da técnica do numero mais
provavel (NMP), por meio da tabela de McCrady (DOBEREINER et al., 1995).
Ao final do processo de repicagem, os isolados considerados diazotroficos
foram purificados nos respectivos meios (JMV, LGI, LGI-P, JNFb, NFb)
solidificados (DOBEREINER et al., 1995). Ap6s a purificagéo, os isolados foram
crescidos em meio Dygs (ANEXO 4) liquido por 24 h a 180 rpm e 30 °C,

diluidos em glicerol 50% (v/v) e armazenados a -20 °C.
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A avaliagéo da influéncia dos diferentes tratamentos de manejo
para o suprimento de nitrogénio (inoculagdo com bactérias diazotréficas e
adicao de fertilizante mineral) na populagdo microbiana foi submetida ao teste
de comparacdo de médias, a fim de se identificar diferencas entre os
tratamentos por meio do teste t (p>0,05), com auxilio do programa estatistico
SASM-AGRI (CANTERI et al., 2001).

4.3.2 Isolamento de Bactérias Heterotroficas - Método da Gota (Drop Plate)

Utilizando-se as diluicdes 10, 10° e 10®, foram inoculados 10
ML em placas contendo meio minimo solido (SAIT et al., 2002; ANEXO 3), com
3 repeticdes para cada diluicdo. As placas foram incubadas a 28°C por 5 dias,
sendo repicadas novamente no mesmo meio para verificagao da pureza. Assim
como os isolados obtidos nos meios seletivos, estes também foram crescidos

em Dygs e armazenados em glicerol 50% (v/v) a -20 °C.

4.4 EXTRACAO DO DNA GENOMICO DAS AMOSTRAS

Cada uma das estirpes isoladas, além das estirpes inoculantes
apresentadas na Tabela 2, foi cultivada em 5 mL de meio Dygs por 24 horas a
28 °C em agitador orbital a 180 rpm. Apds o crescimento, 1 mL da cultura
bacteriana foi transferido para microtubos esterilizados e precipitados por
centrifugacéo por 5 minutos a 3070 g e 4 °C. As células precipitadas foram
ressuspendidas em solugao salina esterilizada (NaCl 0,9 % p/v) e submetidas a
nova centrifugagcdo por 10 min a 6140 g e 4 °C, descartando-se o
sobrenadante. Posteriormente, as células foram ressuspensas em 0,5 mL de
tampao CTAB (CTAB 2 %, PVP 1 %, Tris-HCI 100 mM, EDTA 25 mM, e NaCl
1,4 mM), aquecidas a 80 °C por 20 min e resfriadas em seguida em banho de
gelo. Foi adicionado 1 yL de RNAse (20 pg/mL, Invitrogen) e as amostras
foram incubadas a 37 °C por 1 hora. Adicionou-se 0,5 mL de solucdo de

cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v/v) seguido de homogeneizagdo manual e
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centrifugacéo por 10 min 6140 g e 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e
transferidos para novos microtubos, acrescentando-se 0,6 volumes de
isopropanol. As amostras foram incubadas por 1 hora a -20 °C e
posteriormente foram centrifugadas por 30 min a 8596 g e 4 °C. Descartaram-
se 0s sobrenadantes e ao pellet foram adicionados 100 yL de NaCl 5 M e 400
ML de etanol absoluto. Os tubos foram homogeneizados por inversao e, em
seguida, foram centrifugados por 10 min a 8596 g e 4 °C. As suspensdes
obtidas foram lavadas com etanol 70 %, secas a 60 °C e ressuspendidas com
50 uL de agua ultrapura esterilizada. A presenca e integridade do DNA foram
analisadas em gel de agarose 0,9 % por eletroforese, corado com brometo de

etideo.

4.4.1 Amplificagdo do DNA Gendmico Pela Técnica de Rep-PCR Utilizando o

Oligonucleotideo Iniciador BOX

Para a amplificagdo do DNA gendémico, foi utilizada a técnica
de PCR, utiizando o  oligonucleotideo iniciador BOX  (5-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3), que amplifica regides conservadas e
repetitivas do DNA cromossOmico (VERSALOVIC et al., 1994). As reagdes
foram realizadas com volume final de 50 uL contendo: 2,0 yL dNTPs (estoque
com 1,5 mM de cada base) (Invitrogen); 5 uL tampao 10X (10mM Tris-HCL pH
8,3); 6 uL MgCl, (20 mM); 3 pL oligonucleotideo BOX (20 pmol pL™"); 1 uL DNA
molde (50 ng uL™); 0,3 pL Tag DNA polimerase (5 U/uL) e 32,7 uL de H,0
ultrapura estéril. A mistura da reagdo foi submetida ao termociclador Life
Express, BIOER.

A reacao de amplificacdo procedeu-se com uma etapa de
desnaturagao inicial (94 °C, 2 min), seguida de 30 ciclos de desnaturagéo (94
°C, 1 min), anelamento do iniciador (50 °C, 1 min) e extenséo (68 °C, 5 min).
Apds amplificagdo, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5 % (60 V por 5 h) em tampao TBE 1X (10,8 g de Tris-base, 5,5 g de
acido borico, 4 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0, para um litro de solugédo). Em todas

as reagdes foram utilizados controles positivo e negativo. Os produtos de
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amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,5% em
tampao TBE, sendo corados em solugédo de brometo de etideo (1 nug mL™),
visualizados e documentados em transiluminador sob luz ultravioleta com
auxilio do equipamento Alphaimager MINI Cell Bioscences.

O polimorfismo do DNA dos isolados foi avaliado pela presenca
e auséncia de bandas, utilizando o programa Sequentix Gelquest. Com base
nesses dados foi construida uma matriz binaria utilizada para analise de
agrupamento e similaridade, avaliada pelo coeficiente de Jaccard utilizando o
método UPGMA (Unweighted Pair — Group Method with Aritmetical Average).
Os dados foram processados pelo programa NTSYS-pc e os perfis de DNA
obtidos por BOX-PCR foram representados em um dendrograma de

similaridade.

4.4.2 Amplificagado Gene 16S rDNA por PCR

A amplificacdo das sequéncias 76S rDNA dos isolados foi
realizada com os iniciadores 27f (5 AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’) e
1492r (5 ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT 3’) (SUZUKI & GIOVANNONI,
1996; ROSCH & BOTHE, 2005).

Para a PCR, foram utilizados 50 ng de DNA dos isolados, 1,5
uL de cada iniciador (20 pmol pL™"), 1 uL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen), 5 uL
de tampao 10X Rnx Buffer (Invitrogen), especifico da enzima Taqg DNA
polimerase, 2,2 uL de MgCL, (50 mM) (Invitrogen), 0,2 uL de enzima Taqg DNA
polimerase (5 U pL™") (Invitrogen) e agua ultrapura estéril para um volume final
de 50 upL. A reacdo de amplificagdo foi conduzida no termociclador Life
Express, BIOER, programado em uma etapa de desnaturacéo inicial (94°C, 2
minutos), seguida de 35 ciclos de desnaturacao (94 °C, 1 min), anelamento (58
°C, 1 min) e extenséo (72 °C, 2 min) e uma extensao final (72 °C, 10 min).

Apoés amplificagéo, 8 uL de cada amostra foram adicionados a
2 uL de tampao de carregamento (azul de bromofenol 0,025% e glicerol 50%) e

avaliados por eletroforese em gel de agarose 1,0 % em tampdo TBE 1X e
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corado com brometo de etideo (1 ug mL™). O marcador de peso molecular

utilizado para comparacéo foi o 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen).

4.4.3 Purificacao dos Produtos de Amplificacao

A purificagdo dos produtos amplificados foi realizada utilizando
0,33 pL de enzimas Exonuclease | (EXO |) (Amersham Biosciences), 0,33 uL
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (Amersham Biosciences), 6 uL do produto
de amplificacdo e agua ultrapura estéril suficiente para completar 10 yL de
solugdo. Para melhor atividade da enzima, os produtos foram mantidos a 37 °C

por 1 h e posteriormente, a 80 °C por 15 min.

4.5 SEQUENCIAMENTO

4.5.1Quantificacdo do Produto de PCR rRNA 16S e Reacédo de

Sequenciamento

As reagdes de sequenciamento do gene 16S rRNA foram
realizadas no Laboratério de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio e Biologia
Molecular do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana
(UFPR, Curitiba-PR). Ap6s a purificagdo, os fragmentos do gene 16S rRNA
foram quantificados em espectrofotbmetro a 260 nm (NanoDrop 2000
Spectrofotometer, Thermo Scientific) para a reagao de sequenciamento.

As reagbes de sequenciamento foram realizadas em
termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied Biosystems), em
microplacas de 96 pogos, utilizando o kit “DNA Sequencing-Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready ABI Prism”, de acordo com as instru¢gdes do
fabricante. Em cada poco, foram utilizados 20 ng de DNA; 0,5 uM do
oligonucleotideo iniciador 27f (20 mM); 1 uL do terminador Big Dye; 2 pL de
tampao Save Money [Tris-HCI 400 mM (pH 9) e MgCl, 10 mM] e agua ultrapura
estéril para completar 10 uL de reagao. As condicbes da PCR foram: 1 ciclo de
96 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo (96 °C por 15 s),

anelamento (58 °C por 10 s) e extensao (60 °C por 4 min).
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Apds a reagao de sequenciamento, o DNA foi precipitado
adicionando-se 10 pL de agua miliQ; 2 uL de acetato de amdnio e 3x o volume
de etanol absoluto a cada amostra. As amostras foram em seguida
centrifugadas a 2149 g a 20 °C, por 45 min (Centrifuga 5810 R, Eppendorf).
Descartou-se o0 sobrenadante e secou-se a placa sobre papel absorvente. O
DNA sedimentado foi lavado com 150 uL de etanol 70%, centrifugando-se por
mais 15 min a 2149 g a 20 °C. Descartou-se o sobrenadante, deixou-se a placa
secar sob vacuo por 40 minutos e ressuspendeu-se o DNA com 10 uL de
formamida.

A determinacédo das sequéncias foi realizada no sequenciador
automatico ABI-3500 (Applied Biosystems, German). As sequéncias obtidas
foram submetidas a comparacdo com o coeficiente de similaridade do
Ribosomal Database Project (RDP) (http:\\www.rdp.cme.msu.edu) pelo
programa “Classifier’ e “Sequence Match” (MAIDAK et al. 1997). Foi utilizado o
programa DivEs (Diversidade des Espécie v 2.0) (RODRIGUES, 2005) para
calcular o indice de Shannon-Wiener, a partir das Familias encontradas nos
trés solos analisados. O indice de Shannon-Wiener € um indice de diversidade
sensitivo a riqueza e a abundancia relativa de espécies (ATLAS & BARTHA,
1998) e no presente trabalho foi aplicado para avaliar a diversidade da

comunidade bacteriana dentre os solos.

4.6 ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI - TOF

Os isolados obtidos foram submetidos a analise por
espectrometria de massa MALDI-TOF no Laboratério de Fixagdo Bioldgica de
Nitrogénio e Biologia Molecular do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Parana (UFPR, Curitiba-PR), seguido o protocolo de
Sauer et al. (2008).
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4.6.1 Preparo da Amostra

As bactérias foram cultivadas em meio sélido Dygs por 24 a 36
h, em aerobiose a 30 °C. Colbnias isoladas (~ 2 mm didmetro) foram
transferidas para microtubos, adicionando-se 1 mL de agua ultrapura estéril. As
células foram centrifugadas a 8289 g por 2 min, e descartou-se o
sobrenadante. O processo foi repetido uma vez, retirando-se o maximo do
sobrenadante com o auxilio de uma pipeta. Ao precipitado foram adicionados
20 pL de acido férmico 70% (v/v), homogeneizando bem a mistura.
Posteriormente, adicionaram-se 20 pL de acetonitrila seguindo nova
homogeneizagdo das amostras. Centrifugou-se novamente a 8289 g por 2 min,
transferindo 20 uL do sobrenadante a novos microtubos.

Sobre uma placa para analise em espectrémetro de massa, foi
depositado 1 pL do sobrenadante obtido como descrito acima, deixando-se a
placa secar ao ar em temperatura ambiente. Foram adicionados as amostras 1
ML da matriz de HCCA (3 mg/mL) preparada em solucdo de 50% (v/v)
acetonitrila 2,5% (v/v) acido trifluoracético (SAUER et al., 2008 modificado).

4.6.2 Analise das Amostras

As amostras foram analisadas em espetrdbmetro de massa
MALDI-TOF-MS Autoflex Il (Bruker Daltonics), equipado com um laser de
nitrogénio, utilizando o software Flex Control v. 3.0 (Bruker Daltonics) operando
em modo de detecg¢ado positivo, voltagem de aceleragcdo de 20 kV, frequéncia
do laser de 50 Hz e deteccdo de massa na faixa de 3.000 a 12.000 m/z. O
equipamento foi primeiramente calibrado utilizando o kit Protein Calibration
Standard | (Bruker Daltonics) contendo uma mistura de insulina (5.734,51 m/z),
ubquitina | (8.565,76 m/z) e citocromo C (12.360,97 m/z). Os parametros de
aquisicao foram ajustados considerando apenas sinais com resolugdo minima
de 600 arb. Os espectros sao resultados da soma dos ions obtidos por 10 tiros
do laser em 10 posi¢des diferentes da amostra aplicada num mesmo spot. O
processamento dos espectros foi realizado utilizando o software Flex Analysis

v. 3.0 (Bruker Daltonics). Os extratos de cada estirpe foram aplicados em 3
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pontos diferentes da placa de MALDI para avaliar a reprodutibilidade dos

espectros.

4.6.3 Analise e Agrupamento dos Espectros

Os espectros gerados foram submetidos a analise de picos em
comum utiizando o  software  Speclust disponivel no  portal:
http://bioinfo.thep.lu.se/speclust. html (ALM et al., 2006) a fim de gerar um
espectro médio para cada amostra; a variagao tolerada foi de £ 5 m/z. O
programa permite comparar entre si as listas de picos obtidos dos espectros de
cada micro-organismo, criando matrizes de presenga/ auséncia de picos. A
partir destas matrizes, sdo calculadas as distancias entre cada micro-
organismo. Estas distancias foram utilizadas para agrupar os micro-organismos

representados em um dendograma.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises quimicas de solo estdo apresentadas na Tabela 6.
Todos os solos apresentaram-se com teor de matéria organica (MO)
considerado baixo, com alguns contrastes quanto aos teores de Ca e Al no solo
de Marechal Candido Rondon (solo TRIGOMAR). Porém, os niveis de
fertilidade observados para os trés locais estiveram entre médio e alto para os
parametros avaliados e adequados para o desenvolvimento das culturas

ensaiadas.

Tabela 6 — Analise quimica das amostras de solo utilizadas neste estudo

Tratamentos pH K Ca Mg Al P MO
CaCl, cmolc/dm® mg/dm® g/dm’

Solo cana UEL 4,7 0,1 5,7 0,3 0,14 1,82 18,9

Solo trigo UEL 6,0 09 7,78 235 0,07 31,2 13,07

Solo trigo Marechal 44 0,53 2,35 2,78 0,26 47 1 12,9

Fonte: A autora (2013)

5.1 CONTAGEM DE DIAZOTROFICOS, ISOLAMENTO E ANALISE DE SEQUENCIAS

5.1.1 Contagem

A contagem de bactérias foi realizada somente nos solos sob
cultivo de trigo (Londrina e Marechal Candido Rondon). Os resultados da
ocorréncia de bactérias diazotroficas nestes solos revelaram presenca de
bactérias relacionadas ao género Azospirillum (meios LGl e NFb),
Herbaspirillum (meio JNFb), Gluconacetobacter (meio LGI-P) e Burkholderia
(meios JMV e LGI). Os resultados foram convertidos em escala logaritmica e
estdo apresentados nas Figuras 1 e 2. De modo geral, foi observado um alto nu
mero de bactérias em ambos os solos analisados variando de, 4,51 a 5,92

(Log1o do numero de bactérias/g de solo).
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Figura 1 — Logaritmo (Log1p) da comunidade de bactérias diazotréficas por g
de solo sob cultivo com trigo (TRIGOUEL - Fazenda Escola da
UEL, Londrina, Paran4, Brasil)
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Figura 2 — Logaritmo (Log1) da populagao de bactérias diazotréficas por g de
solo sob cultivo com trigo (TRIGOMAR - Estagdo Experimental
Prof. Antonio Carlos dos Santos Pessoa, UNIOESTE — Marechal
Candido Rondon, Parana, Brasil)
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Fonte: A autora (2013).

De acordo com as analises estatisticas em relagéo ao solo de
cultivo de trigo — TRIGOUEL, considerando a média da contagem, os
tratamentos SI-N120 (tratamento controle — com 100% de adubagéo
nitrogenada) e AbV51130 (Pulverizagédo 11 dias apds a emergéncia das plantas
com AbV5 - 30 mL kg') diferiram entre si, caracterizando a maior e a menor
populagdo de bactérias (logio= 5,40 (2,5 x 10° células/g solo e log1o= 4,97, 9,3 x
10* células/g solo) respectivamente. Os demais tratamentos ndo apresentaram

diferencas significativas entre si (Tabela 7).
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Tabela 7 — Populagbes de isolados em meio semi-sélido em solo (Log1o/g solo)
da Fazenda Escola UEL/Londrina, sob cultivo com trigo submetido
a diferentes praticas de manejo

Tratamento Log1o células/g solo

SI-NO 5,30
SI-N120 5,40
SI-N30 5,19
AbV5410 5,02
AbV5430 5,25
AbV5450 5,34
AbV51110 4,97
AbV51130 5,22
AbV51150 5,12

Fonte: A autora (2013)

No solo do cultivo de trigo de Marechal Candido Rondon
(TRIGOMAR), as andlises mostraram que o tratamento AbV5ZM35 (inoculagao
na semente com AbV5 + ZM - 35 mLkg'1) obteve a maior populagdo de
bactérias diazotréficas com Logie = 5,57 (7,2 x 10° célula/g solo). Por outro
lado, as menores populagdes foram encontradas nos tratamentos SI-NO
(controle — sem adubagao nitrogenada), AbV55 (inoculagdo na semente com
AbV5 - 5 mLkg™") e AbV535 (inoculagdo na semente com AbV5 - 35 m.g™") com

Log1o = 4,87 € 4,92 (3,3 x 10* e 8,7 x 10* células g solo respectivamente).
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Tabela 8 — Populagbes de isolados em meio semi-sélido em solo (Log1e/g solo)
da Estacdo Experimental Prof. Antonio Carlos dos Santos Pessoa,
(UNIOESTE) — Marechal Candido Rondon, sob cultivo com trigo
submetido a diferentes praticas de manejo

Tratamento Log+o células/g solo
SI-NO 4,87
SI-N120 5,28
AbV55 4,87
AbV515 5,23
AbV525 5,13
AbV535 4,92
AbV5ZM35 5,57
ZM35 5,18

Fonte: A autora (2013)

Doses de inoculantes e, consequentemente, o numero de
bactérias inoculadas podem afetar na producédo e desenvolvimento da planta,
como observados nos trabalhos de Oliveira et al. (2002), que verificaram
efeitos benéficos em cana-de-acucar utilizando 10° bactérias mL™" e Baldani et
al. (2000), com 10® bactérias mL"' aplicadas em arroz. No entanto,
relacionando os resultados da analise da diversidade bacteriana diazotrofica
com as doses de inoculantes ou de fertilizante nitrogenado utilizadas nos
tratamentos, é possivel sugerir que provavelmente os organismos inoculados e
a adicao de N-ureia nas doses testadas ndo foram capazes de modificar a
estrutura das comunidades bacterianas do solo de Londrina e de Marechal
Candido Rondon. A baixa capacidade de estabelecimento das estirpes de
BPCV no solo é uma caracteristica desejavel para a recomendagcdo como
biofertilizante. O efeito da adicdo de N-mineral sobre a composi¢cdo bacteriana
diazotréfica observada para o solo de Londrina pode estar relacionada ao
aumento do conteudo de matéria organica depositado pelas plantas cultivadas
nestas condigdes.

Analisando a comunidade bacteriana de cada meio semi-
seletivo utilizado, no solo TRIGOUEL, LGI-P relacionado a Gluconacetobacter,
foi o meio que apresentou maior variagdo entre os tratamentos. A maior

populacao de diazotréficos foi encontrada no tratamento AbV5450. Por outro
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lado, o meio LGI foi o meio que apresentou menor variacdo entre os
tratamentos, além do menor numero de organismos diazotréficos observados.
Nao foram observadas diferencas nas populagdes relacionadas a Azospirillum
e Burkholderia (meios LGl e JMV) e Herbaspirillum (meio JNFb) para os
tratamentos com diferentes inoculacbes com Azospirillum brasilense. Ja os
tratamentos controle (sem a adicdo de inoculantes) apresentaram maior
populacao relacionada a Azospirillum (meio NFb) frente aos tratamentos com
inoculantes. Isso pode ser caracterizado como uma possivel interagcao entre as
bactérias inoculadas e a comunidade bacteriana nativa. Resultados
semelhantes foram encontrados nos estudos de KUSS (2006) com organismos
diazotroficos associados as raizes de arroz irrigado.

Ja no solo TRIGOMAR foi observada uma maior variagédo na
populacdo bacteriana entre os tratamentos avaliados. Nao foram obtidos
isolados no SI- N30, ndo sendo representado na Figura. O meio LGl também
apresentou a menor variagdo dentre os meios, com exceg¢ao do tratamento
AbV515, onde foi quantificada uma populagdo representativa em comparagao
aos demais tratamentos. O levantamento da ocorréncia de bactérias
diazotroficas nesse solo apresentou o menor numero de bactérias relacionadas
ao Azospirillum (meio NFb) em todos os tratamentos, incluindo os tratamentos
controle, os quais, diferente do solo TRIGOUEL, n&do apresentaram diferencas
em populagao aos demais tratamentos.

Comparativamente, o solo TRIGOUEL, em geral, apresentou
maiores médias no numero populacional em relagao ao solo TRIGOMAR. As
médias de populagcdes por tratamento estdo apresentadas na Tabela 8 em
forma de Logq. As analises quimicas dos solos permitem observar diferencas
nas concentragcdées de alguns parametros como Ca e Al, que podem afetar a
abundancia de bactérias. O solo TRIGOMAR apresenta baixa concentragao de
Ca e uma maior concentracdo de Al, este podendo causar toxicidade ao
ambiente, comprometendo a comunidade rizosférica. A calagem e a adubacéao
mineral podem favorecer a atividade microbiana direta (aumento de pH e a
disponibilidade de nutrientes aos micro-organismos) e indiretamente (maior
producdo vegetal), entretanto, o uso de adubagao nitrogenada pode provocar
a acidificagdo do solo e, consequentemente afetar negativamente os micro-
organismos presentes (BUNEMANN et al., 2006).
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Os resultados dos levantamentos da ocorréncia de
bactérias heterotréficas em meio minimo em diluicdes 10°, 10° e 107, a fim de
se obter as maiores populacdes também de nao diazotréficas encontradas nos
solos de trigo estdo apresentadas na Figura 3. Os resultados revelaram que

nao houve grandes variagdes entre os tratamentos em ambos os solos.

Figura 3 — Logaritmo (Log1o) da comunidade de bactérias heterotréficas por g
de solo sob cultivo com trigo em Londrina (solo TRIGOUEL) e
Marechal Céandido Rondon (solo TRIGOMAR) e submetido a
diferentes tipos de manejo para o fornecimento de nitrogénio )
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5.1.2 lIsolamento e Identificacdo Taxondmica Andlise das Sequéncias
Ribossomais 16s 16S rDNA

Foram obtidos 183 isolados bacterianos (Tabela 9) dos quais,
125 sequéncias de qualidade puderam ser analisadas. Dentro dos tratamentos
controle (com adubacéao fosfatada e potassica na dose recomendada para a
respectiva cultura, sem inoculante, com e sem adubacéao nitrogenada), os trés
solos apresentaram grande quantidade de bactérias, totalizando 58 isolados. A

Tabela com todos os isolados esta apresentada no Anexo 5.
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Tabela9 — Numero de isolados obtidos dos solos TRIGOUEL, CANAUEL e
TRIGOMAR, e respectivos meios de cultivo semi-solidos seletivos
livres de nitrogénio utilizados para o isolamento

Isolados em Meios de Cultura Semi-Sdélidos e Meio

Tratamentos .
Minimo

LGI LGP JMV__JUNFb NFb MM Total

SI-NO 3 2 1 4 [ 10

< SI-N120 4 1 6 3 | 14
<o Emb-NO 2 1 1 4 8
O @3 EmMb-N120 2 4 6
=53 TueNo 1 2 3
S22 TueN120 1 1
O NS TurN120 2 | 2
ow Uel-NO 1 1
9 Uel-NO 3 3
Uel-N120 2 3 4 9

Total 17 1 1 12 1 25 | 57

3 SI-NO 2 1 4 5 2 | 14
¥ 8  SIN120 2 5 1 2 | 10
o 3@ SIN30 5 3 1 3 | 13
=53 AbVs410 1 1 2 3 3 | 10
S2Q  AbV5430 2 6 1 3 | 12
O N  AbV5450 1 3 2 2 2 10
ouw AbV51110 2 2 2 2 1 9
S AbV51130 4 5 7 2 18
AbV51150 1 4 4 2 | 11

Total 0 M 22 35 19 20 | 107

o ~  SINO 1 1 4 1 7
© o %  sIN120 2 1 3

x B s

353  SIN30 1 1
Q8 O AbVSs 1 1
aELRLGE 1 1 2
35 L Abvsas 1 1
S 5SS Abvs3s 1 1
3= 5 Abv5ZM35 1 1
o T 7m3s5 1 1 2
Total 1 1 2 6 0 9 19

|
]
3
=3
(]

: A autora (2013)

Os resultados de isolamento sugerem que para o solo de

Londrina sob cultivo com cana-de-agucar, houve predominancia de bactérias
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diazotroficas relacionadas aos géneros Herbaspirillum e Sphingomonas, uma
vez que a quantidade de isolados diazotroficos obtidos pelo uso dos meios
JMV, NFb e LGI-P foi muito baixa. E possivel também observar que a
adubacdo com N-mineral tende a selecionar grupos especificos de
diazotroficos, uma vez que 10 dentre os 14 isolados obtidos sob este manejo
sdo relacionados aos géneros Herbaspirilum e Sphingomonas. No solo
TRIGOUEL, a maior frequéncia de isolamento foi observada nos meios JNFb e
NFb, com 35 e 19 isolados respectivamente, relacionados aos géneros
Herbaspirillum, Sphingomonas e Azospirillum. Em relacdo aos tratamentos, a
maior quantidade de isolados foi verificada no tratamento AbV51130, ainda que
nao apresente a maior diversidade, com predominio de isolados relacionados
aos géneros Herbaspirillum, Sphingomonas e Burkholderia. O solo TRIGOMAR
nao apresentou muitos isolados em meios seletivos, predominando o
isolamento apenas no meio minimo, possivelmente caracterizando bactérias
nao diazotroficas.

A composigdo das comunidades bacterianas foi caracterizada
pela classificagdo taxondmica das sequéncias do gene ribossomal 16S rDNA, a
qual se obteve a partir de um total de 125 sequéncias, sendo 43 procedentes
do solo CANAUEL, 71 do solo TRIGOUEL e 11 sequéncias procedentes do
solo TRIGOMAR.

Utilizando a classificagdo do RPD Il (Ribossomal Database
Project) pelo do programa Classifier, identificou-se um total de 15 filos entre
todos isolados dos trés solos analisados representados na Figura 4. Dentre
todas as sequéncias analisadas, 75,8% sao pertencentes ao Dominio Bacteria,
sendo o filo de maior abundancia o Proteobacteria em todos os experimentos
realizados, com 43,2% das sequéncias, seguido pelo filo Crenarchaeota,
pertencente ao Dominio Archaea, com 19,2%. Nos solos TRIGOUEL e
CANAUEL, o filo Actinobacteria também foi encontrado em abundéncia,
apresentando 13,6% do total analisado, porém, ndo foi sequenciado nenhum
representante desse filo no solo TRIGOMAR. Organismos desse filo sao
caracterizados como bactérias de cultivo lento, produtoras de antibidtico e sao
frequentemente encontradas em solos de pastagens (DUNBAR et al., 2002).
Também é dominante em solos de cultivo e contaminado com metais pesados

que possam apresentar pH mais elevado em relagdo ao solo de floresta (VAL
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MORAES, 2008). O filo Proteobacteria foi representado por sequéncias das
classes Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria e
Gammaproteobacteria, bactérias tipicamente selecionadas nos meios semi-
seletivos NFb, JNFb e LGI (BALDANI et al., 1997; BALDANI & BALDANI, 2005,
MARRA et al., 2012) como observado na predominancia dos isolados. Esses
filos estdo presentes nos maiores biomas terrestres (NUNES, 2006; BACHAR
et al., 2010) e constituem principalmente a rizosfera e o rizoplano da cultura
(RAWAT et al., 2011). As proteobactérias possuem um papel ativo e importante
no ciclo do nitrogénio, o que pode justificar a grande quantidade desses
organismos nos solos (VAL-MORAES, 2008). Também foram obtidos muitos
representantes dos filos Euryarchaeota (Dominio Archaea) e Firmicutes
(Dominio Bacteria) em todos os solos. Alguns filos encontrados nesse trabalho
como Actinobacteria, Verrumicrobia, Planctomycetes, Bacteriodetes e
Firmicutes sdo também considerados filos dominantes no solo, no entanto, séo
reportados como menos abundantes (JANSSEN, 2006; BRUCE, 2010).

Figura 4 — Grupos filogenéticos identificados dentre os isolados obtidos em
todos os tratamentos avaliados (solos TRIGOUEL, CANAUEL e
TRIGOMAR)

B Crenarchaeota
B Firmicutes

M Euryarchaeota
M Proteobacteria
B Actinobacteria
H Bacteriodetes

Outros

Fonte: A autora (2013)

Dentre as familias, Pseudomonaceae foi a mais representativa
nas amostras do solo TRIGOUEL, com 8,57% das sequéncias analisadas.
Micrococcaceae também apresentou uma quantidade relativamente expressiva

dentre os analisados (11,4%), no entanto, foram isoladas exclusivamente em
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meio minimo. Isso ocorreu porque as bactérias pertencentes a essa familia,
embora sejam comuns na rizosfera, ndo apresentam caracteristicas de fixacao
de nitrogénio e, portanto, ndo sdo isoladas pelos meios seletivos. Pertencentes
ao Dominio Archaea, bactérias da familia Sulfolobaceae também foram
abundantes, com 10% das sequéncias analisadas.

Nas amostras do solo CANAUEL, a familia Micrococcineae foi
a mais abundante com 13,9% dos isolados. Burkholderiacea também foi
representativa nesse solo, com 9,3% das sequéncias. Essa familia € fenotipica,
metabdlica e ecologicamente diversa, sendo tais estirpes isoladas em uma
grande quantidade de nichos, que variam desde solos contaminados ao trato
digestivo humano. No entanto, a maioria das bactérias dessa familia é
conhecida como bactérias do solo, as quais exibem diferentes tipos de
interagbes ndo patogénicas com as plantas (COENYE e VANDAMME, 2003).

Os maiores representantes no solo TRIGOMAR séao
pertencentes a familia Enterobacteriacea com 50% das sequéncias analisadas.
No entanto, esses resultados representam os isolados obtidos
predominantemente no meio minimo. Varios géneros da familia
Enterobacteriaceae incluem bactérias diazotroficas, muitas das quais
pertencentes aos géneros Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter e
provavelmente varios outros que ainda nao foram identificados (KENNEDY et
al., 2004).

Foram utilizadas seis bactérias nos inoculantes avaliados em
todos os experimentos: Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense,
Burkholderia tropica, Azospirillum brasilense (AbV5) e Methylobacterium
komagatae. Entretanto, estes micro-organismos nao foram recuperados pela
avaliacao da diversidade, o que reforga o carater de baixa capacidade de
resiliéncia destes isolados BPCVs com a microbiota nativa dos solos
estudados. Esse efeito garante o sucesso da inoculagdo, considerando né&o
somente a qualidade do inoculante, mas também a capacidade das bactérias
presentes no mesmo nao deslocarem as estirpes naturalizadas do solo
(VARGAS e HUNGRIA, 1997).

Foram analisados os indices de diversidade de Shannon-

Wiener entre os solos e entre os tratamentos de manejo e do fornecimento de
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N (Tabelas 10 e 11). O maior numero de espécies foi encontrado nos solos de
Londrina, independentemente da cultura agricola, onde se observam os
maiores indices de diversidade. Com um valor de 0,6169, o solo TRIGOMAR
apresentou a menor diversidade. Esse baixo valor no indice pode ser atribuido
ao baixo pH deste solo TRIGOMAR (4,2) em comparagao ao solo TRIGOUEL
(6,0). O pH constitui-se em um dos fatores mais limitantes a multiplicagcao e
sobrevivéncia da comunidade rizosférica. As rizobactérias crescem em uma
faixa de pH ideal entre 6,0 e 7,0 e poucas crescem em pH menor que 5,0
(RODRIGUES et al., 2006; ALI et al., 2009). Em geral, um solo com pH neutro
fornece um ambiente mais adequado para a disponibilidade de nutrientes e
crescimento microbiano. Solos com propriedades quimicas e biologicas
variaveis podem também afetar a associacdo entre plantas e bactérias
(NAHER et al., 2009). Além disso, a comunidade microbiana também é afetada
pelo sistema de manejo, devido a forma como os residuos das culturas
anteriores possam ser depositados e do grau de revolvimento do solo
(VARGAS e SCHOLLES, 2000).

Tabela 10 — indice de diversidade de Shannon- Wiener obtido a partir das
analises de sequenciamento do gene 16S rDNA das populagdes
de bactérias identificadas nos solos CANAUEL, TRIGOUEL e

TRIGOMAR
INDICE DE DIVERSIDADE ENTRE SOLOS
Cana (CANAUEL) Trigo (TRIGOUEL) Trigo (TRIGOMAR)
1,374 1,416 0,617

Fonte: A autora (2013)
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Tabela 11 — indice de diversidade de Shannon- Wiener entre os tratamentos
controle dos solos CANAUEL, TRIGOUEL e TRIGOMAR

Solos Tratamentos controle
SI-NO SI-N120
CANAUEL 0,673 0,887
TRIGOUEL 0,577 0,649
TRIGOMAR 0,217 0,276

Fonte: A autora (2013)

De acordo com os valores encontrados nos indices de
Shannon-Wiener, nao foi observada diferenca entre a diversidade total do solo
TRIGOUEL e solo CANAUEL. Comparando-se os tratamentos controles
(adubacado normal recomendada, sem adubacido nitrogenada — SI-NO e
adubacdo normal recomendada, com adubagdo nitrogenada — SI-N120),
observou-se que o tratamento com a aplicagdo de nitrogénio apresentou maior
diversidade em todos os solos. No solo CANAUEL, obteve-se a maior
quantidade de isolados e maior diversidade no SI-N120 também em relacéo a
todos os outros tratamentos. Islam e colaboradores (2010), analisando
comunidades diazotroficas sob diferentes tipos de manejos com doses
diferentes de fertilizantes em solos sob cultivo de arroz, observaram que,
independente dos meios utilizados, as maiores populacbes também foram
obtidas nos tratamentos controles, quando comparados aos tratamentos. Esses
resultados também corroboram os trabalhos de Baudoin e colaboradores.
(2010), que analisaram a comparagao dos efeitos de inoculantes com
Azospirilum brasilense selvagem e geneticamente modificado para um
aumento na producdo do hormodnio AIA (acido-3-indol-acético). N&do houve
alteracdo da biota diazotréfica na utilizacdo do inoculante com a estirpe
selvagem. Os valores encontrados nos indices de diversidade de Shannon-
Wienes em relagdo ao solo TRIGOMAR nao foram expressivos, portanto, ndo

foi possivel sugerir possiveis diferengas entre os tratamentos.
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5.2 ANALISE DOS IsoLADOS POR BOX-PCR

Os isolados dos solos TRIGOUEL, CANAUEL e TRIGOMAR
foram submetidos as andlises de BOX-PCR, a fim de se determinar a
diversidade bacteriana nos trés solos e comparar os grupos formados junto aos

padrdes. Os padrdes utilizados estao descritos na Tabela 12.

Tabela 12 — Identificagdo dos padrdes utilizados para comparagao das
analises de BOX-PCR

Identificagao do padrao Espécie
P2 Herbaspirillum rubrisubalbicans
P4 Herbaspirillum seropedicae
P5 Burkholderia tropica
P6 Azospirillum brasilense

A analise de BOX-PCR foi realizada com 173 isolados dos trés
solos (TRIGOUEL, CANAUEL e TRIGOMAR). A diversidade genética e a
obtencdo de OTUs (unidades taxondmicas operacionais) foram avaliadas
através da analise comparativa entre os padrdes gerados pela amplificagao de
regides conservadas e repetitivas do DNA genémico. As analises foram obtidas
a partir do programa NYTSYS-pc e encontram-se apresentadas na forma de
dendogramas. Os isolados foram codificados usando-se numeros para
identificar os tratamentos e letras para identificar os meios utilizados (Tabelas
13 e 14). No solo CANAUEL, os gendtipos também foram representados pelas
letras minusculas a (RB855536) e b (RB72454).
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Tabela 13 — Codificacdo dos meios semi-seletivos € meio minimo utilizada

para a identificacdo dos isolados caracterizados nos
dendogramas
Identificagéo Meios

A LGI

B LGI-P

C JMV

D JNFb

E NFb

F MM

Fonte: A autora (2013)
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Tabela 14 — Codificacdo dos tratamentos utilizada para a identificacdo dos
isolados caracterizados nos dendogramas

SOLO CANA UEL

Tratamento Identificagao Tratamento Identificagao Tratamento Identificagao

SI-NO 1 SI-NO 1 4 SI-NO 1

SI-N120 3 3 SI-N120 2 é':: SI-N120 2
w

Emb-NO 4 g SI-N30 4 E SI-N30 3

Emb-N120 6 ) AbV5410 5 s AbV55 4
14

Tur-NO 10 E AbV5430 6 8 AbV515 5

Tur-N120 12/13 a AbV5450 7 o AbV525 6

UEL-NO 15/16 (7] AbV51110 8 9 AbV535 7

UEL-N120 18 AbV51130 9 8 AbV5ZM35 8

AbV51150 10 ZM35 °

Fonte: A autora (2013)

No solo CANAUEL, os resultados de fingerprinting obtidos pela
técnica de BOX-PCR revelaram uma grande diversidade entre os isolados.
Considerando um coeficiente de similaridade de Jaccard superior de 75% para
agrupamento dos perfis de DNA, foram obtidos 8 grupos filogenéticos, dos
quais 3 sao representados por sequéncias unicas — G2, G6 e G8 (Figura 5). Os
padroes apresentaram alta similaridade entre si, com excecdo do P6 que
formou um perfil Unico (G2). Nenhum padrao apresentou similaridade com os
isolados analisados. O grupo 3 foi formado pelo maior numero de isolados (39
isolados), com predominancia de bactérias provenientes do gendétipo de cana
RB72454. Considerando o efeito da inoculagcdo, nao foi possivel observar a
formagao de grupos com base em tipos de tratamentos ou meios seletivos,
sugerindo que os tratamentos de manejo de N adotados nao tiveram forte
influéncia sobre a diversidade da microbiota. Os dados sugerem grande
diversidade no solo sob cultivo de cana com predominadncia de bactérias
diazotroficas, nao verificando presenca de grupos clonais. Esses resultados
corroboram o trabalho de Lira-Cadette e colaboradores (2012) que
encontraram alta diversidade genética de bactérias no solo, por meio da
técnica de BOX-PCR com coeficiente de similaridade superior a 80%,
analisando a diversidade de bactérias diazotréficas associada a cana-de-

agucar capaz de solubilizar fosfato inorganico.
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Figura 5 — Dendograma de similaridade formado a partir de marcadores BOX-
PCR dos isolados obtidos do solo sob cultivo com cana-de-agucar,
identificando a formacdo de grupos filogenéticos a 75% de
similaridade, Método de agrupamento por UPGMA e coeficiente de
Jaccard

— P4 G1

' Ps

070 076 08 08 094
Jaccard Similarity Coefficient

Fonte: A autora (2013)

*Codificacdo dos tratamentos e meios utilizados descritos nas Tabelas 13 e 14.

Com um coeficiente de similaridade de Jaccard superior a 85%,
também foi encontrada uma grande diversidade entre os isolados provenientes

do solo. TRIGOUEL (Figura 6). Considerando um coeficiente de similaridade de
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75%, foi possivel distinguir 18 grupos filogenéticos, sendo 12 agrupamentos e 6
perfis unicos (G1 a G18). Os padrboes P2, P4 e P5 foram distinguidos em um
mesmo agrupamento. O padrdo P6 mostrou menor similaridade dos demais,
sendo agrupado no grupo filogenético 2, assim como ocorrido no solo
CANAUEL. Os isolados apresentaram uma similaridade inferior a 80% dos
padrées. O grupo 4 foi formado pelo maior nimero de isolados (62 bactérias), a
maioria isolada a partir do meio semi-seletivo JNFb. Trés isolados dentro desse
agrupamento (10D, 5E e 9B) apresentaram grande similaridade, apesar de
serem bactérias isoladas de tratamentos e meios diferentes (AbV51150,
AbV5430 e AbV51130, isoladas nos meios JNFb, NFb e LGI-P,
respectivamente).

Considerando os tratamentos em geral, ndo foi observada a
formagao de grupos especificos relacionados aos tratamentos, demonstrando
que, provavelmente, a inoculagdo ndo tenha influenciado na formagao de
grupos.

Todos os isolados demonstraram grande variagao no padrao de
fingerprinting devido ao seu elevado grau de variabilidade genética e
distribuidos em diferentes grupos. Em conjunto, os resultados sugerem uma
grande diversidade de bactérias (principalmente diazotréficas) no solo sob
cultivo de trigo da Fazenda Escola UEL, uma vez que ndo foram identificados
grupos clonais entre os isolados obtidos.

Esses resultados corroboram os trabalhos de Mittal e Johri
(2007), que também encontraram uma grande diversidade de comunidade
rizosférica em solos sob cultivo de trigo e mandua (capim-pé-de-galinha -
Eleusine indica) com um coeficiente de similaridade de 80% entre os isolados
na regido nordeste da india. Tais resultados ainda possibilitaram a observagao
de populagdes com propriedades promotoras do crescimento vegetal, como
producdo de siderdforos e solubilizacdo de fosfato, e outras propriedades

funcionais como antagonismo a fungos fitopatogénicos.
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Figura 6 — Dendograma de similaridade formado a partir de marcadores BOX-
PCR dos isolados obtidos do solo sob cultivo de trigo (UEL),
identificando a formacdo de grupos filogenéticos a 75% de
similaridade, Método de agrupamento por UPGMA e coeficiente de
Jaccard
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Fonte: A autora (2013)

*Codificagcao dos tratamentos e meios utilizados descritos nas Tabelas 13 e 14.



71

Diferentemente do solo TRIGOUEL, o solo TRIGOMAR néo
apresentou grande diversidade na analise de BOX-PCR, mas isso é resultado
dos poucos isolados obtidos, sendo a maioria proveniente do meio minimo. A
analise do dendograma (Figura 7) permitiu distinguir apenas 4 perfis, sendo
todos apresentados na forma de agrupamentos e nenhum perfil Unico,
considerando um nivel de similaridade de 60%.

Os padrbes apresentaram-se semelhantes quanto aos grupos
formados em comparacao ao solo TRIGOUEL. Nao foi observado nenhum
grupo formado com base nos tratamentos. O grupo 2 apresentou o maior
numero de isolados (sete), sendo 6 isolados com alta similaridade. Houve
fomagao de um grupo clonal com os isolados 1D (SI-NO, isolado do meio JNFD)
dentro desse grupo. Embora esses isolados apresentem caracteristicas
morfoldgicas diferenciadas, apresentaram grande similaridade. Foi formado um
grupo clonal também dentro do grupo 6. A maioria das bactérias desse solo foi
isolada em meio minimo, nao tendo dados suficiente para afirmar a formagao
de grupos a partir dos meios usados para isolamento.

Analises moleculares de fingerprinting, como BOX-PCR, que
utilizam primers com oligonucleotideos especificos que codificam regides
altamente conservadas e repetidas, tém sido cada vez mais empregadas para
a determinagédo da diversidade genética (RADEMARKER et al., 1997). Essas
informagdes podem ajudar a entender a evolugao da funcionalidade dos micro-

organismos em seu ambiente natural.
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Figura 7 — Dendograma de similaridade formado a partir de marcadores BOX-
PCR dos isolados obtidos do solo sob cultivo de trigo (Marechal
Candido Rondon — PR), identificando a formagdo de grupos
filogenéticos a 60% de similaridade, Método de agrupamento por
UPGMA e coeficiente de Jaccard
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Fonte: A autora (2013)
*Codificagao dos tratamentos e meios utilizados descritos nas Tabelas 13 e 14.
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5.3 ANALISE DOS ISOLADOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF

Foram obtidas 96 analises dos isolados. A comparagdo e o
clustering das listas de picos m/z de todas as estirpes foram realizados
utilizando o programa SPECLUST, que gerou os dendogramas apresentados
nas Figuras 9, 10 e 11. Os picos m/z estdo distribuidos na faixa de,
aproximadamente, 3000 a 10000 Da. Na Figura 8, estdo apresentados os
espectros de massa obtidos de alguns isolados dos solos analisados,

identificados por sequenciamento parcial do gene 16S rDNA.

Figura 8 — Espectros de massa MALDI-TOF obtidos de isolados de solos sob
cultivos de cana e trigo
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* Espectros identificados por sequenciamento parcial do gene 16S rDNA.
Fonte: A autora (2013)

Foram obtidas 33 amostras do solo CANAUEL que foram
agrupadas e identificadas no dendograma pelas analises dos espectros do
MALDI-TOF, porém, 24 amostras puderam ser comparadas as analises de
sequenciamento em nivel de classe. Foram representadas as classes
Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Clostridia,
Methanomicrobia, Actinobacteria, Spirochaetes, Thermoplasmata, Aquificae,
Planctomycetacia, Methanobacteria e Negativicutes pertencentes ao Dominio
Bacteria e apenas a classe Thermoprotei representando o Dominio Archaea
(Figura 9).
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Figura 9 — Dendograma de 33 isolados do solo CANAUEL baseado nos
espectros de massa MALDI-TOF
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Fonte: A autora (2013)
*Identificagdo dos isolados obtida pelo sequenciamento do gene 16S rDNA.
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Foi construido um dendograma a partir de 54 amostras
agrupadas e identificadas do solo TRIGOUEL. Dessas amostras, 30 puderam
ser analisadas em nivel de classe, o restante nao foi possivel comparar com as
sequéncias do gene ribossomal 16S rDNA, predominando o dominio Bacteria,

compreendidos nas classes Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
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Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Actinobacteria,
Thermodesulfobacteria, Synergistia, Clostridia, Sphingobacteria, Caldiserica e
Aquificae, e apenas 5 isolados do dominio Archaea representados pela classe
Thermoprotei (Figura 10). A analise do dendograma mostra tendéncia ao
agrupamento por base de classe, embora a quantidade de amostras nao fosse
o suficiente para identificar os grupos formados. Dois ramos apresentaram
bactérias de dominios diferentes, entretanto, observando o indice de
similaridade, verificou-se uma distancia superior a 50% entre os isolados,
sugerindo a baixa similaridade dos mesmos. Varios trabalhos tém demonstrado
que a metodologia por espectrometria de massa pode ser utilizada para
identificar bactérias ao nivel de género, espécie ou subespécie (MANDRELL et
al., 2005; MURRAY., 2010; SAUER & KLEIN, 2010). Entretanto, os resultados
das analises do sequenciamento genético permitiram apenas a identificacéo
parcial dos organismos, os quais puderam ser identificados ao nivel de
"Classe", exclusivamente. Tais analises serdo refinadas para comparagao de

similaridade e publicacao.
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Figura 10 —Dendograma de 54 isolados do solo TRIGOUEL baseado nos
espectros de massa MALDI-TOF
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** NS — Nao sequenciado.



77

Em relagdo ao TRIGOMAR, foi obtido um dendograma com 9
isolados agrupados e identificados a partir da analise das sequéncias do gene
16S rDNA. Todas as amostras também foram identificadas ao nivel de classe,
com excecao de 3 amostras ndo identificadas no sequenciamento. Dos
isolados identificados, 4 pertencentes a classe Gammaproteobacteria e apenas
um pertencente a classe Verrumicorbiae, todos representantes do Dominio
Bacteria e um isolado pertencente a classe Thermoprotei - Dominio Archaea
(Figura 11).

Figura 11 — Dendograma de 9 isolados do solo TRIGOMAR baseado nos
espectros de massa MALDI-TOF
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Fonte: A autora (2013)
*Identificagdo dos isolados obtida pelo sequenciamento do gene 16S rDNA.
** NS — Nao sequenciado.

A técnica de MALDI-TOF tem sido considerada uma técnica
revolucionaria na identificagdo de micro-organismos devido a possibilidade de
se utilizar células intactas retiradas de colbnias crescidas em meio de cultivo. A
técnica produz espectros de proteinas de cada espécie, funcionando
similarmente a um fingerprinting, semelhante ao agrupamento em
sequenciamento do gene 16S, em que o perfil proteico pode ser submetido as
andlises de cluster que resultam em uma classificagdo taxonbmica das
diferentes espécies de acordo com cada espectro de massa (CLAYDON et al.,

1996). Uma grande vantagem associada a técnica de MALDI-TOF é o tempo
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de analise da amostra, apds o crescimento do cultivo, cerca de 30 segundos
para ser analisada, enquanto outras metodologias levam de horas a dias.
Entretanto, umas das limitagbes da técnica € a baixa quantidade de
informacdes nos bancos de dados depositadas, sendo as entradas atuais
essencialmente de isolados clinicos, prejudicando os trabalhos relacionados as
amostras ambientais (ASSIS et al., 2011). Frente a isso, os bancos estdo em
constantes atualizacbes com confiabilidade comprovada por publicacbes de
alto impacto comparando-se a espectrometria de massa com outras
ferramentas ja utilizadas na identificagdo de micro-organismos (CHERKAQUI et
al.,, 2010; SENG et al.,, 2009). Com o banco de dados de protebmica se
tornando mais popular com organismos de interesse de modo geral, a
espectrometria de massa podera se tornar mais viavel na identificacdo de
bactérias, pelo menos em amostras relativamente puras (WUNSCHEL et al.,
2005).
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6 CONCLUSAO

- Foi encontrada uma grande diversidade na comunidade autéctone nos
solos UEL frente aos efeitos da adubacgao nitrogenada e inoculagdo com
bactérias promotoras do crescimento em culturas de cana-de-agucar e
trigo.

- A diversidade mostrou-se menor no solo sob cultivo de trigo, que pode
ter sido caracterizado pela alta concentragao de Al e baixo pH no solo.

- As bactérias inoculadas nao foram recuperadas pela avaliacdo da
diversidade, reforcando carater de baixa capacidade de resiliéncia
destas BPCVs nos solos estudados.

- Os indices de diversidade obtidos neste trabalho sugerem que as
diferentes praticas de manejo induzem a modificagdo quali-quantitativa
das comunidades de diazotroficos do solo, sem relagao direta com a
inoculagdo com BPCV.

- As maiores populacdes bacterianas foram encontradas nos solos que
receberam alta adubacgéo nitrogenada, independentemente da utilizagao
de inoculagédo com BPCV. De acordo com as analises de MALDI-TOF, os
dendogramas apresentaram baixa resolugdo, ndo confirmando a
diferenciagao dos isolados de maneira similar a obtida pela analise das
sequéncias do gene 16S rDNA, entretanto, a técnica pode apresentar-se
como alternativa para estudos de caracterizacao/identificacdo de

estirpes bacterianas.
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ANEXO A
Solugao salina (Baldani & Ddbereiner, 1980)

1 mL de K;HPO4 solugdo 10%

0,5 mL de MgSO4. H,O solugédo 10%
0,2 mL de NaCl a solugao 10%

0,5 mL de CaCl,.2H,0 solugao 1%

1 mL de FeEDTA a solucéo 1,64%

- Completar para 1L com agia destilada;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.
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ANEXO B

Meio de cultura seletivos

Meio LGI (Magalhaes et al., 1983)

5 g de sacarose

2 mL de K;HPO4 solugao 10%

6 mL de KH,PO,4 solugao 10%

2 mL de MgSO4. H,0 solugéo 10%

2 mL de CaCl,.2H,0 solugéao 1%

2 mL de Na;M004.2H,0 solugéo 0,1%

1 mL de FeCl;.6H,0 solugao 1%

5 mL de Azul de Bromotimol solucéo 0,5% em 0,2N de KOH
4 mL de FeEDTA solucéo 1,64%

- Ajustar o pH para 6,0-6,2 com solu¢ao H,SO4 a 5%;
- Completar para 1L com agua destilada;

- Adicionar 1,4 g.L" de 4gar para meios semi-sélidos;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.

Meio LGI-P (Dobereiner et al., 1995) adaptado.

40 g de sacarose

2 mL de K;HPO4 solugao 10%

6 mL de KH,PO,4 solugao 10%

2 mL de MgSO4. H,O solugédo 10%

2 mL de CaCl,.2H,0 solugao 1%

2 mL de Na;Mo00,4.2H,0 solucao 0,1%

1 mL de FeCl3.6H,0 solugédo 1%

5 mL de Azul de Bromotimol solugéo 0,5% em 0,2N de KOH
- Ajustar o pH para 5,5 com solugdo acido acético a 1%;
- Completar para 1L com agua destilada;

- Adicionar 1,3 g.L”" de &gar para meios semi-sélidos;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.

Meio JNFb (Baldani, 1996)

5 g de acido malico
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6 mL de K;HPO4 solugéo 10%

18 mL de KH,PO4 solugdo 10%

2 mL de MgS0O4. H,O solugéo 10%

1 mL de NaCl solugao 10%

2 mL de CaCl,.2H,0 solugéao 1%

2 mL de Azul de Bromotimol solugao 0,5% em 0,2N de KOH
4 mL de FeEDTA solucéo 1,64%

2 mL de solugédo de micronutrientes

4,5 g de KOH

- Ajustar o pH para 5,8 com solugéo de KOH a 1%;

- Completar para 1L com agua destilada;

- Adicionar 1,7 g.L™" de 4gar para meios semi-sélidos;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.

Meio NFb (Baldani & Dobereiner, 1980)

5 g de acido malico

5 mL de Ko;HPO, solucéo 10%

2 mL de MgSO4. H,O solugédo 10%

1 mL de NaCl solugao 10%

2 mL de CaCl,.2H,0 solugao 1%

2 mL de Azul de Bromotimol solugao 0,5% em 0,2N de KOH
4 mL de FeEDTA solucao 1,64%

2 mL de solugédo de micronutrientes

4,5 g de KOH

- Ajustar o pH para 6,5 com solugéo de KOH a 1%;

- Completar para 1L com agua destilada;

- Adicionar 1,3 g.L" de &gar para meios semi-sélidos;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.

Meio JMV (Baldani, 1996)

5 g de manitol

6 mL de K;HPO4 solugao 10%

18 mL de KH,PO,4 solug¢ao 10%

2 mL de MgSO4. H,O solugédo 10%
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1 mL de NaCl solugdo 10%

2 mL de CaCl;.2H,0 solugao 1%

2 mL de Azul de Bromotimol solugao 0,5% em 0,2N de KOH
4 mL de FeEDTA solucéo 1,64%

2 mL de solucédo de micronutrientes

- Ajustar o pH para 5,0-5,4;

- Completar para 1L com agua destilada;

- Adicionar 1,6 g.L™" de 4gar para meios semi-sélidos;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.

Obs. Nos meios solidos foi adicionado 100 g de extrato de levedura.

Solugao de micronutrientes para meios de cultura (Dobereiner et al., 1995)
1 g de Na;Mo004.2H,0

1,175 g de MnS0O4.H,0O

1,4 g de H3BO;

0,04 g de CuS04.5H,0

0,12 g de ZnS0O4.7H,0

- Completar o volume para 1L com agua destilada;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.



ANEXO C
Meio minimo (SAIT et al., 2002)

e Solugcédo com concentracdo 100x

0,52 g de extrato de levedura
0,65 g de triptona

6,5 g de glicose

0,0715 g de KsHPO4

0,0552 g de KCI

0,016 g de CaCl,

0,016 g de MgSOq4

- Completar o volume para 1L com agua destilada.

e Solugao com concentragdo 10000x

0,033 g de FeCl3

0,033 g de MnSO4

0,286 g de Bromocresol

- Completar o volume para 1L com agua destilada.
PREPARO:

Em 1L de meio minimo:

- 10 mL de solucao 100x;

- 0,1 mL da solucédo 10000x;

- 15 g de agar.

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.

101



102

ANEXO D

Meio Dygs (RODRIGUES NETO, et al., 1986)
2 g de glicose,
1,5 g de peptona,
2 g extrato de levedura,
0,5 g de K;HPO4
0,5 de MgSO4
- Ajustar o pH 6,0;
- Completar para 1L com agua destilada;

- Autoclavar por 20 min a 121 °C.
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ANEXO E
Lista dos isolados obtidos dos solos sob cultivos de cana-de-agucar e trigo

(Fazenda Escola — UEL) e trigo (Marechal Candido Rondon)

TABELA A — Identificacdo dos isolados obtidos do solo sob cultivo de cana-
de-acgucar — Fazenda Escola — UEL

Variedade Classificagao
Identificagcdo Tratamento Meio Diluicao

da Cana (Classe)

1 SI-NO M.M -5 RB855536 Thermoprotei

2 SI-NO M.M -4 RB855536 Clostridia

3 SI-N120 M.M -5 RB855536 Thermoprotei

4 SI-N120 M.M -5 RB855536 Methanomicrobia
5 SI-N120 M.M -5 RB855536  Alphaproteobacteria
6 Emb-NO M.M -5 RB855536 Methanobacteria

7 Emb-NO M.M -4 RB855536 Thermoprotei

8 Emb-120 M.M -6 RB855536 Thermoprotei

9 Emb-120 M.M -5 RB855536 Methanomicrobia
10 Emb-120 M.M -4 RB855536 Betaproteobacteria
11 Emb-120 M.M -5 RB855536 Spirochaetes

12 Tur-NO M.M -4 RB855536 N&o sequenciado
13 Tur-NO M.M -4 RB855536 Planctomycetacia
14 Tur-N120 M.M -6 RB855536 Nao sequenciado
15 Uel-N120 MM -4 RB855536 Actinobacteria

16 SI-NO M.M -5 RB72454 Actinobacteria

17 SI-NO M.M -4 RB72454 Actinobacteria

18 Emb-NO M.M -5 RB72454 Gammaproteobacteria
19 Emb-NO M.M -6 RB72454 Actinobacteria
20 Tur-NO M.M -4 RB72454 Thermoprotei
21 Tur-NO M.M -4 RB72454 Deltaproteobacteria
22 Tur-N120 M.M -5 RB72454 Thermoprotei
23 Uel-N120 M.M -5 RB72454 Actinobacteria
24 Uel-N120 M.M -4 RB72454 Deltaproteobacteria
25 Uel-N120 M.M -5 RB72454 Betaproteobacteria
26 SI-NO LGI -4 RB72454 Nao sequenciado
27 Uel-N120 LGl -5 RB855536 Betaproteobacteria
28 Uel-NO LGl -6 RB72454 Betaproteobacteria
29 Emb-NO LGl -6 RB72454 Betaproteobacteria
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54

55
56
57

Uel-N120
Tur-NO
SI-N120
Tur-NO
Emb-NO
SI-N120
SI-N120
Uel-N120
Uel-NO
SI-N120
SI-N120
SI-NO
Uel-NO
SI-NO
Uel-NO
SI-NO
Uel-N120
SI-N120
Uel-NO
SI-NO
Emb-N120
Uel-N120
Uel-NO
Emb-NO

Emb-NO

Emb-120
SI-NO
SI-N120

JNFB
LGl
LGl
JNFb
JNFb
JNFb
LGI
JNFb
JNFb
JNFb
LGI
JNFb
JNFb
LGI
LGI
LGl
LGl
JMV
LGl
NFb
LGl
JNFb
LGl
LGl
LGI-

LGI
JNFb
JNFb

RB855536
RB855536
RB72454
RB72454
RB855536
RB855536
RB855536
RB72454
RB72454
RB72454
RB855536
RB855536
RB72454
RB72454
RB855536
RB72454
RB72454
RB855536
RB855536
RB855536
RB72454
RB72454
RB72454
RB72454

RB72454

RB72454
RB855536
RB855536

Negativicutes
Betaproteobacteria
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Actinobacteria
Nao sequenciado
Gammaproteobacteria
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Thermoplasmata
Gammaproteobacteria
Thermoprotei
Betaproteobacteria
Nao sequenciado
Clostridia
Nao sequenciado
Gammaproteobacteria
Aquificae
Nao sequenciado
Betaproteobacteria
Actinobacteria
Clostridia
Nao sequenciado

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria
Nao sequenciado

Gammaproteobacteria

Fonte: A autora (2013).
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TABELA B — Isolados obtidos do solo sob cultivo de trigo — Fazenda Escola —

Identificagao uTlfal_tamento Meio Diluicao Classificagao (Classe)
101 AbV51130 LGI-P -4 Gammaproteobacteria
102 AbV51130 JNFb -4 Clostridia
103 AbV5450 LGI-P -4 Nao sequenciado
104 SI-N120 JNFb -4 Nao sequenciado
105 SI-NO JNFb -4 Nao sequenciado
106 AbV5410 JNFb -4 Nao sequenciado
107 AbV51110 JMV -4 N&o sequenciado
108 SI-NO NFb -5 Gammaproteobacteria
109 AbV5430 JNFb -4 N&o sequenciado
110 AbV51150 JNFb -4 Betaproteobacteria
111 AbV5410 NFb -4 N&o sequenciado
112 AbV51130 LGI-P -4 Betaproteobacteria
113 AbV51150 JNFb -4 Gammaproteobacteria
114 AbV5410 JMV -4 Nao sequenciado
115 AbV51110 NFb -5 Nao sequenciado
116 AbV5410 NFb -4 Nao sequenciado
117 SI-NO NFb -4 Deltaproteobacteria
118 AbV5450 JNFb -4 Nao sequenciado
119 AbV51130 LGI-P -4 Thermoprotei
120 AbV51130 JNFb -4 Gammaproteobacteria
121 AbV51130 JNFb -4 Thermodesulfobacteria
122 AbV5430 NFb -4 Nao sequenciado
123 SI-NO JNFb -5 Nao sequenciado
124 AbV51150 NFb -4 Thermotogae
125 AbV5410 JNFb -4 Thermoprotei
126 SI-NO JNFb -4 Synergistia
127 AbV5450 JNFb -4 Alphaproteobacteria
128 AbV5410 JNFb -4 Thermoprotei
129 AbV5410 JMV -5 Nao sequenciado
130 AbV51110 LGI-P -4 Nao sequenciado
131 AbV51110 LGI-P -5 Nao sequenciado
132 AbV5450 NFb -4 Nao sequenciado
133 SI-NO NFb -4 Thermoprotei
134 SI-N120 JNFb -4 Gammaproteobacteria
135 AbV5430 JMV -4 Aquificae

136 AbV51130 JMV -4 Gammaproteobacteria
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137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174

AbV51130
AbV5450
SI-NO
SI-N120
AbV5410
AbV5450
AbV51130
AbV5430
AbV5410
AbV5430
AbV51110
AbV5410
SI-NO
AbV5410
AbV5430
SI-N120
AbV5430
AbV5410
AbV5430
AbV51130
SI-N120
AbV51130
SI-N120
AbV51110
AbV51130
AbV5410
SI-NO
AbV5410
AbV5410
AbV51130
SI-N120
AbV5450
AbV5450
AbV51110
AbV5410
AbV51150
AbV51150
AbV51130

NFb
JMV
JMV
JMV
JMV
NFb
JMV
JMV
JMV
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
LGI-P
JNFb
JNFb
JNFb
LGI-P
JNFb
JMV
JNFb
NFb
NFb
NFb
JNFb
NFb
NFb
JMV
JNFb
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
NFb
NFb
JMV
JNFb

Nao sequenciado
Actinobacteria
Thermotogae
Deltaproteobacteria
Sphingobacteria
Thermoprotei
Nao sequenciado
Betaproteobacteria
Clostridia
Deltaproteobacteria
Nao sequenciado
Halobacteria
Thermoprotei
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Thermoprotei
Thermoprotei
Thermoprotei
Betaproteobacteria
Thermoprotei
Betaproteobacteria
Sphingobacteria
Methanopyri
Nao sequenciado
Betaproteobacteria
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Sphingobacteria
Clamydiae
Thermoprotei
Betaproteobacteria
Thermoprotei
Sphingobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Thermoplasmata

Gammaproteobacteria
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175 SI-NO
176 AbV51130
177 AbV51150
178 AbV5430
179 SI-NO
180 AbV51130
181 AbV51150
182 AbV5410
183 AbV51130
184 AbV51150
185 AbV51110
186 SI-N120
187 AbV5410
188 AbV51110
190 SI-NO
191 SI-NO
192 SI-N120
193 SI-N120
194 AbV5410
195 AbV5410
196 AbV5410
197 AbV5410
198 AbV5410
199 AbV5410
200 AbV5430
201 AbV5430
202 AbV5430
203 AbV5450
204 AbV5450
205 AbV51110
206 AbV51130
207 AbV51130
208 AbV51150
209 AbV51150

NFb
JNFb
JNFb
JNFb
LGI-P
LGI-P

NFb

JMV

JMV

NFb
JNFb

NFb
LGI-P
JNFb

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

M.M

Nao sequenciado
Caldiserica
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Nao sequenciado
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Betaproteobacteria
Flavobacteria
Thermoprotei
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Nao sequenciado
Betaproteobacteria
Nao sequenciado
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Thermoprotei
Nao sequenciado
N&o sequenciado
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Nao sequenciado
Actinobacteria
Actinobacteria
Nao sequenciado
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Nao sequenciado

Fonte: A autora (2013)



108

TABELA C — Isolados obtidos do solo sob cultivo de trigo — Marechal Candido
Rondon (PR)

Identificagdao Tratamento Meio Diluicao Classificagao (Classe)
210 ZM35 LGI-P -5 Nao sequenciado
211 SI-120 JNFb -7 Gammaproteobacteria
212 SI-NO JNFb -6 Gammaprotebacteria
213 SI-NO JNFb -6 Gammaproteobacteria
214 SI-NO JNFb -6 Thermoprotei
215 SI-NO JMV -6 Gammaproteobacteria
216 SI-NO LGI-P -6 Gammaproteobacteria
217 SI-N120 JNFb -5 Gammaproteobacteria
218 AbV515 JMV -5 Betaproteobacteria
219 SI-NO JNFb -6 Nao sequenciado
220 SI-NO MM -6 Nao sequenciado
221 SI-N120 MM -4 Verrumicrobiae
222 SI-N30 MM -4 Nao sequenciado
223 AbV55 MM -4 Sphingobacteria
224 AbV515 MM -4 Nao sequenciado
225 AbV525 MM -4 Nao sequenciado
226 AbV535 MM -4 Thermoprotei
227 AbV5ZM35 MM -4 Thermoprotei
228 ZM35 MM -4 Nao sequenciado

Fonte: A autora (2013)



