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RESUMO

Estudos sobre a diversidade microbioldgica associada a plantas sadias de milho sdo
de grande relevancia para a elucidagao da interagdo microrganismo-planta e por
possibilitar a identificacdo de isolados eficientes na promogao do crescimento de
plantas com aplicagdo potencial no desenvolvimento de insumos biotecnolégicos.
Bactérias diazotréficas representam um componente importante no suprimento de
nitrogénio em diversos ecossistemas, e, além de contribuirem para a fixagao
bioldgica do nitrogénio (FBN), promovem o desenvolvimento de plantas a partir da
producao de outras substancias, como o AlA, ezimas liticas, solubilizacdo de fosfato
entre outros. O desenvolvimento de uma metodologia especifica para o isolamento
de bactérias promotora do crescimento vegetal (BPCVs) pode ser alcangado a partir
do conhecimento sobre a ecologia deste grupo bacteriano e as estratégias utilizadas
para isolar simbiontes altamente eficientes. O conhecimento da diversidade de
BPCV em solos sob diferentes tipos de uso pode fornecer indicativos dos melhores
sitios de prospecgao de isolados-elite, bem como identificar estratégias de manejo
que favoregcam a ocorréncia deste grupo bacteriano nos solos de cultivo agricola.
Este trabalho experimentou quatro tipos de solos para o isolamento seletivo de
bactérias com potencial associativo a plantas de milho, de onde obteve-se 63
isolados diazotroficos e que apresentaram grande diversidade filogenética, com
dominancia do filo Proteobacteria. A estratégia do uso da armadilha fisiolégica
utilizando o milho como planta-isca foi eficiente para o isolamento de estirpes
associativas presentes em populagdes acima de 10° células por grama de tecido
vegetal. Através desta abordagem, isolados bacterianos compativeis para a
associacdo com plantas de milho puderam ser obtidos mesmo quando presentes em
populacdes relativamente pequenas em solo nativo. Os isolados obtidos foram
caracterizados bioquimicamente quanto a producdao de AIA, enzimas liticas,
solubilizacdo de fosfatos e atividade antagonista, como também quanto a
capacidade de promover o desenvolvimento inicial de plantas de milho. Ndo houve
relagdo entre os pardmetros bioquimicos de cada isolado com o efeito que estes
apresentaram sobre o comprimento da raiz principal de milho, porém, foi possivel
identificar dentre os isolados, aqueles que promoveram efeitos de estimulagao e de
inibicdo sobre o desenvolvimento inicial de plantas. Quatro isolados foram
selecionados por reunir caracteristicas desejaveis para a promog¢ao do crescimento
vegetal com incrementos significativos na emergéncia de raiz principal de plantulas
de milho: 23AGR2, 11AGR1, 36GRM1 e 48GRM1. Estas estirpes foram isoladas a
partir de raizes de milho cultivado em solos com diferentes diluicdes, caracterizando
a eficiéncia da metodologia de armadilha fisiolégica proposta neste trabalho.

Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento vegetal. Armadilha
fisiolégica. Milho.
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ABSTRACT

Studies on microbial diversity associated with healthy maize plants are of great
importance for the elucidation of plant-microorganism interaction and enable the
identification of isolates effective in promoting plant growth with potential applications
in the development of biotechnological inputs. Diazotrophics represent an important
component in the supply of nitrogen in many ecosystems, and, besides contributing
to the biological nitrogen fixation (BNF), promote the development of plants from the
production of other substances, such as IAA, ezymes lytic solubilization phosphate
among others. The development of a specific methodology for the isolation of plant
growth promoting bacteria (PGPBs) can be reached from the knowledge about the
ecology of this bacterial group and the strategies used to isolate highly efficient
symbionts. Knowledge of the diversity of PGPB in soils under different types of use
can provide indicative of best prospecting sites of elite isolated, and identify
management strategies that favor the occurrence of this bacterial group in farmlands.
This work assessed four types of soils for selective isolation of bacteria with potential
association with maize plant, where we obtained 63 isolates diazotrophics and
showed great phylogenetic diversity with dominance of the phylum Proteobacteria.
The strategy of using the physiological trap plant using maize as bait was effective for
the isolation of strains present in associative populations above 10° cells per gram of
plant tissue. Through this approach, bacterial isolates for association with compatible
maize plants could be obtained even when present in relatively small populations in
the native soil. The isolates were characterized biochemically for IAA production, lytic
enzymes, phosphate solubilizing and antagonistic activity, as well as the ability to
promote the early development of maize plants. There was no relationship between
the biochemical parameters of each isolate the effect they had on the main root
length of maize, however, were identified among the isolates, those who promoted
effects of stimulation and inhibition on the early development of plants. Four isolates
were selected for desirable characteristics together to promote plant growth with
significant increases in the emergence of the primary root of maize seedlings:
23AGR2, 11AGR1, 36GRM1 and 48GRM1. These strains were isolated from maize
roots grown on soils with different diluitions, characterizing the efficiency of the
methodology proposed in this paper physiological trap.

Key words: Plant growth promoting bacterias. Physiological trap. Maize.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) representa um dos cereais mais cultivados no
mundo, estando diretamente associado a alimentacdo humana e animal (FAO,
2013). Na agricultura brasileira, apresenta grande relevancia socioeconémica por ser
uma commodity em ascensdo no mercado internacional e possuir extensa cadeia
produtiva, sendo pec¢a fundamental na composicdo do sistema de rotacdo de
culturas (BONO et al., 2008).

No Brasil, terceiro maior produtor mundial de milho, a producao
nacional totalizou 72 milhdes de toneladas (t) em 2012, correspondendo a 40 % da
producdo de grados. O estado do Parana liderou a produgdo desse cereal com
participacéo de 23 % da produgdo nacional (CONAB, 2013).

Um dos mais altos custos da agricultura esta relacionado com o uso
de fertilizantes nitrogenados. Cerca de 78 % da atmosfera terrestre € composta pelo
gas dinitrogénio e a introducao deste, via fixacado biologica de nitrogénio (FBN), no
circuito dos ciclos biogeoquimicos tem efeitos positivos no ambiente e na economia
(STACEY et al., 1992). O fator essencial para a agricultura sustentavel é o eficiente
aproveitamento do nitrogénio atmosférico (N2), o que garante elevadas producgdes
na agricultura tropical (GRAHAM; VANCE, 2000). A presencga da tripla ligagdo no
gas dinitrogénio o torna extremamente estavel em temperatura ambiente,
impossibilitando sua absorg¢ao e assimilagao pela maioria dos organismos (SPRENT;
SPRENT, 1990; EVANS; BURRIS, 1992). E necessario que esse nitrogénio esteja
disponivel em uma forma mais reduzida, como aménio (NH4+) ou NO-3 (Nitrato),
para que possa ser utilizado na biossintese de aminoacidos, proteinas, acidos
nucléicos, hormonios e outros compostos nitrogenados (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os diazotréficos formam um seleto grupo de microrganismos
procariotos capazes de converter o nitrogénio gas em amonio, forma pela qual pode
ser assimilada pelos vegetais. A importancia da fixag&do biologica do nitrogénio (FBN)
para a agricultura brasileira é refletida pela sua inser¢do dentro do Programa
Agricultura de Baixo Carbono (programa ABC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), como também pela criacdo do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Fixac¢ao Bioldgica do Nitrogénio (INCT-FBN) pelo CNPg.

Evans e Burris (1992) sugerem que as bactérias fixadoras de

nitrogénio sejam divididas em 3 grupos: diazotréficas de vida livre, que fixam o
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nitrogénio para seu proprio uso; diazotréficas associativas, que contribuem para o
crescimento da planta sem a formacdo de estruturas diferenciadas, néao
estabelecendo uma simbiose, e as diazotréficas simbidticas, que estabelecem uma
interagdo estreita entre o macro e microssimbionte, e em alguns casos, sao
formadas estruturas diferenciadas denominadas nédulos.

A simbiose rizébio-leguminosa € a interacdo mais estudada (EVANS;
BURRIS, 1992; STRALIOTO, 2005), entretanto, algumas plantas da familia Poaceae
tém mostrado capacidade de receber contribuigdes significativas da FBN para sua
nutricdo, como por exemplo a cana-de-agucar, milho, trigo e arroz (REIS et al.,
2006). A relagao das bactérias diazotréficas com plantas da familia Poaceae pode
ser considerada ndo simbidtica, ou associativa, uma vez que ndo se observam
estruturas  vegetais especializadas para abrigar tais  microrganismos
(ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

De acordo com Hungria e colaboradores (2001), sdo 4 as fontes de
fornecimento de nitrogénio aos vegetais: 1. o solo, principalmente pelo processo de
mineralizagdo de matéria organica; 2. a fixagdo n&o-bioldgica, resultante das
descargas elétricas, combustao e vulcanismo; 3. os fertilizantes nitrogenados; 4. o
processo de fixagado bioldgica do nitrogénio atmosférico.

Em termos globais, estima-se que o processo biolégico de fixagéo
do nitrogénio contribua com 65% do nitrogénio total assimilado anualmente pelos
seres vivos, sendo a FNB o maior provedor desse nutriente para a manutencao da
vida na Terra. Cerca de 10 % da entrada anual deve-se a fixagao nao-bioldgica e 25
% através da produgao industrial da amoénia (HUNGRIA et al., 2001).

Praticas agricolas alternativas como a aplicagdo racional e
fracionada de fertilizantes nitrogenados e praticas que explorem eficazmente o
mecanismo natural da FBN devem ser desenvolvidas e difundidas, visando diminuir
custos agricolas e garantir a sustentabilidade da agricultura ao longo prazo.

No Brasil, inoculantes comerciais para milho a base de cepas de
Azospirillum brasilense de alta eficiéncia ja estdo disponiveis no mercado e
apresentam efeitos significativos no incremento da produgcdao (HUNGRIA et al.,
2010). Entretanto, ndo existem estratégias para a prospecgdo de bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCVs) para culturas ndo-leguminosas que
sejam direcionados a obtencdo de isolados especializados. O isolamento de

bactérias de BPCVs ¢é feito a partir de abordagens generalistas, através do
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levantamento da diversidade microbiana associada as plantas coletadas nas mais
diferentes condigcbes. Este trabalho resulta da necessidade do fortalecimento da
agricultura sustentavel, buscando uma metodologia de alta eficiéncia para ampliar o
numero de estirpes inoculantes registradas no Brasil para uso como inoculantes em
plantas ndo-leguminosas. A abordagem apresentada neste trabalho considera o solo
como repositorio da diversidade microbiana, cuja comunidade nativa inclui uma
gama de BPCVs diferenciadas quanto as fungdes ecologicas e quanto a capacidade
de interagir positivamente com espécies vegetais de interesse agronémico. Através
da adaptacdo e otimizagcdo de metodologia aplicada ao isolamento de rizébios,
espera-se contribuir para o desenvolvimento de uma metodologia especifica para a
obtencdo de BPCVs de elevada compatibilidade e eficiéncia, e que possa ser

aplicada as mais diferentes espécies vegetais.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia para selecionar BPCVs compativeis

para a associagcdo com milho por meio do uso de plantas-isca, e caracterizar a

diversidade dos isolados obtidos.

2.1 OBUJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar a estratégia de armadilha fisiolégica (planta-isca) para o

isolamento de BPCVs associativas com plantas ndo-leguminosas;

Posicionar taxonomicamente as estirpes isoladas pelo

sequenciamento do gene 16S RNAr;

Comparar a diversidade de BPCVs nativas de diferentes tipos de
solo e entre os diferentes tratamentos, utilizando o marcador
molecular BOX-A1R;

Caracterizar, através de métodos bioquimicos (FBN,
determinagcdo de auxina, solubilizacdo de fosfatos, atividade
antagonista ao fungo Fusarium sp e produgao de enzimas liticas —
amilase, celulase e protease), os microrganismos isolados quanto

ao potencial de promogé&o do crescimento vegetal;

Realizar uma caracterizagdo preliminar dos isolados obtidos
quanto ao potencial para uso como inoculante agricola através de
ensaios de germinagdo em sementes de milho, e buscar
correlacdo entre os parametros bioquimicos dos isolados com o

efeito observado nos testes de germinacéo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) constitui um dos mais importantes cereais
cultivados e consumidos no mundo em fungdo de seu potencial produtivo,
composi¢cdo quimica e valor nutricional. A importédncia econémica do milho é
caracterizada pela sua multiplicidade de aplicagbes, abrangendo desde a
alimentagao animal até a industria de alta tecnologia, assumindo relevante papel
sociecondmico (FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

O milho, pertencente a familia das Poacea, género Zea,
cientificamente denominado Zea mays L. (VIEIRA JUNIOR, 1999), é uma das
culturas mais antigas do mundo, havendo provas arqueolégicas, de seu cultivo ha
mais de 4.000 anos. Sua origem ainda nao esta esclarecida (TAVARES, 1988),
sendo relatada em alguns estudos como originaria da América do Norte (México) e
em outros, originaria da Asia.

Para se desenvolver e produzir satisfatoriamente, a cultura do milho
exige, durante seu ciclo vegetativo, calor e umidade, o que garante altos indices de
produtividade ao Brasil (FANCELLI; DOURADO NETO, 2004). O cultivo de milho em
nosso pais, de maneira geral, tem sido realizado em duas épocas de plantio. Os
cultivos de verao, ou primeira safra, a semeadura € realizada entre os meses de
setembro e novembro, em fungcdo do inicio da estacdo chuvosa. No Norte e
Nordeste, o periodo propicio para a semeadura compreende 0s meses de margo e
abril. A segunda safra, ou safrinha, € implantada em épocas ndo tradicionais,
normalmente de janeiro a abril, em decorréncia do final do ciclo da soja nos estados
do Centro-Oeste, Parana e Sao Paulo, principalmente (EMBRAPA MILHO E
SORGO, 2010; FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

A produgéo de milho em 2012 foi de aproximadamente 72,2 milhdes
de toneladas o que correspondeu a 40 % da producédo nacional de graos (180,4
milhdes t). A cadeia produtiva do milho € um dos segmentos econémicos mais
importantes do agronegocio brasileiro, especialmente para o estado do Parana, que
liderou a producdo do grédo na safra 2012/2013, com 16,9 milhdes (t) (CONAB,

2013). Além de se destacar pelo alto nivel de produtividade, fruto do incremento
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tenoldgico registrado na regido, o Parana é o estado que mais se beneficia com as
exportagcdes em virtude da sua estrutura portuaria (PINAZZA et al., 2007).

Dentro da evolugdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem se
destacado como o terceiro maior produtor, ficando atras dos Estados Unidos e da
China. Apesar de estar entre os maiores produtores, o Brasil ndo apresenta grandes
niveis de produtividade, fato que pode ser explicado pela ma organizagcao da cadeia
produtiva em fungdo de uma grande parcela de pequenos produtores (EMBRAPA
MILHO E SORGO, 2010). Na Figura 1 pode-se observar a producdo dos dez

maiores produtores de milho do mundo no ano de 2010.

Figura 1 — Principais paises produtores de milho em 2010.
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Fonte: Fao (2013).

A producédo brasileira de milho esta projetada para crescer 1,7 %
a.a. nos préximos dez anos e a area plantada devera aumentar 0,4 %. As previsdes
indicam ainda que, nos proximos anos, cerca de 84 % da producédo de milho sera
destinada ao mercado interno, para o atendimento do consumo humano e fabricagao
de ragbes para animais, em especial suinos e aves (MAPA, 2012).

Em comparagdo com outras culturas, o milho tem experimentado
avangos significativos nas diversas areas do conhecimento agrondmico,

estabelecendo-se uma melhor compreensao de suas relagdes com o meio e o
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homem. Tais interacbes mostram-se fundamentais para o entendimento do sistema
produtivo e da melhoria dos sistemas tecnoldgicos (FANCELLI; DOURADO NETO,
2004).

Quanto as caracteristicas nutricionais, o nutriente mais exigido pela
cultura do milho é o nitrogénio (N) (MALAVOLTA et al., 1997). A adubagao quimica
otimiza o potencial produtivo, uma vez que a maioria dos solos brasileiros apresenta
baixa fertilidade natural (CANTARELLA; DUARTE, 2004). A demanda do nitrogénio
aplicado a cultura do milho tem aumentado principalmente devido ao melhoramento
genético dos cultivares que, por seu potencial produtivo, tornaram-se mais exigentes
(MATSON et al., 1998). Este elemento, fornecido a cultura via adubacao sintética,
possui baixo indice de aproveitamento pelas plantas, raramente ultrapassando 50 %
(HUNGRIA et al., 2007). Entretanto, quando em déficit na planta, esse nutriente se
torna o principal fator limitante para o crescimento vegetal, reduzindo a produtividade
(DURAES et al., 2004). Como o nitrogénio é o nutriente requerido em maiores
quantidades pela cultura do milho e sua deficiéncia é generalizada nos solos
tropicais, o processo da FBN deve ser otimizado para que se torne a principal fonte
de nitrogénio na agricultura organica e sustentavel (CRUZ et al., 2006).

A busca por microrganismos do tipo fixadores de nitrogénio é de
grande interesse dentro deste contexto. Relatos da associagcdo de bactérias dos
géneros Achromobacter, Acinotebacter, Artrobacter, Azospirillum, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Flavobacterium, Herbaspirillum, Klebsiella,
Methylobacterium, Pantoea, Pseudomonas, Sphingomonas e Xantomonas sa&o 0s
mais frequentes em estudos da interacdo de diazotroficos com plantas de milho
(ARRUDA et al., 2013; BALDANI; DOBEREINER, 1980; CHELIUS; TRIPLETT, 2001;
GOMES et al., 2001; IKEDA et al., 2013; 2001; LIU et al., 2012; LIU et al., 2013;
MARQUES et al., 2010; PALUS et al., 1996; PEREIRA et al., 2011; PERIN et al.,
2006; ROESCH et al., 2008; SALA et al., 2005).

3.2 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL (BPCVSs)

Em 1926, Perotti formulou a teoria de que bactérias n&o patogénicas
residem em tecidos de plantas, porém, estudos sobre a colonizagdo de tecidos
internos de plantas sadias datam de 1870, com trabalhos de Pasteur e outros

pesquisadores (HALLMANN et al., 1997). Em ecossistemas naturais ou de manejo,
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bactérias benéficas associadas as raizes de plantas desempenham um papel
fundamental no apoio a saude das mesmas e até mesmo estimulando o seu
desenvolvimento (COMPANT et al., 2012).

Interagdes benéficas entre plantas e microrganismos que promovem
a saude e o desenvolvimento dos vegetais tém sido objeto de muitos estudos. No
entanto, poucas plantas foram completamente estudadas em relagao a sua biologia
endofitica. Consequentemente, a oportunidade de se encontrar novos
microrganismos benéficos em associagcdo com a grande diversidade de plantas
existentes nos diferentes ecossistemas é consideravel (RYAN et al., 2008).

As bactérias promotoras do crescimento vegetal tém apresentado a
capacidade de estimular o crescimento de plantas por mecanismos diretos como a
fixagdo biolégica de nitrogénio, produgdo de reguladores de crescimento vegetal
(auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e &acido abscisico) e solubilizagdo de
fosfatos inorganicos; e mecanismos indiretos, como o controle bioldgico de pragas,
producdo de siderdforos, protecdo contra stress bidtico e abidtico e indugao de
resisténcia local e sistémica (LODEWYCKX et al.,, 2002; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006; OLIVARES, 2009; SINGH et al., 2011). Mais recentemente foi descrita a agéo
de BPCV atuando na biorremediacado de aguas e solos contaminados, mineralizando
poluentes orgénicos (BASHAN; BASHAN, 2005; BASHAN et al., 2011;
JALGAONWALA; MAHAJAN, 2011; ZHUANG et al., 2007).

Pesquisas demonstram que bactérias endofiticas podem promover o
crescimento de plantas e reduzir os sintomas de doengas causadas por diversos
patdgenos, além de serem fontes potenciais para uso em biotecnologia com a
producdo de antibidticos e outras moléculas bioativas, nos processos de
biorremediagao e nas técnicas de transgenia (COMPANT et al., 2010; GLICK, 2012;
HALLMANN et al., 1997; OLIVARES, 2009). Esta comunidade endofitica é
constituida por fungos e bactérias que, durante todo ou parte do seu ciclo de vida,
podem invadir tecidos de plantas vivas através de infecgdes ndo aparentes e sem
causar sintomas de doencas (BODDEY; DOBEREINER, 1995; JAMES, 2000;
PARTIDA-MARTINEZ; HEIL, 2011; ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006;
RYAN et al., 2008).

Os microrganismos que infectam e colonizam plantas originam-se,
geralmente, a partir do solo. A principal porta de entrada para a colonizagao

bacteriana é através das fissuras de raiz (Figura 2), mas podem acontecer também
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por feridas causadas por fitopatdbgenos microbianos, nematoides e tratos culturais,
ou pelos estobmatos (HARDOIM et al., 2008; MCCULLY, 2001). Ainda ha indicios de
que raizes laterais ndo completamente diferenciadas podem facilitar a penetragao de
microrganismos (REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011). Contudo, sabe-se que as
raizes das plantas secretam ions, enzimas, mucilagem, compostos de carbono
derivados do metabolismo primario e secundario, e que sao ativos na atracdo de
microrganismos do solo, sendo responsaveis por selecionar a microbiota rizosférica.
Essa rizodeposicdo promove efeito seletivo sobre as populagdes microbianas
especificas que sado capazes de reagir em resposta com a quimiotaxia e o
crescimento rapido, de modo que apenas um subconjunto de toda a diversidade

microbiana do solo colonize as raizes com sucesso (HARTMANN et al., 2009).

Figura 2 —Tipos de endofiticos e seu processo de colonizagao de raizes.

Células vermelhas: bactérias consideradas endofiticas transientes - sdo, muitas vezes, restritas a raiz e ao
cortex; células azuis: consideradas endofiticos oportunistas que apresentam caracteristicas particulares de
colonizacdo da raiz (por exemplo, uma resposta quimiotatica), que lhes permite colonizar o rizoplano e depois
invadir os tecidos internos da planta através de fissuras formadas nas raizes. No entanto, como ocorre com os
endofiticos transientes, endofiticos oportunistas estao confinados ao cortex da raiz; células amarelas: bactérias
endofiticas competentes — estdo bem adaptadas ao ambiente da planta e sdo capazes de invadir tecidos
especificos como o tecido vascular, disseminando-se por toda planta, manipulando o metabolismo da mesma e
mantendo um equilibrio harmonioso com a planta hospedeira, mesmo quando estdo presentes em grandes
concentragdes celulares (HARDOIM et al., 2008).
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Fatores ambientais bidticos e abidticos podem influenciar o
complexo mecanismo de promogao de crescimento vegetal por bactérias
(BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001; COMPANT et al., 2010). Dentre esses
fatores, destacam-se: temperatura, umidade, composicao e a atividade da microbiota
nativa do solo (STRIGUL; KRAVCHENKO, 2006).

Frequentemente, quando se aborda a promocg&do do crescimento
vegetal por bactérias, o grupo Rhizobiaceae é o primeiro a ser citado e um dos mais
explorados (BASHAN; BASHAN, 2005). As PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria - Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas) constituem
um grupo diversificado de bactérias colonizadoras da rizosfera e/ou colonizadoras do
ambiente endofitico que, quando cultivadas em associagdo com plantas, estimulam
seu crescimento (AHEMAD; KIBRET, 2013; BANCHIO, 2008; VESSEY, 2003).
Entretanto, BPCVs também tém sido estudadas, em menor grau, em partes aéreas
de plantas (BASHAN; BASHAN, 2005).

Uma variedade de bactérias pode ser considerada BPCVs, incluindo
espéecies de Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, Pseudomonas e Bacillus, assim
como as bactérias diazotréficas endofiticas Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum spp. e Burkholderia (AHMAD, 2006; HAYAT et al., 2010). Os géneros
Pseudomonas e Bacillus pertencem aos grupos das BPCV mais estudados que,
além de promoverem crescimento, atuam como agentes no controle biolégico de
varias pragas e doengas (MISKO; GERMIDA, 2002; AHMAD et al., 2006). As
bactérias que apresentam mais de uma caracteristica para a promogao de
crescimento vegetal como, por exemplo, fixar nitrogénio e solubilizar fosfatos ou
produzir auxina e sideroforos, entre outras, sdo almejadas e rastreadas para uma
possivel aplicagdo no campo, objetivando o aumento da produgao agricola (VERMA
et al., 2001).

Segundo Olivares (2009), a utilizagcdo de BPCVs no campo depende
do conhecimento sobre sua diversidade, os mecanismos de interacao bactéria-
planta e da habilidade de manter, manipular e modificar populacées benéficas sob
condi¢cbes de campo. Diante disso, o desenvolvimento biotecnolégico assume papel
estratégico na construgdo de modelos alternativos de produgéo agricola visando a
agricultura sustentavel. Duas estratégias sado usadas a favor da producao vegetal: a
primeira baseia-se na ativagao de comunidades microbianas nativas pelo manejo do

solo e do ambiente; uma segunda abordagem fundamenta-se no isolamento e
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reinoculacdo de microrganismos alvos em ensaios experimentais de selegao de
estirpes.

A inoculagao de bactérias benéficas no sistema de produgao da agricultura diminui o
uso de insumos quimicos como fertilizantes e pesticidas (BRUSSAARD et al., 2007;
COCKING, 2003; HAYAT et al., 2010; JALGAONWALA; MAHAJAN et al., 2011).
Fica claro, portanto, que as BPCVs representam uma parcela funcionalmente ativa
da biota do solo presente na rizosfera, no rizoplano e no interior da planta
hospedeira e suas potencialidades s&o apontadas como componente do manejo
sustentavel dos sistemas agricolas.

Singh e colaboradores (2011) relatam que, atualmente, a produgao
agricola passa por uma fase de transformacdo fundamental em todo mundo. No
passado, o principal objetivo era aumentar o potencial de rendimento das culturas
alimentares e sua produtividade. Hoje, esse desejo € combinado com a demanda
para a sustentabilidade. A agricultura sustentavel envolve gestdao bem sucedida dos
recursos agricolas para satisfazer as necessidades humanas mantendo a qualidade

ambiental e conservando as riquezas naturais para o futuro.

3.3 DIVERSIDADE DE BPCVs ASSOCIDAS AS GRAMINEAS

Os microrganismos apresentam uma grande diversidade genética e
desempenham fungbes cruciais na manutencdo dos ecossistemas, como
componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos
(COMPANT et al., 2010).

Apesar de sua importancia, 0 numero de grupos microbianos
conhecidos e descritos representa apenas pequena fracdo da diversidade
microbiana encontrada na natureza. O conhecimento sobre a estrutura e a fungao
dos microrganismos associados as plantas agricolas tropicais ainda é incipiente.
Essa limitacao se deve, em parte, as dificuldades metodoldgicas na identificagdo dos
microrganismos e da incapacidade de se isolar populagdes representativas. Dados
derivados de estudos comparativos mostraram que apenas uma pequena parcela
dos microrganismos (menor que 10 % dependendo do habitat) € cultivada através do
emprego de métodos microbioldgicos convencionais (AMANN et al., 1995; KADEN et
al., 2012).
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Um grande numero de organismos tem sido identificado pelo uso de
técnicas moleculares, o que permite o reconhecimento de organismos nao
culturaveis (DAHLLOF, 2002; HIRSCH et al., 2010; PROSSER, 2002). Entretanto, a
técnica dependente de cultivo ainda € a principal escolha quando se visa a aplicagao
biotecnolégica dos microrganismos isolados. O uso de meios seletivos para o
isolamento apresenta a vantagem de direcionar os trabalhos de isolamento para a
obtengcdo de grupos microbianos especificos, como os diazotroficos, ja que a
utilizacdo de meios de cultivo genéricos pode levar ao isolamento de cepas que
possuem crescimento rapido em resposta a disponibilidade nutricional, ou cepas
presentes em altas populagbes na amostra estudada, e que podem inibir o
crescimento de outros microrganismos em culturas mistas (HANDLEY et al., 1998).

A diversidade bacteriana associada com raizes de milho foi
investigada por Pereira e colaboradores (2011) através de métodos dependentes e
independentes de cultivo. A analise molecular, por meio da amplificacdo da regiao
ITS do DNAr, revelou que os géneros Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Pseudomonas e Stenotrophomonas, pertencentes ao grupo y-Proteobactéria, foram
predominantes. A comunidade bacteriana culturavel apresentou dominancia do
grupo Firmicutes, principalmente do género Bacillus.

A atividade microbiolégica que ocorre na rizosfera de diversos
vegetais de importancia econdbmica é de grande interesse. Em 2010, Marques e
colaboradores isolaram seis estirpes de raizes de milho que apresentaram
caracteristicas para a promocao do crescimento vegetal: Chryseobacterium palustre,
C. humi, Sphingobacterium, Bacillus, Achromobacter e Ralstonia. Todos os isolados
produziram acido indol-acético in vitro e as estirpes C. humi, Sphingobacterium e
Ralstonia apresentaram producao de sideroforos.

Estudos de diversidade de BPCV em gramineas estdo bastante
direcionados aos organismos fixadores de nitrogénio (OLIVARES et al., 1996).
Pesquisas relacionadas com a fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) no Brasil
iniciaram-se na década de 50 por Johanna Ddébereiner, especialmente em plantas
nao-leguminosas (BALDANI; BALDANI, 2005). Gramineas de importancia
econdbmica, tais como cana-de-agucar, arroz, trigo, sorgo, milho e algumas
forrageiras foram identificadas com hospedeiros de diversas espécies de bactérias

diazotréficas, sendo as principais Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
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spp e Azospirillum spp (BALDANI et al., 1997; BANO et al., 2013; BODDEY et al.,
2003; ILYAS et al., 2012; JAMES, 2000; JAMES; OLIVARES, 1997).

A diversidade de bactérias endofiticas em colmo de milho foi
determinada em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo e também em
campo por Rai e colaboradores (2007) em diferentes estagios de crescimento. Os
resultados encontrados no experimento conduzido em casa de vegetacdo foram
similares aos de campo, porém com decréscimo na contagem populacional.
Segundo os autores, isto pode ser atribuido ao fato de que a infecgao por bactérias
endofiticas € controlada pela planta em condigdes ambientais, além do que fatores
biéticos e abidticos podem influenciar a colonizagdo dessas bactérias no tecido
vegetal. Bacillus pumilus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa e P. fluorescens
foram as espécies predominantemente encontradas nas amostras.

Na rizosfera e no rizoplano de canola encontrou-se elevada
abundancia dos endofiticos Agrobacterium, Burkholderia, Enterobacter e
Pseudomonas (FARINA et al.,, 2012). Estirpes de Pseudomonas, Pantoea,
Acinetobacter, Enterobacter e Curtobacterium foram isoladas de plantas de trigo
(STETS et al., 2013). Da cana-de-agucar foram isolados representantes diazotréficos
como Achromobacter, Agrobacterium, Brevibacillus sp, Burkholderia sp, Citrobacter
sp, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, Glucanoacetobacter diazotrophicus,
Enterobacter sp, Erwinia sp, Klebsiella pneumoniae, Stenotrophomonas sp € mais
recentemente um isolado relacionado a Pantoea sp (BALDANI et al., 1986;
BENEDUZI et al., 2013; CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988; DONG et al., 1994;
LOIRET, 2004; MAGNANI et al., 2010).

3.4 SELECAO DE BPCVSs PARA USO NA AGRICULTURA

A triagem e a selecdo de BPCVs eficientes e sua utilizagdo em
praticas integradas € de grande importancia para melhorar o crescimento e a
produtividade dos sistemas agricolas, visando manter a sustentabilidade dos agro-
ecossistemas (RANA et al., 2011). Os principios basicos que orientam a selegcao de
BPCVs devem objetivar a identificagdo de estirpes eficientes adaptadas as
condigdes prevalentes no local de emprego e competitivas frente a comunidade

nativa.
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Uma analise histérica dos estudos sobre interacdo planta/bactéria
em gramineas, especialmente os cereais, demonstram avangos significativos nos
aspectos ecologicos, fisiologicos, bioquimicos e genéticos (BALDANI; BALDANI,
2005). Ainda que a fixagdo biolégica do nitrogénio seja o fator relevante para a
promogao do crescimento vegetal, sabe-se que as BPCVs beneficiam a planta por
um conjunto de mecanismos aqui ja descritos.

Estudos relatam a afinidade de determinadas espécies ou mesmo
cultivares de plantas com bactérias, embora essa especificidade ndo tenha sido
claramente evidenciada (PENOT et al., 1992; WANI et al., 1985). Segundo Hungria
(2011), o desenvolvimento de inoculantes com estirpes de alta eficiéncia para
cereais depende, essencialmente, da avaliagdo e selegdo de microrganismos para a
inoculagdo em culturas especificas.

As bactérias diazotréficas endofiticas tém mostrado, através de
estudos de inoculagdo, um maior potencial de contribuicdo para a FBN e que o
genodtipo da planta influencia na associagao planta/bactéria. Essa interagdo deveria
sempre ser considerada nas pesquisas de melhoramento vegetal para que os
mecanismos de promog¢ao do crescimento, particularmente a FBN, sejam otimizados
(BALDANI; BALDANI, 2005).

Summer (1990) sugere que a inoculagdo de bactérias obtidas da
mesma variedade da planta seja mais eficaz, especialmente quando a comunidade
nativa esta presente. Isso porque organismos adaptados as condi¢des ambientais
da regido podem apresentar melhores condigdes para concorrer com a microbiota
nativa, tanto pela adaptacdo as condi¢des edafoclimaticas, quanto pelo aumento
populacional promovido pela inoculagao.

Dentre os fatores ambientais, o tipo de solo exerce grande influéncia
sobre a microbiota da rizosfera do milho (EGAMBERDIYEVA, 2007). Alguns estudos
indicam que o tipo de solo é o fator determinante responsavel pela diversidade da
comunidade bacteriana associada as raizes das plantas (LATOUR et al.,, 1996;
CHIARINI et al., 1998; MARSCHNER et al., 2001).

Segundo Fierer e Jackson (2006), a diversidade bacteriana do solo é
imensa pode ser influenciada por uma ampla gama de fatores bioticos e abidticos.
No entanto, poucos estudos tém sido realizados a fim de se verificar a influéncia
ambiental sobre as comunidades microbianas na natureza. Nesse estudo, os autores

coletaram 98 amostras de solo de toda América do Norte e do Sul e usaram a
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metodologia do DNAr-fingerprinting para comparar a composicdao e diversidade
quantitativa da comunidade bacteriana. Os resultados mostraram que a diversidade
bacteriana n&o estava relacionada com a latitude do local, temperatura e outras
variaveis que normalmente preveem a diversidade vegetal e animal. A diversidade e
a riqueza das comunidades bacterianas do solo diferiram pelo tipo de ecossistema, e
estas diferengas podem ser explicadas, em grande parte, pelo pH do solo.

Em leguminosas, Ferreira e colaboradores (2000) constataram que o
uso de praticas agrondmicas como o plantio direto e a rotagéo de culturas garantem
a manutencdo da comunidade de rizébios e sua diversidade. Além disso, dentro
dessa diversidade € possivel selecionar estirpes adaptadas com grande potencial na
fixagao biologica do nitrogénio.

Deve-se admitir que a eficiéncia da simbiose rizébio-leguminosas
nao pode ser alcancada nas interagdes associativas. Isto se deve ao fato das
bactérias associativas localizadas no interior das plantas n&o apresentarem relagao
tdo complexa e organizada quanto as presentes nas simbioses de bactérias
noduliferas com leguminosas, que é resultante de um processo muito mais evoluido
que minimiza perdas do nitrogénio fixado por interferéncia de fatores quimicos,
fisicos e biolégicos que interagem na complexidade, heterogeneidade e dindmica do
sistema edafico. No Brasil, inoculantes comerciais para milho ja foram formulados
com cepas de Azospirillum brasilense e elevaram a produc¢ao de gréaos em 24-30 %
(HUNGRIA et al., 2010). Além disso, a promog¢ao do desenvolvimento radicular e a
resisténcia a estresses bidticos e abidticos decorrente das interagcbes associativas
aumenta a eficiéncia da absorcao e uso de nutrientes.

Considerando as espécies produtoras de graos, como trigo, arroz e
milho, entre outras, sdo a principal fonte de carboidrato da dieta humana e o alto
potencial fotossintético das gramineas C4 nos tropicos, os efeitos decorrentes da
utilizacdo da tecnologia de inoculacdo de bactérias eficientes na promog¢do do
crescimento vegetal representam uma grande economia nos custos de produgdo o
que justifica estudos visando consolidar esta estratégia de manejo. No entanto, os
sistemas agricolas atuais sdo na maioria dependentes de insumos agricolas
industrializados (como adubos nitrogenados) e ndo exploram o grande potencial dos
diazotréficos, tanto para a FBN, quanto para outros mecanismos de promoc¢ao do

crescimento vegetal.
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3.4.1 Plantas-isca e Estratégias de Isolamento

As BPCVs sado comumente utilizadas como inoculantes para
melhorar o crescimento e o rendimento das culturas agricolas. No entanto, o rastreio
para a selecao de estirpes responsaveis por estimular o desenvolvimento de plantas
€ critico (KHALID et al., 2004).

A rizosfera é rica em interagbes microbianas, porém, estima-se que
apenas 1-2 % das bactérias presentes ali podem promover o crescimento de
plantas. A triagem e a selegao de estirpes eficientes e sua utilizagdo em praticas
agricolas integradas é de grande importancia para a melhoria da produtividade
agricola, juntamente com a manutencdo da sustentabilidade dos agro-ecossistemas
(RANA et al., 2011).

A selecgao de estirpes de rizébios para inoculagdo em leguminosas é
bem estabelecida e depende, geralmente, de estudos sobre a comunidade
bacteriana nodulifera da planta. Métodos de isolamento direto de bactérias
simbidticas a partir dos nddulos, que podem ser amostrados em plantas cultivadas
no campo, nem sempre € possivel (BALA et al., 2001). Rizébios podem ser isolados
também por meio da técnica de armadilha fisiolégica, que visa a utilizagdo de uma
planta-isca submetida ao plantio com uma rizosfera diluida seriadamente,
permitindo, dessa forma, acessar estirpes relevantes, com potencial para uso
biotecnolégico, de comunidades bacterianas encontradas em menor numero na
rizosfera (BALA et al., 2001; HANDLEY et al., 1998).

Em estudos com armadilha fisiologica, tém se observado a influéncia
da diluigdo dos solos na inoculagédo de plantas-isca: geralmente, estirpes de rizébios
de crescimento rapido sao isoladas em nddulos de plantas cultivadas diretamente no
solo ou a partir das menores diluigdes. Isto significa que a diluigdo do solo possui a
vantagem de permitir que as estirpes menos competitivas possam também nodular a
planta-isca e contribuir para seu desenvolvimento Por outro lado, estirpes de rizébios
de crescimento rapido sao potenciais alvos para aplicagdo biotecnoldgica, visto que
sdo organismos extremamente adaptados ao sistema de interacdo solo/planta,
promovendo eficiente nodulagédo na planta hospedeira (BALA et al., 2001).

Em 2001, Hungria e colaboradores utilizaram seis gendétipos de soja
como hospedeiras na técnica de armadilha para isolamento de rizébios. As plantulas

foram inoculados com 22 amostras em diluicdo serial de solos de campos
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brasileiros, o que favoreceu a selecao de trinta estirpes de crescimento rapido e
simbiose efetiva com dois gendtipos de soja. O isolamento de rizdbios de
crescimento rapido foi também investigado por Marsudi e colaboradores (1999), que
empregaram Acacia saligna como planta-isca, obtendo-se trinta e nove estirpes com
essa caracteristica, enquanto que 94 estirpes foram caracterizadas como de
crescimento lento, as quais eram acido-tolerantes, halo-sensiveis e alcali-sensiveis.
A identificagdo de microrganismos eficientes na promogao do
crescimento de plantas que apresentem potencial aplicagdo como insumo
biotecnolégico € uma tarefa laboriosa e demorada. Por outro lado, metodologias
especificas desenvolvidas para o isolamento de bactérias simbiontes com
leguminosas estéo disponiveis e consolidadas na literatura. O desenvolvimento de
uma metodologia especifica para o isolamento de BPCVs pode ser alcangado a
partir do conhecimento disponivel sobre a ecologia deste grupo bacteriano e as
estratégias utilizadas para isolar simbiontes altamente eficientes. O conhecimento da
diversidade de BPCVs em solos sob diferentes tipos de uso pode fornecer
indicativos dos melhores sitios de prospecgao de isolados elite, bem como identificar
estratégias de manejo que favoregam a ocorréncia deste grupo bacteriano nos solos

de cultivo agricola.

3.4.2 Caracterizagao Bioquimica dos Isolados

A caracterizagao bioquimica dos isolados permite selecionar estirpes
que apresentem maior probabilidade de eficiéncia no processo de colonizacgao,
promogao do crescimento e controle bioldgico in vivo (BERNARDES et al., 2010;
RANA et al., 2011). Andlises bioquimicas como: a formacéo de pelicula em meios
semi-solidos especificos (indicativo de crescimento de diazotroficos), solubilizagcao
de fosfatos, produgdo de auxinas e de enzimas liticas s&o caracteristicas
importantes e desejaveis para a obtencao de isolados elite.

O nitrogénio, além do carbono e do hidrogénio, é o elemento mais
abundante na matéria viva, participando da composicdo de moléculas de acidos
nucléicos, proteinas e polissacarideos entre outras. Grande parte do Nitrogénio
fixado presente nos ecossistemas terrestres e aquaticos é originado da FBN, uma
vez que o N2 ndo é assimilavel pela maioria dos seres vivos e por isso faz-se

necessario sua transformagcdo para uma forma combinada que facilite sua
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assimilagdo. Apenas uma pequena parcela dos organismos procariotos,
denominados diazotréficos, consegue converter ou reduzir enzimaticamente, através
do complexo enzimatico da nitrogenase, o nitrogénio da atmosfera em amodnia, a
qual pode ser incorporada em macromoléculaspelas vias assimilatérias do N
(MARIN et al., 1997).

O fosforo € quantitativamente o segundo nutriente essencial ao
desenvolvimento vegetal, correspondendo a 0,2 % do peso seco da planta. Trata-se
de um nutriente limitante para o crescimento, tendo em vista a participagéo ativa nas
atividades metabdlicas e bioquimicas, além da formagdo de acidos nucléicos e
fosfolipidios (KUCEY, 1988; GYANESHWAR et al., 2002). E encontrado
principalmente na forma insoluvel como complexos de matéria orgéanica ou na forma
inorganica, como precipitados com ions Ca*’, Fe* e AI"® ou adsorvidos as
superficies de particulas minerais do solo. A liberacao do fdosforo insoluvel na forma
organica geralmente envolve a acado de fosfatases produzidas por bactérias
solubilizadoras de fosfatos. Na forma inorganica, a liberagdo do fésforo é feita por
fatores estritamente fisico-quimicos e alteracées em fatores como a acidificacdo do
solo em decorréncia da liberagao de protons pela planta e de acidos organicos pelos
microrganismos, favorecendo a solubilizagdo de fosfatos (NOVAIS et al., 2007). A
solubilizacdo microbiana de fosfato mineral pouco soluvel no solo € um processo
importante nos ecossistemas naturais e agricolas (MIKANOVA; NOYAKOVA, 2002).

As auxinas sao hormoénios importantes para o crescimento e
desenvolvimento vegetal, sendo o acido-3-indol acético (AIA) a forma predominante
e a de maior relevancia fisiolégica. As auxinas controlam processos como:
dominancia apical, expansao celular, diferenciacdo vascular, formacdo de raizes
laterais e pelos radiculares, fototropismo e gravitropismo (HARTMANN et al., 2002;
TAIZ; ZEIGER, 2004). Diversas bactérias associativas sdo produtoras de auxinas e,
dessa forma, participam da promogdo do crescimento vegetal (COSTACURTA,;
VANDERLEYDEN, 1995; PATTEN; GLICK, 1996). O papel desse fitormbnio para as
bactérias & pouco conhecido, porém, considera-se que a producdo de auxinas por
bactérias seja um mecanismo de interagdo com a planta (SPAEPEN et al., 1995;
PATTEN; GLICK, 1996).

A produgédo de enzimas liticas por microrganismos esta vinculada

principalmente ao processo de controle biolégico de fitopatégenos bem como ao
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mecanismo de penetragao ativa no tecido vegetal (QUADT-HALLMANN et al., 1997;
PUNJA; UTKHRDE, 2003; RATON et al., 2011; REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011).
A inibicdo do crescimento de um microrganismo por outro através da producao de
compostos toxicos, antibiose, € um método amplamente empregado para avaliar o
potencial de agao de bactérias principalmente sobre fungos fitopatogénicos (BARRA
et al., 2008; BARRETO et al., 2008; COOK; BAKER, 1983).

3.4.3 Caracterizagcao Molecular dos Isolados

Testes bioquimicos e fenotipicos a partir de colbnias isoladas de
células bacterianas auxiliam na identificacdo das espécies (PROSSER, 2002),
porém, nao fornecem informacdes sobre as relagbes evolutivas dos organismos, o
que deveria ser a base para um sistema de classificagdo (HUNGENHOTLZ; PACE,
1996).

Com o advento das técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction —
Reacdo em Cadeia da Polimerase) (SAIKI et al., 1985) e sequenciamento de DNA
(SANGER et al., 1977), os métodos moleculares, especialmente aqueles baseados
no estudo da sequéncia do gene 16S RNAr, conseguem definir a posicao das
bactérias em nivel taxonbmico de género e, em alguns casos, de espécie
(GARRITY; HOLL, 2001). Desta forma, oferecem novas oportunidades para a
andlise da estrutura genética e composicdo de espécies de comunidades
microbianas.

Para a caracterizagado da variabilidade das espécies existem muitas
variagdes da técnica de PCR que geram perfis diferenciados e facilitam o estudo dos
isolados (STRALIOTO, 2005). Além da analise comparativa do sequenciamento do
gene 16S DNAr, outras técnicas podem ser empregadas nos estudos filogenéticos,
como a técnica de BOX-PCR. Oligononucleotideos especificos (BOX, ERIC e REP)
tém sido frequentemente utilizados nos estudos de diversidade genética. Trata-se de
um método internacionalmente reconhecido de caracterizagdo de estirpes,
denominado de Rep-PCR (Repetitive Sequence Based PCR — PCR baseado em
sequéncias repetitivas) que amplificam sequéncias repetidas do DNA, gerando perfis
eletroforéticos que promovem a chamada impressdo digital do organismo
(fingerprinting) (VERSALOVIC et al., 1991; DE BRUIJN, 1992).
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O sequenciamento dos genes que codificam RNAr (16S, 23S e 5S)
tem sido amplamente empregado para os estudos de diversidade e caracterizagao
genotipica dos isolados procariotos. Os DNAs ribossomais s&o moléculas altamente
especificas estabilizadas ao longo da evolugdo e ndo sofrem influéncias
momentaneas por mudangas no meio ambiente (MOREIRA et al., 2010).
Atualmente, o gene 16S RNAr é o mais utilizado para inferir a respeito das relagdes
filogenéticas entre as bactérias (MOREIRA et al., 2010).
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4  METODOLOGIA

4.1 ARMADILHA FISIOLOGICA PARA OBTENCAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ASSOCIATIVAS

A metodologia desenvolvida para o isolamento de bactérias
associativas promotoras do crescimento vegetal foi adaptada da metodologia
denominada armadilha fisiolégica, desenvolvida para o isolamento de rizdbios, que
tem como objetivo selecionar as estirpes mais relevantes para o uso na agricultura e
que podem estar presentes no solo baixa populagdo. Diluindo-se o solo em areia
pode-se detectar pequenas populagdes ali instaladas que teriam seu crescimento
inibido por cepas numericamente mais abundantes (HANDLEY et al., 1998). O
emprego do milho como planta-isca na armadilha fisiolégica visa selecionar estirpes
altamente especificas com potencial para o crescimento desta graminea.

O desenvolvimento da metodologia foi realizado no delineamento
estatistico inteiramente casualizado com cinco repeticées (Tabela 1). Neste estudo,
avaliou-se a utilizacao de diferentes tipos de solos: agricola 1 (rotagcéo de culturas —
timbd/horticultura), agricola 2 (area de pousio pés cultivo de milho), de gramado
(cobertura permanente com Paspalum notatum — grama batatais), e de floresta
(cobertura permanente com mata secundaria), diluidos em diferentes concentragdes
de areia estéril (autoclavada 3 vezes em dias alternados), com o objetivo de
restringir a disponibilidade de nutrientes as plantas-isca e diminuir as populagdes
microbianas nativas de cada tipo de solo a fim de se obter isolados bacterianos que

apresentem capacidade de associacdo com plantas de milho nestas condig¢oes.

Tabela 1 — Croqui do experimento. Cada tratamento apresentado foi realizado para
o isolamento de bactérias associativas em cultivares de milho em cinco

repeticoes.
Tratamentos' Solos®
Solo 100 % Agricola 1 Agricola 2 Gramado Floresta
Solo 50 % Agricola 1 Agricola 2 Gramado Floresta
Solo 25 % Agricola 1 Agricola 2 Gramado Floresta

'Os tratamentos Solo 50% e Solo 25% foram diluidos em areia esterilizada nas respectivas proporgdes (p/p).
2Agn’cola 1: rotagéo de culturas — timbd/horticultura; Agricola 2: area de pousio pds cultivo de milho; Gramado:
cobertura permanente com Paspalum notatum (grama batatais); Floresta: cobertura permanente com mata
secundaria.
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Os solos agricola (1 e 2) e o de floresta foram amostrados na
fazenda escola da Universidade Estadual de Londrina (UEL); o solo de gramado foi
coletado em uma regido de praga publica da mesma cidade, com vegetagao tipica

permanente ha mais de 10 anos (Figura 3).

Figura 3 — Amostragem dos solos experimentados.

P

A = Ponto de coleta do Solo Agricola 1 (rotagao de culturas: timbdé/horticultura); B = Ponto de
Coleta do Solo Agricola 2 (area de pouso); C = Ponto de coleta do Solo de Gramado; D =
Ponto de coleta do Solo de Floresta.

A amostragem dos foi realizada a uma profundidade de 0-10 cm,
pois € nesse intervalo que se encontra a maior parte da biomassa microbiana.

Posteriormente, as amostras foram caracterizadas quimicamente (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas quimicas dos solos experimentais (0-10cm).

Solo pH K Ca Mg Al P C
(em CaCly) (cmolc dm™) g Kg™
Agricola 1 5,6 0,54 6,57 1,88 0,05 10,7 16,17
Agricola 2 5.1 0,54 4.81 1,16 0.11 12,7 14,79
Gramado 55 0,55 6,38 2,25 0,13 18,2 13,76
Floresta 52 0,33 1045 1,67 0,08 6.9 12,21

O municipio de Londrina esta localizado no Norte do Estado do
Parana, entre as coordenadas 23° 19’ 13” O, apresenta altitude média de 566 m,
variando entre 356 m e 851 m — e extens3o territorial de 1.651 Km?. A temperatura
média anual é de 20,9 °C, no més mais quente (Janeiro) 24,0 °C, no més mais frio
(Junho) 16,6 °C e maxima média de 27,9 °C. Por ser zona original de floresta tropical
subperenifdlia (estacional semidecidual), Londrina apresenta clima do tipo Cfa (h)
segundo a classificacdo de Koppen (clima subtropical, umido, com média do més
mais quente superior a 22 °C) (BOGNOLA et al., 2011).

A simplificagdo geomorfica esta refletida na composigao pedoldgica,
onde sobressai o Latossolo Vermelho (LV) com carater férrico — solo constituido por
material mineral com matriz 2,5 YR ou mais vermelho na maior parte dos primeiros
100 cm de horizonte B (inclusive BA). Os LV com carater férrico contribuem com boa
parte da pujanga do cultivo de graos paranaense. As boas condi¢gbes geoclimaticas
permitem de 2,5 a 3 cultivos anuais, com grande dominancia da sucesséo soja,
milho e trigo (BOGNOLA et al., 2011).

4.2 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Utilizaram-se sementes do hibrido de milho AG 2040 (Monsanto
Company) e vasos plasticos com capacidade para 8 Kg de solo, esterilizados com
etanol 70% (v/v), preenchidos com as misturas definidas na Tabela 1 (APENDICE
A).

As sementes desinfestadas foram germinadas em condigdes
assépticas previamente a semeadura, sobre papel filtro embebido com agua
destilada estéril por 3 dias a 30°C (APENDICE B). A desinfeccdo das sementes
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ocorreu com alcool 95% por 30 segundos e peréxido de hidrogénio 5% por 10
minutos com posterior lavagem com agua destilada estéril. Decorrido o periodo de
germinagao foi realizado um teste de qualidade microbiologica das sementes, na
qual uma aliquota foi macerada e inoculada em meio Dygs (ANEXO A).

Para o transplantio foram escolhidas as plantulas que néo
apresentaram sinais de contaminagao por microrganismos e um desenvolvimento
homogéneo. Foram transplantadas 3 plantulas de milho por vaso, cultivando-se por
45 dias em casa de vegetacdo. As plantas foram regadas com solu¢do nutritiva
pobre em Nitrogénio (ANEXO B) (KAWAMITSU et al., 1999) semanalmente. Ao final
do periodo de crescimento, as duas plantas de cada vaso que apresentaram o maior
indice de clorofila foram coletadas. As raizes foram lavadas com agua e utilizadas

para o isolamento de representantes da comunidade bacteriana.

4.3 ISOLAMENTO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS

Para o isolamento de bactérias diazotroficas, as raizes foram
lavadas com agua corrente. Apds a lavagem, 1 g de raiz foi macerada em 9 mL de
solugdo salina (ANEXO C) com o auxilio de grau e pistilo (diluicado 10-1). As
amostras foram diluidas serialmente, acrescentando-se 1 mL da diluicdo original a
tubos de ensaio contendo 9 mL de solugao salina esterilizada. Das diluicdes 10, 10°
® e 107, uma aliquota de 0,1 mL foi inoculada em frascos contendo 5 mL dos meios
de cultura semi-solidos seletivos para determinados géneros de bactérias
diazotroficas (Tabela 3), com 3 repeti¢cdes. Os frascos inoculados foram incubados a
30°C por um periodo de até 7 dias para o desenvolvimento de um pelicula
(APENDICE C) na regido superficial do meio (adaptado de DOBEREINER et al.,
1995).
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Tabela 3 — Meios de cultivo seletivos livres de nitrogénio direcionados para o
isolamento de bactérias diazotréficas comumente encontradas em
tecidos vegetais de gramineas e respectivos grupos-alvo (ANEXO D).

Bactéria Meio Semi-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

Apos crescimento, os isolados foram reinoculados nos respectivos
meios semi-solidos buscando a selegdo dos microrganismos diazotréficos.
Posteriormente, as amostras dos meios com crescimento positivo foram riscados em
placa contendo os correspondentes meios de cultura solidificados para verificacdo
da pureza da colénia (APENDICE D). Este processo - denominado purificacdo - se
repetiu até a obtengcdo de placas com apenas um morfotipo de colbnia
(DOBEREINER et al., 1995). Apds purificacdo, os isolados foram crescidos em meio
Dygs liquido por 24 h a 180 rpm e 30 °C, diluidos em glicerol 50 % (v/v) e

armazenados a -20 °C.

4.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR E IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

4.4.1 Extracdo do DNA Genbémico

Para a obtencdo do DNA total, os isolados bacterianos foram
crescidos em meio Dygs por 12 horas a 30°C em rotagao orbital. Aliquotas de 1 mL
de cultura foram transferidas para microtubos esterilizados e centrifugados por 5
minutos a 5.000 rpm e 4 °C. A massa de células foi submetida a uma lavagem com
solugdo salina estéril (NaCl 0,9 %), centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm e 4°C.
Logo apéds, as células foram homogeneizadas em vortex em 0,5 mL de tampao
CTAB (CTAB 2%, PVP 1%, Tris-HCI 100 mM, EDTA 25 mM, e NaCl 1,4 mM),
aquecidas por 20 min a 80 °C e esfriadas em banho de gelo. Acrescentou-se 1 uL de
RNAse (20 pg/mL) e incubou-se a 37 °C por 1 h. Foi adicionado 0,5 mL de solugéo



42

de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e agitou-se em voértex por aproximadamente
30 s. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm e 4 °C e os
sobrenadantes coletados e transferidos para novos microtubos. Ao sobrenadante foi
acrescentado 0,6 volumes de isopropanol e incubou-se por 1 h a -20 °C.
Transcorrido o periodo de incubagdo, as amostras foram novamente centrifugadas
por mais 30 minutos a 14.000 rpm e 4 °C. Os sobrenadantes foram desprezados e
ao pellet foi adicionado 100 uL de NaCl 5 M e 400 uL de etanol absoluto gelado. Os
tubos foram homogeneizados por inversdo por 30 s e centrifugados por 10 min a
14.000 rpm e 4 °C. Os pellets obtidos foram lavados com solugao de etanol 70% em
agua (v/v) e secos por 1 h a temperatura ambiente, sendo em seguida
ressuspendidos em 50 yL de agua ultrapura estéril. Os extratos foram quantificados
a 260 nm em espectrofotdbmetro Genesys 6 (Thermo Scientific), onde tiveram a
pureza avaliada pela relagdo das absorvancias D.0O.,50/D.0.280 Nm € sua integridade

observada apods eletroforeses em gel de agarose 1 % em tampao TBE.

4.4.2 Amplificacdo do DNA Gendmico pela Técnica de Rep-PCR Utilizando o

Oligonucleotideo Iniciador BOX

O DNA das bactérias foi amplificado pela técnica de PCR
(polymerase chain reaction - reacdo em cadeia da polimerase) com o
oligonucleotideo iniciador BOX-A1R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’), que
amplifica regides conservadas e repetitivas do DNA cromossémico (VERSALOVIC et
al., 1994).

As reagdes de amplificagdo foram realizadas com volume final de 50
ML contendo: 2,0 uyL dNTPs (estoque com 1,5 mM de cada base); 5 yL tampao 10X
(10mM Tris-HCL pH 8,3); 6 uL MgCl, (20 mM); 3 uL oligonucleotideo BOX (20 pMol
pL'1); 1 yL DNA molde (50 ng/uL); 0,3 puL Taq DNA polimerase (5 U/uL) e 32,7 pL de
H.,O ultrapura estéril. A mistura da reagao foi submetida ao termociclador BIOER-TC-
96-G-H(b) usando os seguintes ciclos: um ciclo de desnaturagéao inicial a 94 °C por 2
min; 30 ciclos de desnaturagcdo (1 min a 94 °C), anelamento (1 min a 50 °C) e
extensdo (5 min a 68 °C); um ciclo de extensao final a 68°C por 15 min; manutencéo
a4 °C.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese a 60 V

em gel de agarose 2,5% em cuba horizontal com tampao TBE 1 X (10,8 g de Tris-



43

base, 5,5 g de acido bérico, 4 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0, para um litro de solugao)
por 5 horas. Como padrédo de perfil molecular foram utilizados estirpes de H.
rubrisubalbicans, H. seropedicae, B. tropica, G. diazotrophicus, A. amazonense e A.
brasilense. Os géis foram corados em solugdo de brometo de etidio (1 yg mL™"). A
visualizagdo dos fragmentos foi realizada em transluminador de luz ultravioleta e
documentada com equipamento de fotografia Loccus Biotecnologia (APENDICE E).
Para confirmar os resultados obtidos, foram utilizados os controles positivo e um
controle negativo para cada conjunto de reagdes de amplificacdo. Cada amostra foi
submetida a PCR pelo menos duas vezes.

O perfil das bandas no gel foi transformado em uma matriz binaria,
utiizando o conjunto de programas estatisticos NTSYS-pc versédo 2.1 (Applied
Biostatistics). As relacdes genéticas foram medidas através do coeficiente de
Jaccard. O dendograma de similaridade genética foi obtido pelo método de

agrupamento UPGMA (Unwreighted Pair — Group Method with Aritmetical Average).
4.4.3 Sequenciamento
4.4.3.1 Ampliacao do gene 16S RNAr por PCR

A amplificagdo das sequéncias do gene 16S DNAr dos isolados foi
realizada com os oligonucleotideos iniciadores 27f (5° AGA GTT TGA TCM TGG
CTC AG 3’) e 1492r (5 GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3') (GURTLER;
STANISICH, 1996).

Para reagcdo de PCR foram utilizados 50 ng de DNA dos isolados,
1,5 UL de cada iniciador (20 pmol pL™"), 1 pL de dNTPs (2,5 mM de cada), 5 pL de
tampao 10x (10mM Tris-HCL pH 8,3), 2,2 uL de MgCl2 (50 mM), 1,5 U de Tag DNA
polimerase e agua ultrapura estéril para um volume final de 50 pL. A termociclagem
seguiu com uma etapa de desnaturagao inicial (94 °C, 2 min), seguida de 35 ciclos
de desnaturagao (94 °C, 1 min), anelamento (58 °C, 1 min) e extenséo (72 °C, 2
min).

Apos amplificacdo, aliquotas de 8 pL dos produtos da PCR foram
avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1,0 % em tampao TBE 1X e corado
com brometo de etideo. As amostras que apresentaram uma banda no tamanho

esperado (1500 pares de base) foram purificadas para reagado de sequenciamento.
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4.4.3.2 Purificacdo e quantificagdo dos produtos de amplificagao

A purificagdo, quantificagdo e sequenciamento do material genético
foram realizadas no Laboratorio de Fixagdo Biologica de Nitrogénio e Biologia
Molecular do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana
(UFPR, Curitiba/PR).

A reacdo de purificacdo foi conduzida em placa com 96 pocgos
utilizando-se: 6 pL do produto de amplificacdo; 3,3 U da enzima Exonuclease | (EXO
1); 0,66 U da enzima Shrimp Alcaline Phospatase (SAP); e agua ultrapura para 10 pyL
da reacdo. As amostras foram submetidas a termociclagem (Veriti 96 Well Thermal
Cycler — Biosystems) a 70 °C e a 80 °C por 15 min.

Apo6s purificacdo, foi feita a quantificacgo do DNA em
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientifc) a 260 nm para as reagdes de

sequenciamento.

4.4.3.3 Reacao de sequenciamento

As reacbes de PCR para o sequenciamento foram realizadas
utilizando-se o Kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biossystems). O protocolo da reacdo foi conduzido conforme as
especificagées do fabricante: 20 ng do DNA purificado; 0,5 uM do oligonucleotideo
iniciador 27f; 1 uL do terminador Big Dye; 2 uL do tampao Save Money (Tris-HCI
400mM pH 9,0 e MgCI2 10 mM); e agua ultrapura estéril para 10 yL de reagao. As
condi¢cdes de termociclagem (Veriti 96 Well Thermal Cycler — Biosystems) foram:
desnaturacgao inicial (96 °C, 1 min), seguida de 30 ciclos de desnaturacgao (96 °C, 15
seg), anelamento (58 °C, 10 seg) e extensao (60 °C, 4 min).

Decorrida a amplificagdo, o DNA foi precipitado adicionando-se 10
ML de agua ultrapura, 2 pyL de acetato de aménio 4 M e 60 uL etanol absoluto (3x
V/V). A microplaca foi centrifugada (Centrifuga 5810 R, Eppendorf) a 3.500 rpm por
45 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi descartado e secou-se a microplaca sobre
um papel absorvente. O DNA sedimentado foi lavado com 80 pL de etanol 70 % e
centrifugado por mais 10 min. Novamente descartou-se o sobrenadante, secou-se a

placa a vacuo por 40 min e ressuspendeu-se o DNA com 10 pyL de formamida. O
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sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico ABI-3500 (Applied

Biosystems).
4.5 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DOS ISOLADOS

Todas as determinagdes bioquimicas realizadas com os isolados
foram comparadas aos ensaios das estirpes padrdes (H. rubribalbicans, H.

seropedicae, B. tropica, A. brasilense).
4.5.1 Producdo de Compostos Inddlicos (Auxinas)

A producao de compostos indodlicos foi quantificada por colorimetria
utiizando o reagente de Salkowski (SARWAR; KREMER, 1995) modificado
(BAUTISTA; GALLARDO, 2008). As células foram crescidas em 5 mL de meio Dygs
acrescido de DL-triptofano (100 pg mL™") (Merck) por 24 horas, 100 rpm a 30 °C.
Uma aliquota de 2 mL foi coletada, as células foram centrifugadas (8.000 rpm; 5 min)
e o extrato livre de células (ELC) utilizado nas reacgdes. A reacado foi realizada em
tubos de vidro, onde 1 mL do sobrenadante reagiu com 2 mL do reagente de
Salkowski modificado (FeCl; 40 mM; H,SO4 7,9 M). Apds 25 minutos de reagao no
escuro, a intensidade da coloragao foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro
Genesys 6 (Thermo Scientific) (APENDICE F).

A quantidade de auxina foi determinada utilizando uma curva padréo
com concentracdes crescentes (0 a 100 uM mL™) de acido-3-indol acético sintético

99% (Acros-Organics) com base na curva de calibracgéo.
4.5.1.1 Determinagdo de proteinas

O teor de proteinas total foi determinado com o objetivo de
normalizar as leituras de producdo de auxinas. Para determinacdo do teor de
proteinas foi utilizado o mesmo cultivo do ensaio de determinagao de auxinas. Uma
aliquota de 1 mL das culturas foi coletada e adicionado 1 mL de NaOH 0,1 M. As
amostras foram agitadas e incubadas por 15 min a 90 °C para lise celular. A
concentragédo de proteinas foi determinada através do método descrito por Lowry e

colaboradores (1951) utilizando como padrdo soroalbumina bovina 1,0 mg mL™.
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4.5.2 Solubilizagdo de Fosfatos

A solubilizacdo de fosfatos pelos isolados foi avaliada em meio
NBRIP solidificado, descrito por Nautiyal (2000). Para isso, os isolados foram
crescidos em meio Dygs por 24 h a 30 °C e 180 rpm e posteriormente repicados no
centro da placa de meio NBRIP, as quais foram incubadas por 6 dias a 30 °C.
Mensurou-se o diametro dos halos e das col6nias e calculou-se o indice enzimatico
(IE) por meio da razdo entre o didmetro do halo e o didmetro da colbnia
(BERRAQUEIRO et al., 1976).

4.5.3 Determinacédo de Enzimas Liticas

As bactérias foram cultivadas agar leite e agar amido (DUARTE et
al., 2009) e incubadas a 30 °C por 5 dias para a detecgao da atividade de proteases
e amilases, respectivamente. Os testes mostraram-se positivos quando houve o
aparecimento de halo ao redor das coldnias, sendo realizada a determinagcéo dos
respectivos indices enzimaticos.

A atividade celulolitica foi determinada utilizando-se a metodologia
de Teather e Wood (1982) modificada por Rehman e colaboradores (2009). Placas
com meio solidificado contendo carboximetilcelulose (CMC) 1 % foram utilizadas
para este ensaio. Foram realizados orificios no agar solidificado com o auxilio de um
cortador (6,5 mm de didmetro), no qual depositou-se uma suspensao de 106 células
mL™" dos isolados obtidos. Apds inoculagdo, as placas foram incubas por 7 dias a 30
°C, quando foi mensurado o didmetro dos halos (APENDICE G).

4.5.4 Atividade Antifungica

O teste de cultura pareada (SHIOMI et al., 2008) foi utilizado para a
determinagcdo da atividade antagonista ao fungo Fusarium sp, cepa gentilmente
cedida pelo Laboratério de Genética de Fungos do Departamento de Ciéncias
Biologicas / UEL. Os isolados foram inoculados em meio Dygs solidificado por meio
de quatro estrias equidistantes e incubados por 24 h a 25 °C. Um disco de 5 mm do

micélio do fungo foi disposto no centro de cada placa, incubando-se por 7 dias a
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mesma temperatura. A inibicao foi avaliada por medi¢coes do raio do crescimento do

fungo, comparando-se com um teste controle, na auséncia dos isolados.
4.6 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE MILHO INOCULADAS

Os isolados foram inoculados, individualmente, sobre sementes do
hibrido de milho 2B587HX (Dow AgroSciences) para analise de germinagdo. Para
isto, as sementes foram desinfestadas previamente com alcool 95% por 30
segundos e peroxido de hidrogénio 5% por 10 minutos e posterior lavagem com
agua destilada estéril. As estirpes foram crescidas em meio Dygs por 12 ha 30 °C e
180 rpm, padronizadas a 10° células mL™" e inoculadas por imers3o (5 min) nas
sementes de milho desinfestadas. Inocularam-se 20 sementes de milho por estirpe.
A germinagado ocorreu em folhas de papel “germitest” umidecidas com agua
destilada estéril cujo volume adicionado (mL) correspondeu a 3 vezes o peso de trés
folhas de papel (g). Apds incubagédo de 72 h a 28 °C, avaliou-se o comprimento da
raiz principal das sementes germinadas através do programa AutoCad (versao 2012)
(APENDICE H). Para comparacdo dos dados, o teste de germinacéo foi também
realizado com as estirpes padrdes (H. rubribalbicans, H. seropedicae, B. tropica, A.
brasilense), além de um teste controle com o sobrenadante da cultura crescida com
Azospirillum brasilense, pois ha relatos na literatura que os metabdlitos gerados
durante a cultura podem influenciar positivamente o desenvolvimento de raizes e
massa aérea de plantas (RADWAN et al., 2004; PERRIG et al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS ASSOCIADAS AS RAizES DE PLANTAS DE MILHO

Foram obtidos 63 isolados de bactérias diazotroficas associados as
raizes de plantas de milho cultivadas nos diferentes tratamentos (Tabela 4). Este
numero provavelmente ndo revela a comunidade culturavel real deste experimento,
ja que foram utilizados meios de cultura semi-seletivos e diluicdes maiores a fim de
selecionar estirpes fixadoras de nitrogénio de comunidade elevada (diluigdes 107,
10° e 10'7), considerando que estas estabelecam uma estreita relagcdo de alta
afinidade com a planta-isca. A limitagcdo do isolamento seletivo da comunidade
culturavel se aplica a maioria dos estudos baseados em métodos de cultivo,
entretanto, estes métodos fornecem indicagdes relativas da estrutura da comunidade
microbiana.
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Tabela 4 — Numero de isolados diazotréficos obtidos de raizes de milho hibrido AG 2040 (Monsanto) sob diferentes tipos e
diluicbes de solos, e meios de cultura seletivos.

Numero de lsolados em Meios de Cultura Semi-Solidos

Tratamentos’
NFb INFb MV LGI LGIP | Total
gz §  So0(10%) 5 8 3 0 19
55552 Solo(50%)+ Areia (50 %) 3 2 5 3 18
2% 2 Solo (25 %)+ Areia (75 %) 4 7 5 4 : 26
Total 12 7 15 K 3 63
- Solo A (100 %) 0 0 0 0 0 0
2 E Z  SoloA (50 %) + Areia (50 %) 1 2 2 0 1 6 19
2 Solo A (25 %) + Areia (75 %) 3 3 3 2 2 3|
o Solo B (100 %) 1 1 1 1 0 4 |3
2 8 @  SoloB(50%)+ Areia (50 %) 1 0 1 1 1 4 5 | 16
.- Solo B (25 %) + Areia (75 %) 1 1 2 1 3 8 g
v S Solo C (100 %) 3 6 2 1 0 12 § -
5 &G SoloC(50%)+Areia (50 %) 1 0 2 1 0 4 e | 19
B & Solo C (25 %) + Areia (75 %) 0 | 1 : 0 3| B
. Solo D (100 %) 1 1 0 1 0 3 =
5 B 5  SoloD(50%)+Areia (50 %) 0 0 1 2 1 4 9
@ i Solo D (25 %) + Areia (75 %) 0 2 0 0 0 2
Total 12 17 15 11 8 63 63

'Conforme Tabela 1.
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O experimento foi realizado em quatro etapas, trabalhando-se com
um tipo de solo por vez, sendo que cada etapa apresentou trés tratamentos com
cinco repeti¢cdes: 1. Solo (100 %); 2. Solo (50 %) + Areia (50 %) e; 3. Solo (25 %) +
Areia (75 %).

O solo agricola foi experimentado duas vezes devido a falta de
isolados no tratamento Solo Agricola 1 (100 %). A primeira coleta foi realizada em
area de rotagédo de culturas e a segunda em area de pousio. O n&o isolamento de
bactérias neste tratamento possivelmente ocorreu em virtude da compactagao do
solo nos vasos, prejudicando a aeragao e a absorgao de nutrientes pelo vegetal,
fator que ocasionou a morte de algumas plantas cultivadas nesse solo.

O numero de bactérias em cada tratamento teve grande variagéo,
provavelmente devido as condigdes de cultivo e ao tipo de solo. A colonizagao
microbiana de raizes de plantas é afetada por fatores bidticos e abidticos assim
como exsudatos, competi¢ao, nutrientes inorganicos, pH e tipo de solo, temperatura
e uso de agroquimicos. Além disso, o gendtipo da planta hospedeira exerce uma
influéncia substancial sobre a estrutura e fungcdo das comunidades microbianas
associadas a rizosfera (BERG; SMALLA, 2009; CHIARINI et al., 1998; HALLMAN et
al., 1997).

A analise comparativa do total de isolados por tratamento, revela
que obteve-se maior numero de microrganismos (26 isolados) no tratamento Solo
(25 %) + Areia (75 %), seguido pelo tratamento Solo (100 %) com 19 isolados e
tratamento Solo (50 %) + Areia (50 %) com 18 isolados. Os meios de cultura JNFb,
semi-seletivo para os géneros Herbaspirillum spp e Sphingomonas spp, e JMV,
semi-seletivo para o género Burkholderia spp, forneceram a maior quantidade de
isolados, com 17 e 15 individuos, respectivamente. A menor quantidade de isolados
(8 no total) foi obtida com o uso do meio LGI-P, semi-seletivo para
Gluconacetobacter spp.

Considerando os tipos de solos e os tratamentos por diluicao
utilizados para a selecdo de diazotroficos nativos, os resultados indicam que as
caracteristicas fisico-quimicas dos solos possuem grande influéncia sobre a
eficiéncia de isolamento pela metodologia aplicada. Os solos agricola (1 e 2), com
maior fertilidade quimica decorrente das praticas de manejo, e o solo de floresta, que
exibe vegetagcado mista (arborea/herbacea), apresentaram uma correlagao positiva (r

= 0,901; 0,966; 0,723; respectivamente) entre o numero de isolados diazotroficos e
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sua diluicdo em areia. Por outro lado, o solo de gramado que nao recebe nenhum
aporte de nutrientes industriais, apresentou uma correlagdo negativa (r = -0,912)
entre o numero de isolados obtidos e os tratamentos de diluicdo, ou seja, houve
decréscimo no numero de isolados quando a diluicdo foi aumentada. Estes
resultados reforcam a ideia de que plantas sob estresse nutricional apresentam
maior compatibilidade a associagdo com bactérias promotoras do crescimento
vegetal. O maior numero de isolados resultantes do tratamento de solo de gramado
sem diluicdo evidencia o fato de que bactérias nativas adaptadas ao meio
(solo/planta) estabeleceram uma melhor interagdo com a planta-isca. Em outras
palavras, a utilizacdio de uma graminea como planta-isca favoreceu o
desenvolvimento de populacdes especificas da comunidade bacteriana instalada no
solo de gramado.

As raizes das plantas desempenham um papel importante na
formagdo de comunidades microbianas no solo. Embora os exsudatos liberados
pelas raizes das plantas apresentem uma grande variedade de compostos
organicos, a qualidade e a composi¢do do solo podem variar de acordo com as
espécies de plantas e seus estagios de desenvolvimento. Devido a esta variagdo em
exsudagao, diferentes espécies de plantas crescendo no mesmo tipo de solo
conferem comunidades microbianas divergentes. No entanto, quando comunidades
microbianas associadas as mesmas espécies de plantas que crescem em diferentes
tipos de solos sdo analisadas, o tipo de solo pode exercer uma grande influéncia
sobre a diversidade microbiana (BALOTA et al., 2003; HARTMANN et al., 2009;
SALLES et al., 2004).

A fim de se reduzir fontes de variacdo que influenciam diretamente a
microbiota do solo rizosférico de um ecossistema (como espécie, gendtipo e idade
da planta, tipo de solo e manejo), Castellanos e colaboradores (2009) utilizaram
plantas de milho de mesma idade e solos agricolas de regibes distintas com
propriedades fisico-quimicas semelhantes e com histérico de manejo parecido, para
avaliar a diversidade bacteriana da rizosfera do milho. Este estudo mostrou que as
variabilidades regional e geografica influenciaram a diversidade bacteriana das
rizosferas analisadas, especialmente na composicdo da comunidade de
Proteobacteria e Pseudomonas.

Em um estudo de campo realizado na EMBRAPA Agrobiologia

(Seropédica, RJ), Gomes e colaboradores (2001) avaliaram a diversidade bacteriana
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da rizosfera associada a dois gendétipos de milho transgénicos (Nitroflint e Nitrodent)
em diferentes estagios de crescimento. Os autores constataram, através das
analises do gene 16S RNAr por TGGE, que as sequéncias genéticas dos clones
predominantes indicaram que a comunidade prevalecente encontrada em todas as
fases do crescimento das plantas pertenceu ao género Artrobacter. Ainda, os
resultados sugeriram que alfa-proteobactérias constituiram a comunidade dominante
da rizosfera de plantas de milho jovem.

Roesch e colaboradores (2007) estudaram a diversidade bacteriana
de diazotroficos associada a plantas de milho em diferentes solos de cinco regides
do Rio Grande do Sul. Os resultados revelaram que influéncias geograficas e
ambientais podem gerar a associacdo de diferentes bactérias diazotroficas
endofiticas com plantas de milho. Porém, a ocorréncia de espécies de bactérias
como Klebsiella e Azospirilum ndo dependeram do ambiente. As comunidades
bacterianas amostradas da regidao norte do Estado, as quais mostraram maior
disponibilidade de agua e teor de argila, tenderam a apresentar maior diversidade
quando comparada as comunidades amostradas em outras regides.

Ecossistemas ricos em biodiversidade geralmente sequestram mais
carbono no solo do que aqueles com biodiversidade reduzida. Em 2008, Asuming-
Brempong e colaboradores realizaram um estudo comparativo a fim de se testar a
hipétese de que o carbono retido no solo de diferentes areas em pousio afetam
diretamente a estrutura da comunidade microbiana. Os solos amostrados pertenciam
a Estacdo Experimental Agricola Kpeve em Gana, Africa Ocidental, e incluiam cinco
tratamentos: 1. Milho, seguindo a pratica natural de pousio onde o capim elefante é
queimado e nenhum fertilizante é adicionado ao milho; 2. Milho seguindo o pousio
apos cultivo de ervilha; 3. Milho semeado em area de pousio permanente; 4. Milho
fertilizado seguindo o pousio de capim elefante nativo; 5. Area nativa sem plantio. Os
resultados mostraram que o indice de carbono retido teve efeito significativo para a
comunidade proteobactérias nos solos. Assim, solos com indices elevados de
carbono armazenado apresentaram alta comunidade de proteobactérias. A pratica
de manejo que permitiu maior uniformidade das comunidades bacterianas, menor
dominancia de espécies e maior biodiversidade total da comunidade microbiana foi o

tratamento 3.
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5.2 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

A identificacdo filogenética dos isolados obtidos neste estudo foi
realizada pela andlise comparativa das sequéncias do gene 16S RNAr. Foram
classificados 61 isolados (2 isolados nao apresentaram qualidade minima de
sequéncia para realizagao de analise comparativa). Dos isolados identificados, 19
foram procedentes do solo agricola 1; 15 do solo agricola 2; 18 do solo de gramado;
e 9 do solo de floresta.

Utilizando a classificagcdo do RPD |l (Ribossomal Database Project)

pelo programa Classifier, identificaram-se 6 filos (Figura 4).

Figura 4 — Identificagdo dos isolados obtidos a partir da metodologia de armadilha
fisioldgica ao nivel de filo. Solos experimentados (Agricola 1, Agricola 2,
Gramado e Floresta) conforme a Tabela 1.
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14 - m Caldiserica
12 - M Firmicutes
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g - M Bacteroidetes
6 - B Planctomycetes
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Agricola 1 Agricola 2 Gramado Floresta

Fonte: a autora (2013).

Cerca de 96,7 % dos isolados pertencem ao Dominio Bacteria e 3,3
% ao Dominio Archea, sendo o filo Crenarcheota seu unico representante. A maioria
dos isolados de Bacteria (82 %) corresponde ao filo Proteobacteria. Segundo
Madigan (2010), as Proteobactérias constituem a maior divisdo de Bacteria e

compreendem, inclusive, varios procariotos comuns em solo e agua, além de
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especies que vivem sobre ou no interior de vegetais, provocando ou ndo doencas.
Sao membros de Proteobacteria a maioria das bactérias fixadoras de nitrogénio de
vida livre conhecida, como espécies de Azospirillum, Beijerinckia, Azotobacter,
Azomonas, Azoarcus, Azovibrio, Azospira, Azonexus, Derxia, Pseudomonas e
Pseudomonadas (Burkholderia, Xanthomonas, Zyomomonas, Gluconacetobacter,
Commamonas e Ralstonia), o que provavelmente justifica a dominancia desse filo
entre os isolados.

Outros trés filos de maior ocorréncia foram Firmicutes (6,6 %),
Bacteroidetes (3,3 %) e Planctomycetes (3,3 %). Estes organismos sdo encontrados
em varios habitats e frequentemente em solos. Os géneros Bacillus e Clostridium,
representantes mais comuns do filo Firmicutes, apresentam desenvolvimento rapido
quando ha nutrientes em quantidade suficiente, no entanto, prevalecem somente
quando existem condi¢cdes de disponibilidade de nutrientes em areas com baixa
competicdo. Desse modo podem ser encontrados frequentemente em ambientes
instaveis que estejam passando por transicdo (ATLAS; BARTHA, 1997). As
bactérias do filo Bacteroidetes sdo conhecidas por apresentar caracteristicas
quimiorganotroficas capazes de degradar varios polimeros tais como: celulose,
quitina e pectina (REICHENBACH, 1993; KIRCHMAN, 2002). O filo Planctomycetes
consiste em onze géneros (Pirellula, Rhodopirellula, Blastopirellula, Planctomyces,
Gemmata, Isosphaera, Brocadia, Kuenenia, Scalindua, Anammoxoglobus e Jettenia
asiatica) que sao conhecidos, principalmente, por sua atividade ANAMMOX (do
inglés anaerobic ammonium oxidation — oxidacdo anaerébica de ambnio),
convertendo amonio e nitrito, simultaneamente, em nitrogénio gasoso (SCHEEREN
et al.,, 2011). No Brasil, os filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria e Verrucomicrobia foram identificados em solos utilizados para
agricultura (tomates, feijao, milho e soja) (PEREIRA et al., 2006) e solos de floresta
nativa e de plantio de eucalipto (SILVEIRA et al., 2006).

A diversidade diazotréfica dos isolados foi analisada utilizando o
programa DivEs (Diversidade des Espécie v2.0) (RODRIGUES, 2005) através do
indice de Shannon-Wiener, um indice sensitivo a riqueza e a abundancia relativa de
espécies (ATLAS; BARTHA, 1997). Avaliou-se a diversidade microbiana da
comunidade diazotréfica entre os experimentos com diferentes tipos solos e entre os

tratamentos, conforme descrito nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 — Analise de diversidade dos isolados diazotréficos entre os
tipos de solos avaliados neste estudo.

Solos' Indice de Shannon-Wiener (H’)
Solo Agricola 1 0,72
Solo Agricola 2 1,14
Solo de Gramado 1,10
Solo de Floresta 0,50

'Conforme Tabela 1.

Os resultados da Tabela 5 revelam que os experimentos com o solo
agricola 2 (area de pousio poés cultivo de milho) e com solo de gramado
apresentaram maior diversidade microbiana seletiva culturavel (H' = 1,14; 1,10;
respectivamente), justificado, possivelmente, pelo uso de uma graminea como
planta-isca que levou ao enriquecimento da comunidade microbiana especifica
presente nestes tipos de solo. Segundo Asuming-Brempong (2008), o carbono
sequestrado pelo solo em pousio favorece a biodiversidade e a atividade da
comunidade  microbiana, influenciando principalmente, populacbées de
proteobactérias e actinobactérias. Por outro lado, no solo agricola 1 (rotagdo de
culturas: timbd/horticultura), onde ndo houve cultivo precedente de gramineas, € no
solo de floresta, onde o estabelecimento de gramineas € inexistente, obteve-se os
menores indices de diversidade (H = 0,72; 0,50; respectivamente). Estes resultados
corroboram o fato de que comunidades microbianas estabelecidas em determinadas
areas sao influenciadas, principalmente, pela vegetacao nativa (HARTMANN et al.,
2009).

Tabela 6 — Analise de diversidade dos isolados diazotréficos entre os tratamentos
experimentados.

Indice de Shannon-Wiener (H")

Tratamento' Solo (100 %) Solo (50 %) Solo (25 %)
Solo Agricola 1 N.D. 0.44 0,66
Solo Agricola 2 0,60 0,75 0,50

Solo de Gramado 0,99 0,28 048
Solo de Floresta 0,28 0.24 0

'Conforme Tabela 1; >N.D. = N&o determinado (este tratamento n&o possui isolados).
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Com relagao a diversidade analisada entre os tratamentos, nota-se
elevado indice de Shannon Wiener (H' = 0,99) em solo de gramado (100%) com a
identificacédo de 16 Ordens. As Figuras abaixo apesentam a diversidade microbiana

encontrada entre os isolados.

Figura 5 — Distribuicdo da diversidade microbiana diazotréfica isolada de raizes de
milho cultivado no solo agricola 1 em nivel de Ordem.

14 Solo Agricola 1 (rotacdo de culturas)
12 -
10 - B Flavobacteriales
g m Rhizobiales
B Pseudomonales
6 - B Planctomycetales
4 - B Enterobacteriales
B Burkholderiales
p
0 - |
Solo 50 % Solo 25 %

Fonte: a autora (2013).
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Figura 6 — Distribuicdo da diversidade microbiana diazotréfica isolada de raizes de

milho cultivado no solo agricola 2 (area de pousio) em nivel de Ordem.

Solo 100 %

Solo Agricola 2 (pousio)

Solo 50 %

Solo 25 %

m Sphingobacteriales
W Clostridiales

m Pseudomonadales
m Neisseriales

B Enterobacteriales
m Rhodocyclales

® Thermoproteales
B Thiotrichales

W Burkholderiales

Fonte: a autora (2013).

Figura 7 — Distribuicdo da diversidade microbiana diazotréfica isolada de raizes de
milho submetido ao plantio com solo de gramado em nivel de Ordem.
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W Pseudomonadales
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W Enterobacteriales
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m Rhodospirillales

M Rhizobiales

Fonte: a autora (2013).
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Figura 8 — Distribuicdo da diversidade microbiana diazotréfica isolada de raizes de
milho submetido ao plantio com solo de floresta em nivel de Ordem.

> Solo de Floresta

.q_ |

3 - B Enterobacteriales
W Desulfurococcales

7 - Xanthomonadales
W Burkholderiales

1 |

U -

Solo 100 % Solo 50 % Solo 25 %

Fonte: a autora (2013).

Representantes de Burkholderiales e Enterobacteriales foram
isolados em todos os solos experimentados, e incluem espécies de ocorréncia
natural em solos e agua (BREED et al., 1957). Os resultados possibilitaram a
identificacdo de comunidades especificas isoladas dentro de um experimento (tipo
de solo), as quais ndo foram encontradas nos demais solos experimentados. Com
excecao do experimento com solo agricola 1, onde nédo obtiveram-se isolados no
solo 100 % devido a compactagdo, os demais experimentos puderam ser
comparados: Solo Agricola 2 — Shingobacteriales, Clostridiales, Neisseriales,
Thermoproteales e Thitrichales; Solo de Gramado: Lactobacillales, Ricktsiales,
Caldisericales, Hydrogenophilales, Bacillales, Erysipelotrichales; Solo de Floresta —
Desulfurococcales, Xanthomonadales. Estes relatos corroboram a ideia, descrita por
Marschner e colaboradores (2001), de que o tipo de solo exerce grande influéncia
sobre a microbiota rizosférica do milho. Além disso, a diluicdo dos solos em areia
estéril permitiu o isolamento de estirpes que nao foram encontradas em solo sem
diluicdo (Tabela 7). Este fato concorda com os relatos de Bala e colaboradores

(2001) e Handley e colaboradores (1998) de que a diluicdo dos solos em areia
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permite o acesso a isolados relevantes para emprego biotecnolégico, que,

possivelmente encontravam-se em menor niumero na rizosfera.

Tabela 7 — Distribuicdo dos isolados encontrados em tratamentos com solos
diluidos (ao nivel de Ordem) que nao foram isolados em solo sem

diluicao.
Solo Tratamento Isolado (Ordem)
Solo 50 % Neisseriales
: Neisseriales
Agricola 2
Solo 25 % Clostridiales
Sphingobacteriales
Solo 50 % Hydrogenophilales
Caldisericales
Gramacdo
Solo 25 % Ricketsiales
Lactobacillales
Floresta Solo 50 % Desulfurucoccales

Por outro lado, algumas comunidades desapareceram com a
diluicdo dos solos em areia e outras prevaleceram mesmo em solo diluido: em solo
agricola 2, comunidades de Rhodocyclales e Tiotrichales desapareceram e
Burkholderiales prevaleceu em todos os tratamentos; em solo de gramado,
excluindo-se Burkholderiales encontrada em solo 50 %, todas as outras
comunidades (Rhodocyclales, Erysipelotrichales, Pseudomonadales,
Enterobacteriales e Rhizobiales) n&o foram isoladas em solos diluidos;
Burkholderiales, achada em solo de floresta100 %, também foi isolada em solo 50
%, enquanto que Xanthomonadales desapareceu com as diluigées do solo.

A analise da diversidade bacteriana encontrada no solo de Gramado
(100 %), onde obteve-se o maior indice de Shannon-Wiener (H’ = 0,99), mostra que
comunidades de Rhodospirillales, Burkholderiales e Enterobacteriales, pertencentes
ao filo Proteobacteria, prevaleceram neste tratamento, representando as classes de
alfa, beta e gama-proteobactérias, respectivamente. Dentro da ordem
Rhodospirillales pode-se encontrar géneros muito estudados por realizar a FBN
especialmente em gramineas, como Rhodospirillum, Azospirillum, Acetobacter e

Gluconacetobater. Espécies de Burkholderia, Herbaspirillum e Alcaligenes sao
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encontradas na ordem Burkholderiales, organismos bem reportados também com
relagdo a FBN associativa. Microrganismos dos géneros Erwinia, Klebsiella,
Pantoeae e Serratia sao pertencentes a ordem Enterobacteriales (REIS; TEIXEIRA,
2005).

Buscando a diversidade total de bactérias associadas a superficie e
ao interior das raizes de milho, através da analise do gene 16S RNAr, Chelius e
Triplett (2001) reportaram a dominancia de alfa-proteobactérias, principalmente dos
géneros Rhizobium e Herbaspirillum, comumente identificados em solos. Os filos
Crenarchea e Euryarchea, pertencentes ao dominio Archea, foram descritos em
menor grau.

O predominio de proteobactérias associadas as raizes de milho foi
também relatado por Chauhan e colaboradores (2011) em estudo baseado em
técnica independente de cultivo. Os autores descrevem ainda, a ocorréncia dos filos
Actinobacteria,  Bacteroidetes, @ Verrucomicrobia, Acidobacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, Deinococcus-Thermus, Planctomycetes, @ Gemmatimonadetes e
Cyanobacteria.

A diversidade bacteriana diazotréfica culturavel associada a raizes
de milho que cresceram em trés diferentes solos da Francga foi pesquisada por Berge
e colaboradores (2001). O género Azospirillum, frequentemente descrito como um
importante diazotréfico associado a rizosfera de milho, ndo foi isolado neste estudo,
enquanto a populacdo de Bacillus circulans prevaleceu em um dos solos
pesquisados. Espécies de Klebsiella terrigena e Pseudomonas sp mostraram-se
dominantes na comunidade microbiana dos outros dois solos.

Os resultados sobre a biodiversidade especifica culturavel
apresentados neste trabalho que teve como principio a utilizacdo da armadilha
fisioldgica para selecdo de estirpes associadas as raizes de milho, corroboram a
ideia de que a armadilha fisiologica, onde diluiu-se os solos experimentados em
areia estéril, se mostrou eficaz para o isolamento de estirpes diazotréficas com
potencial para o crescimento de plantas que, provavelmente, encontravam-se em
baixas populagdes nos solos. Estes microrganismos podem ter tido seu crescimento
inibido por comunidades bacterianas numericamente maiores, ja que ndo foram

encontrados em solos sem diluigéo.
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5.2.1 Anadlise da Diversidade Bacteriana por BOX-PCR

A analise de BOX-PCR foi realizada com 63 isolados associados as
raizes de milho. A diversidade genética e a obtencdo de OTUs (unidades
taxondmicas operacionais) foram avaliadas pela analise comparativa entre os
padrées gerados pela amplificacdo de regides conservadas e repetitivas do DNA
genbmico. As analises foram obtidas a partir do programa NTSYS-pc versao 2.1
(Applied Biostatistics) e encontram-se na forma de dendogramas.

Os resultados de fingerprinting obtidos pela técnica de BOX-PCR
dos isolados obtidos a partir de plantas de milho crescidas em solo agricola 1 (Figura
9) revelaram alta variabilidade entre as linhagens (coeficiente de similaridade de
Jaccard superior a 70 %) e a presenga de um grupo clonal, constituido por trés
individuos isolados no tratamento com solo 50 % isolados em meios semi-seletivos
diferentes: 1AGR1 (NFb), 2AGR1 (JMV) E 4AGR1 (LGI-P); os quais foram

identificados como pertencentes a Ordem Burkholderiales.

Figura 9 — Dendograma de similaridade genética das estirpes bacterianas isoladas nos
tratamentos com solo agricola 1.
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Fonte: a autora (2013).
*Estirpes padrdes: H.rubri (H. rubribalbicans); H.sero (H. seropedicae); B.tro (B. tropica); A.bras (A.
brasilense).

@ Isolados em Solo 50 %; @ Isolados em Solo 25 %.
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O sequenciamento do gene 16S RNAr é amplamente empregado na
determinacao de relagbes evolutivas, porém, € limitado ao identificar similaridade
entre os organismos, pois trata da amplificacdo de uma regido muito pequena do
DNA (NAYAK et al., 2011). A técnica de BOX-PCR é um método reconhecido
internacionalmente para a caracterizacdo de estirpes que consiste na amplificacao
de regides repetitivas e conservadas do genoma, geralmente localizadas no espacgo
intergénico, resultando em produtos de diferentes tamanhos que geram um
fingerpriting gendémico individual das estirpes bacterianas (VERSALOVIC, 1991,
1994). Dessa forma, o polimorfismo gerado com BOX-PCR permite distinguir
diferentes estirpes dentro da mesma espécie com maior sensibilidade que o
sequenciamento do gene 16S RNAr (NAYAK et al., 2011).

A presenga de dois grupos clonais foi observada na analise de
polimorfismo de BOX-PCR com os isolados das plantas cultivadas no solo agricola 2
(Figura 10). Um grupo clonal foi formado por individuos isolados em tratamentos
diferentes e meios semi-seletivos iguais (JMV): 25AGR2 e 34AGR2,
filogeneticamente enquadrados como pertencentes as Ordens Neisseriales e
Burkholderiales, respectivamente; o outro grupo foi composto pelos isolados
22AGR2 e 28AGR2, crescidos em meios JNFb e LGI-P e identificados como das
Ordens Termoproteales e Clostridiales, respectivamente. Nota-se no geral, com
excegao dos grupos clonais, que os individuos mais préximos foram isolados dentro

do mesmo tratamento. A taxa de similaridade foi superior a 70%.
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Figura 10 — Dendograma de similaridade genética das
estirpes bacterianas isoladas nos
tratamentos com solo agricola 2.
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*Estirpes padrdes: H.rubri (H. rubribalbicans);
H.sero (H. seropedicae); B.tro (B. tropica); A.bras
(A. brasilense).

O Isolados em Solo 100%;

@ Isolados em Solo 50%;
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Com aproximadamente 76 % de similaridade, foram obtidas onze
possiveis OTUs (Figura 11) isoladas nos tratamentos com solo de gramado
caracterizando elevada diversidade entre as estirpes. Houve a presenca de dois
grupos clonais, sendo os quatro individuos isolados no mesmo tratamento (solo 100
%), porém com filogenia e oriundos de meios semi-seletivos diferentes: o primeiro
grupo foi formado pelos isolados 42GRM1 (Erysipelotrichales — JMV) e 47GRM1
(Bacillales — NFb); as estirpes 36GRM1 (Rhizobiales — LGI) e 37GRM1
(Rhodospirillales — JNFb) foram as representantes do segundo grupo clonal. O
isolado 51GRM1 (Hydrogenophilales) apresentou grande similaridade com a estirpe

padrao H. seropedicae.
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Figura 11 — Dendograma de similaridade genética das
estirpes bacterianas isoladas nos tratamentos
com solo de gramado.
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Fonte: a autora.

*Estirpes padrbes: H.rubri (H. rubribalbicans); H.sero (H.
seropedicae); B.tro (B. tropica); A.bras (A. brasilense).

O Isolados em Solo 100%;

@ Isolados em Solo 50%;

@ !solados em Solo 25%.

Nenhum isolado do experimento com solo de floresta apresentou
similaridade genética polimérfica com as estirpes padroes, porém o coeficiente de
similaridade de Jaccard foi superior a 70 %. Dois grupos clonais foram formados
com individuos isolados no mesmo tratamento e filogeneticamente identificados
como pertencentes a mesma Ordem: 55FLR1 (JNFb) e 56FLR1 (LGl) -
Burkholderiales; 62FLR1 (JNFb) e 63FLR1 (JNFb) — Enterobacteriales (Figura 12).
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Figura 12 — Dendograma de similaridade genética das estirpes
bacterianas isoladas nos tratamentos com solo de
floresta.
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Fonte: a autora (2013).

*Estirpes padrdes: H.rubri (H. rubribalbicans); H.sero (H.
seropedicae); B.tro (B. tropica); A.bras (A. brasilense).

O Isolados em Solo 100%;

@ Isolados em Solo 50%);
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5.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DOS ISOLADOS

O comportamento bioquimico dos 63 isolados diazotréficos foi
avaliado através da quantificacdo de AIA, producdo das enzimas liticas amilase,
celulase e protease, solubilizacdo de fosfatos e pela atividade antagonista ao fungo
Fusarium sp. Os resultados, demonstrados na Tabela 8, referem-se aos somatérios

dos valores arbitrarios atribuidos as analises realizadas, onde 3 foi considerado
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como excelente produgdo, 2 como boa produg¢do, 1 como produgdo ruim e 0 como
de pouca ou nenhuma producédo. Os indices de AlA das estirpes padrdes serviram
como referéncia para a atribuigdo dos valores arbitrarios das analises dos isolados,
ja que o AlA, assim como outros fitorménios, estimulam o crescimento de plantas
apenas dentro de uma faixa estreita de concentragao. Fora dessa faixa benéfica, as
concentragdes mais baixas sao ineficazes e as mais elevadas, toxicas (BISWAS et
al., 2000). Para as demais determinagdes bioquimicas, considerou-se que as
maiores producgdes representariam o melhor desempenho relacionado a promocgéao
do crescimento vegetal, pois ndo ha relatos na literatura quanto aos niveis
satisfatorios destes compostos (excluindo-se a atividade antagonista) influenciando o

desenvolvimento de plantas.
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Tabela 8 — Perfil bioquimico dos isolados e padrées exibindo a producdo de auxinas (aux/ptn), de enzimas liticas (amilase,
celulase e protease), solubilizagdo de fosfatos e atividade antagonista ao fungo Fusarium sp pelo somatorio dos
valores arbitrarios atribuidos as analises.

Auxina/Proteina® Amilase® Celulase® Protease” Solubilizacdo de P® Antagonismo’
3 2 1 0 2 1 3 2 1 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0
Padrdes 4 - - 2 1 - - 2 1 - 1 1 1 - 3 -
Solo Agricola 1 (Ag 1) 1 18 - - 2 - 8 3 - 3 T 2 4 3 10 2
2 % § Solo Agricola 2 (Ag2) 9 7 - - - - 5 4 - 2 9 3 7 - 6 3
= E E Solo de Gramado (Gra) - 19 - - - - 8 2 - 6 6 4 14 5 - -

Solo de Floresta (Flo) - 9 - - - - 3 1 - 3 o - 5 1 3

Total M 0 53 0 0 2 0 0 0 24 10 0o 14 27 9 30 9 19 5
Solo Ag 1 (100 %) - - - - - - - - A - -
o Solo Ag 1 (50 %) 1 5 - - - - 2 - -1 2 - 1 - 5
c Solo Ag 1 (25 %) - 13 - -2 - 6 3 - 2 5 2 3 3 5 2
s Solo Ag 2 (100 %) 3 1 - - - - 2 1 -1 2 - 1 -2 1
£ Solo Ag 2 (50 %) 2 2 - - - 2 1 - 4 - 2 - 2 -
S Solo Ag 2 (25 %) 4 4 - - - - 1 2 -1 3 3 4 - 2 2
é Solo Gra (100 %) - 12 - - - - 4 2 - 2 6 2 0 2 - -
LD“ Solo Gra (50 %) - 4 - - - - 2 - - 2 - 1 2 2 - -
-i Solo Gra (25 %) - 3 - - - - 2 - - 2 - 1 2 1 - -
o Solo Flo (100 %) - 3 - - - - 1 1 - - 2 1 1 1 -
z Solo Flo (50 %) - 4 - - - - 2 - -3 1 - 2 - 2 -
Solo Flo (25 %) - 2 - - - - - - 2 - 2 - - .
Total MW 0 33 0 0 2 0 0 0 24 10 0 14 27 9 30 9 19 5

1

®Nota 3 - 1 a 2 mgAIA/mg proteina; nota 2 - 0,5 a 1 mgAIA/mg proteina; nota 1 — maior que 2 mgAIA/mg proteina; e nota 0 — menor que 0,5 mgAIA/mg
proteina. ®|.E.: diametro do Halo de solubilizagdo/diametro da colbnia; nota 3 — |.E maior que 4; nota2 - 1.E. de2a 3,9;nota1-1.E.de1a1,9; e nota0- LLE.
de 0 a 0,9. °Nota 3 — I.E. maior que 1,5; nota 2 — |.LE. de 1 a 1,4; nota 1 — |.LE. de 0,5 a 0,9; e nota 0 — |.E. menor que 0,5. Nota 3 — I.E. maior que 5; nota 2 —
I.Ede 3a4,9;nota1—1E.de1a29;enota0—I|E. menor que 0,9); “Nota 3 — |.E maior que 5; nota2 — .E. de 3a 4,9; nota 1 — |.LE. de 1,5a2,9; e nota 0 —
I.E. menor que 1,5. 'Raio de inibigao (cm); nota 3 — maior que 4 cm; nota 2 - de 3 a 3,9 cm; nota 1 de 1 a 2,9 cm; e nota 0 — menor que 0,9 cm
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A relacdo média de auxina/proteina (mg/mg) encontrada nos
padrées foi de 1,6. A grande maioria dos isolados apresentou producao bastante
elevada de AlA (relacdo média Auxina/Proteina de 3,05) quando comparada aos
padrées, sendo classificados, de modo arbitrario, em nivel 1 de pontuag¢do. Dos 63
isolados, apenas 10 tiveram producéo do fitormonio equivalente a dos padrdes (nivel
3 de pontuagao — Auxina/Proteina = 1 a 2 mg/mg), sendo 1 estirpe proveniente do
tratamento com solo agricola 1 50 % e 9 estirpes isoladas em plantas de milho
submetidas ao plantio com solo agricola 2, dentro dos diferentes tratamentos.
Bactérias pertencentes a Ordem Burkholderiales mostraram dominancia para a
producao satisfatoria de AIA (Tabela 9). Nenhum isolado em solos de gramado e de

floresta apresentou indices de AlA analogos aos dos padrdes.

Tabela 9 — Isolados de producdo de AIA equivalente aos padroes.

Isolado Solo Tratamento Ordem IE* Aux/Prof (mag/ma)
2AGR1 Agricola 1 Solo 50 % Burkholderiales 1,97
20AGR2 Burkholderiales 1,82
22AGR2 Solo 100 % Thermoproteales 1,90
23AGR2 Rhodocyclales 1.90
25AGR2 Neisserfales 1,69
Solo 50 % :
2TAGR2 Agricola 2 Burkholderiales 2,00
J0AGR2 Neisserfales 1,72
JTAGR2 Burkholderiales 1,79
Solo 25 %
32AGR2 Burkholderiales 1.66
34AGR2 Burkholderiales 1.79

*|E: indice Enzimatico.

O AIA é um dos principais fitorménios produzidos por bactérias
responsaveis pelo efeito estimulatério observado no crescimento de plantas
(TROMAS; PERROT-RECHENMANN, 2010; SIMON; PETRASEK, 2011). Varios
experimentos com estirpes do género Azospirillum foram realizados € mostraram
potencial em promover crescimento de plantas em diferentes solos e condigbes
climaticas (OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994).

Em 2004, Radwan e colaboradores quantificaram a producao de AlA

por estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio (Azospirillum brasilense Cd, A.
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lipoferum Br17, Herbaspirilum seropedicae Z67, H. rubrisubalbicans M4 e
Herbaspirillum sp) e avaliaram o efeito da inoculacdo destas estirpes em plantulas
de milho e trigo. In vitro, as estirpes testadas mostraram producéo linear (até 200
MM) de inddis relacionado a concentragao de triptofano. A inoculacdo de todas as
estirpes nas duas gramineas promoveu o alongamento radicular das plantas.
Hernandez-Rodriguez e colaboradores (2008) também observaram o efeito do
fitormbnio no aumento do comprimento radicular em plantas de milho produzido pela
espécie Pseudomonas fluorescens.

Trabalhando com Bacillus, Araujo e Guerreiro (2010) constataram
que a maioria dos isolados promotores do crescimento do milho ndo correspondia
aos maiores niveis de producao de AlA. O efeito inibitorio do fitorménio foi relatado
também por Sarwar e Kremer (1995) ao comparar a produgdo de auxinas entre
bactérias promotoras e inibidoras do crescimento, verificando que as Ultimas
produziram altos niveis e inibiram o crescimento da raiz de Convolvulus arvensis.

Em relacdo a atividade enzimatica, nenhum isolado e nenhuma
estirpe padrdo apresentou producdo da enzima celulase e apenas dois isolados
foram produtores de amilase, os quais foram obtidos no tratamento com solo
agricola 1 (25 %): 18AGR1 (Flavobacteriales) e 19AGR1 (Enterobacteriales), com
indice enzimatico para atividade amilolitica de 1,8 e 1,3, respectivamente.
Aproximadamente 57 % dos isolados produziram protease (Figura 13), sendo que
duas estirpes (3AGR1 e 4AGR1), isoladas em solo agricola 1 (50 %) e identificadas
como pertencentes a Ordem Burkholderiales, foram classificadas como 6timas
produtoras. A maioria das estirpes se enquadrou dentro da faixa de atividade

proteolitica de I.E. 3 a 4,9.
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Figura 13 — Distribuicdo dos isolados obtidos a partir da metodologia de armadilha
fisologica, quanto a atividade proteolitica.

indice Enzimatico
| 19a5m

0

Fonte: a autora (2013).
*AGR1 = Solo Agricola 1; AGR2 = Solo Agricola 2; GRM1 = Solo de Gramado; FLR = Solo de

Floresta. Produgao de Protease (Valores Arbitrarios Atribuido):
M 3 (indice Enzimatico —IE > 5); B2 (IE3a4,9);01(IE1a29).

As enzimas liticas, tais como amilase, celulase e protease, séo
relacionadas a atividades hiperparasiticas (KIM; CHUNG, 2004), pois possuem a
propriedade de degradar a matriz estrutural das paredes das células fungicas
(OPPENHEIM; CHET, 1992). As celulases podem auxiliar no mecanismo de
penetracéo ativa da bactéria dentro da planta hospedeira (HALLMANN et al., 1997).
Alguns estudos descrevem a agao dessas enzimas sobre a germinagdo de
sementes, acelerando este processo (SALES et al., 2005; AGUIAR, 2010).

A producao de enzimas liticas detectada nos isolados deste trabalho
tem sido descrita como caracteristicas desejaveis a bactérias capazes de promover
o crescimento vegetal (KIM; CHUNG, 2004; TIAN et al., 2009; PEREIRA; CASTRO,
2010). Em 2003, Emtiazi e colaboradores obtiveram isolados de planta de milho
caracterizados como fixadores de nitrogénio e que apresentavam atividade
celulolitica e amilolitica, sugerindo que os mesmos podem fazer a degradacéao de

residuos celulose e amido para gerar energia. A producao de amilases, celulases e
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proteases também foi identificada em isolados de plantas de milho por Szilagyi-
Zecchin (2012).

Treze das 50 estirpes solubilizadoras de fosfatos (26 %) mostraram
bons indices (l.LE. 3 a 4,9), destacando a dominéncia dos isolados classificados
como pertencente as Ordens Burkholderiales (2AGR1, 14AGR1, 60FLR1 E 61FLR1)
e Rhodospirillales (23AGR2, 37GRM1, 46GRM1 e 49GRM1) (Figura 14).

Figura 14 — Distribuicdo dos isolados obtidos a partir da metodologia de armadilha
fisologica classificados arbitrariamente como de alto potencial para a
solubilizacao de fosfatos.

Indice Enzimatico
"\-D '\-l_..I \M "\-w "\-h
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Fonte: a autora (2013).
*AGR1 = Solo Agricola 1; AGR2 = Solo Agricola 2; GRM1 = Solo de Gramado; FLR = Solo de
Floresta.

Varios estudos tém examinado a habilidade de diferentes espécies
bacterianas em solubilizar compostos de fosfato inorganico (SONG et al., 2008;
CHAGAS JUNIOR et al.,, 2010; ARRUDA et al, 2013). Mas, mesmo que a
diversidade de bactérias solubilizadoras de P presentes no solo seja grande, os
niveis populacionais observados geralmente sdo baixos para que ocorra uma
competicdo com outras bactérias comumente associadas a rizosfera. Para que a
quantidade de P liberado por estes organismos seja suficiente para promover o

crescimento vegetal, deve-se promover a inoculagdo destes organismos em
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concentragcdes elevadas. A co-inoculacdo de espécies solubilizadoras de P com
espécies diazotréficas pode prover uma nutricdo vegetal mais equilibrada e
apresentar efeitos sinergisticos na promogao do crescimento (KUNDU; GAUR, 1984;
BELIMOV et al., 1995).

O controle bioldgico de fitopatdgenos nos diferentes ecossistemas é
uma ferramenta que desperta grande interesse biotecnolégico devido a necessidade
de se buscar alternativas viaveis ao uso de agroquimicos e dos problemas de sua
utilizagdo indiscriminada, como a contaminagdo ambiental, dos alimentos e dos
consumidores, o aparecimento de populagcbes resistentes de patdgenos e
diminuicao de populagdes de organismos benéficos ou nao-alvos (CAMPANHOLA,;
BETTIOL, 2003; SILVA et al., 2004; VALE et al., 2010). Dentro deste cenario, os
fungos sdo os principais microrganismos transmitidos via semente na cultura do
milho, podendo provocar problemas de germinagao, de emergéncia de plantulas e
podriddes radiculares e da base do colmo (SHURTLEFF, 1992). No Brasil, dentre os
fitopatogenos de campo que acometem o milho, Fusarium verticilliodes € o mais
frequente (PEIXOTO et al., 1998).

Neste trabalho, 48 isolados apresentaram 6timo desempenho de
antagonismo frente ao fitopatdégeno Fusarium sp, mostrando inibigao total ao fungo.
Cinquenta e trés isolados promoveram inibicdo parcial ao fungo e apenas 6
individuos revelaram baixa ou nenhuma atividade antagonista. Estudos tém
mostrado que espécies endofiticas de milho apresentam boa capacidade
antagonista ao fungo Fusarium, reduzindo significativamente seu crescimento
(ARAUJO; GUERREIRO, 2010; SZILAGYI-ZECCHIN, 2012).

Os agentes microbianos, por serem considerados mais seguros a
saude humana, surgem como uma alternativa viavel e efetiva dentro do biocontrole
(ZUCCHI; MELO, 2009), que pode ser feito de diversas maneiras: alterando as
condicbes ambientais que possibilitam o aparecimento de pragas ou doencas;
utilizando microrganismos com propriedades antagbénicas aos patdégenos ou
parasitando as pragas. Diante disto, os microrganismos endofiticos tém a vantagem
de habitar um nicho ecolégico semelhante aquele ocupado por fitopatégenos,
direcionando o controle por meio de competicdo por nutrientes, producdo de
substancias antagbnicas, parasitando o patégeno ou mesmo induzindo a planta a
desenvolver resisténcia (PEIXOTO NETO et al.,, 2002). O sistema de cultivo e os

processos de controle biolégico de pragas empregados na agricultura tém
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caracteristicas proprias. A atividade da agricultura ecoldgica € considerada o ramo

da agropecuaria mais promissora, com um crescimento anual de cerca de 10%
(MEDEIROS et al., 2008).

5.4 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE MILHO INOCULADAS

Apos inoculagdo das sementes do hibrido de milho 2B587HX (Dow

AgroSciences) (10° cel semente™) pelas 63 estirpes isoladas (Tabela 10), pelas

estirpes padrdes e pelo controle (sobrenadante da cultura de A. brasilense AbV5),

mensurou-se o comprimento da raiz principal apés 72 horas de germinacgéo,

calculando-se a média das 20 sementes inoculadas por isolado.

Tabela 10 —Média do comprimento da raiz principal de sementes de milho
germinadas em 3 dias, submetidas a inoculagdo com os 63
isolados, pelas estirpes padrdes e pelo tratamento controle.

Comprimento Comprimento Comprimento
Isolado de Raiz Isolado de Raiz Izolado de Raiz
(Média — cm) (Mé&dia — cm) (Média — cm)

1AGR1 12,09 24A0GR2 10,13 4TGRM1 13,48
2AGR1 11,30 25AGR2 10,81 43GRM1 13,85
JAGR1 9,33 26AGR2 10,21 49GRM1 12,72
4AGR1 12,27 2TAGR2 10,66 SOGRM1 10,36
SAGR1 12,86 2BAGR2 11,81 S1GRM1 473
BAGR1 12,66 29AGR2 11,13 52GRM1 8,87
TAGR1 10,00 30AGR2 11,47 53GRM1 11,23
BAGR1 11,77 31AGR2 12,21 54GRM1 11,50
9AGR1 13,47 32AGR2 *M.DO. S5FLRA 11,51
10AGRA 10,13 JIAGR2 313 SEFLRA 12,71
11AGR1 14,47 34AGR2 11,48 STFLRA 11,34
12AGR1 10,54 35AGR2 10,70 SBFLRA 11,93
13AGR1 12,82 JIEGRM1 13,59 SOFLRA 10,50
14AGR1 6,84 3TGRM1 12,34 60FLRA1 10,54
SAGR1 12,21 38GRM1 12,40 61FLRA 11,31
16AGR1 12,35 39GRM1 10,54 62FLRA1 9,43
17TAGR1 9,75 40GRM1 12,22 G3FLRA 10,15
18AGR1 8,60 41GRM1 10,76 H. rubnibalbicans 10,87
19AGR1 11,17 42GRM1 9,28 H. seropedicas 10,72
20AGR2 12,66 43GRM1 11,56 B. tropica 11,24
21AGR2 9,67 44GRM1 11,54 A brasilense 12,00
22AGR2 10,77 45GRM1 9,80 Controle 9,67
23AGR2 12,81 45GRM1 10,73

*N.D. = Nao determinado (N&o houve emergéncia de raiz).
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Mesmo que ndo se tenham observado efeitos significativos (baixos
indices de correlagao) da producao de AlA, de enzimas liticas (amilase, protease e
celulase) e da solubilizagado de fosfatos sobre o comprimento da raiz principal, nota-
se que algumas estirpes promoveram efeitos de estimulagdo e de inibigdo sobre o
desenvolvimento inicial de plantas.

A estirpe 11AGR1 (pertencente a Ordem Pseudomonadales) isolada
no tratamento com solo agricola 1 (25 %), aumentou o comprimento da raiz principal
em 50 % em relagdo ao controle e em 25 % em relacdo a média das estirpes
padrées (11,38 cm). O isolado 9AGR1 (Pseudomonadales), 36 GRM1 (Rhizobiales),
47GRM1 (Bacillales) e 48GRM1 (amostra nao identificada pelo sequenciamento),
promoveram aumentos de aproximadamente 39 % em relagao ao controle e de 17 %
em relagao as estirpes padroes.

Por outro lado, alguns microrganismos reduziram significativamente
a emergéncia da raiz principal das sementes de milho germinadas de modo total,
como no caso da estirpe 32AGR2 (Burkholderiales), ou de modo parcial. O isolado
14AGR1 (Burkholderiales) mostrou redugédo de aproximadamente 30 % em relagéo
ao controle e 42 % em relagdo as estirpes padrées. Redugdes ainda maiores no
comprimento da raiz principal foram observadas na inoculagao das estirpes 33AGR2
(estirpe nao identificada pelo sequenciamento) e 51GRM1 (Hydrogenophilales), com
decréscimo de cerca de 60 % em relagdo ao controle e 66 % em relacédo a média
das estirpes padrbes. Com excec¢ao do isolado 32AGR2, que apresentou 6tima
producao de AlA, as estirpes 33AGR2 e 51GRM1 mostraram elevada producéo do
fitormbénio quando comparada as estirpes padrdes. A caracterizacao filogenética e
bioquimica, bem como o potencial promotor de crescimento de cada isolado e sua
principal aplicacdo biotecnolégica constam no APENDICE |.

Estudos revelam que a inoculacdo de BCPVs, como espécies de
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter e Bacillus, em sementes de milho tém
mostrado resultados significativos positivos ndo sé no processo germinativo como
também no desenvolvimento das plantas e no incremento da produgdo de graos
(CONCEICAO et al., 2009; GHOLAMI et al., 2009; SZILAGYI-ZECCHIN, 2012).

Em 2006, Das e Kole conduziram um experimento em condi¢des de
laboratério com cinco estirpes bacterianas associativas isoladas da rizosfera de
arroz para investigar o efeito da inoculagdo conjunta de bactérias diazotréficas com

estirpes que apresentavam algum outro potencial de crescimento vegetal
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(solubilizacdo de fosfato, oxidacdo e solubilizacdo de enxofre). A inoculagao
conjunta de bactérias diazotroficas e nao-diazotréficas em sementes de arroz
estimulou significativamente a taxa de germinacdo das sementes, bem como a
atividade de nitrogenase dos microrganismos presentes nas raizes e no acumulo de
matéria seca das plantulas de arroz.

Avaliando a germinagao também em pléantulas de arroz, Baset Mia e
colaboradores (2012) inocularam quatro estirpes de BPCVs, sendo trés pertencentes
ao género Rhizobium sp, utilizando papel filtro e placas de Petri, que foram mantidas
em estufa a 30 °C por 120 horas. Os resultados sugerem que a inoculagéo
aumentou significativamente a emergéncia e vigor das plantulas, o crescimento da
raiz principal, area e superficie de raiz. Entre as cepas, Bacillus sphaericus UPMB10
mostrou melhor desempenho em relagéo ao crescimento das plantulas e Rhizobium
UPMR1006 estimulouou maior emergéncia de raizes secundarias.

A reunido de caracteristicas bioquimicas para promog¢ao do
crescimento vegetal direto ou indireto é importante, entretanto, a compatibilidade das
estirpes com a planta € igualmente significativa. Neste cenario, a germinagéo
assume importante papel, pois € decisiva para os estagios subsequentes de
desenvolvimento vegetal (CASSAN et al., 2009; MEHTA et al., 2010).

Estudos futuros serdo necessarios para avaliar a influéncia dos
parametros bioquimicos determinados neste trabalho sobre a germinagdo das
sementes de milho, testando, dessa forma, o potencial biotecnolégico dos isolados

“in vitro” e a campo.

5.5 SELECAO DOS ISOLADOS PROMISSORES PARA APLICACAO BIOTECNOLOGICA

A obtencdo de isolados elite se deve a selecdo de estirpes
promissoras para aplicagdo no campo, visando a unido de caracteristicas desejaveis
desempenhadas por esses microrganismos, como o desenvolvimento de pelicula em
meios semi-sélidos especificos (indicativo de crescimento de diazotroficos),
solubilizacdo de fosfatos, atividade antagonista, producao de auxinas e de enzimas
liticas. Aliado a isso, este trabalho propés a avaliacdo do desenvolvimento inicial de
plantulas de milho inoculadas com os isolados obtidos, a fim de se observar a
influéncia destes parametros sobre a germinacdo das sementes. Portanto, essa

selecao objetivou destacar os isolados competentes para a maior parte dos critérios
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analisados. Assim sendo, o isolado 23AGR2 (Rhodocyclales - obtido em solo
Agricola 2 100 %), o qual reuniu a maior quantidade de caracteristicas desejaveis,
se mostrou eficiente para a FBN, producdo de AIA, solubilizacdo de fosfato,
atividades proteolitica e antagonista ao fungo Fusarium sp, além de aumentar o
comprimento médio das raizes de milho em 13 % em relacdo a média das estirpes
padroes e 32 % em relagao ao tratamento controle.

Entretanto, os isolados 11AGR1 (Pseudomonadales — isolado em
solo agricola 1 25 %), 36GRM1 (Rhizobiales — isolado em solo de gramado 100 %) e
48GRM1 (nao identificado pelo sequenciamento — isolado em solo de gramado 50
%), mostraram contribuicbes maiores na emergéncia de raiz principal com
incremento médio de 23 % em relacdo a média das estirpes padroes e 45 % em
relacdo ao tratamento controle, além de apresentar bons indices de atividades

proteolitica e antagonista.
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CONCLUSOES

e A comunidade bacteriana seletiva culturavel associadas as raizes de milho

cultivados nos solos agricola 2 (area de pousio pés cultivo de milho) e de
gramado apresentaram maior diversidade entre espécies (H' = 1,14 e 1,10,
respectivamente), evidenciando o fato de que bactérias nativas adaptadas ao
meio (solo/planta) estabeleceram uma melhor relagdo com a planta-isca, que,
possivelmente, enriqueceu a comunidade microbiana especifica presente nestes

tipos de solo.

A caracterizacao filogenética identificou o Filo Proteobacteria de maior ocorréncia
entre os isolados, conhecido por agrupar a maioria das bactérias diazotréficas de

vida livre conhecida.

A armadilha fisiologica para o isolamento de bactérias diazotroéficas foi eficiente
para a obtengdo de isolados promotores do crescimento de gramineas, visto que
a diluicdo dos solos em areia favoreceu o desenvolvimento de populagdes
microbianas n&do encontradas em solo sem diluigdo como representantes das
Ordens Neisseriales, Clostridiales, Shingobacteriales, Hydrogenophilales,

Ricketisiales, Lactobacillales e Desulfurucoccales.

As analises de polimorfismo por BOX-PCR revelaram alta diversidade entre os
isolados e nenhuma similaridade com as estirpes padrbes, exceto o isolado

51GRM1 que apresentou similaridade com H. seropedicae.

O isolado 23AGR2 (Rhodocyclales) reuniu a maior quantidade de caracteristicas
desejaveis (FBN, indices satisfatérios de AlA, solubilizagdo de fosfato, atividades
proteolitica e antagonista ao fungo Fusarium sp) e incrementou o comprimento
meédio das raizes de milho em 13 % em relacdo a média das estirpes padrdes e
32 % em relagao ao tratamento controle.

Os isolados 11AGR1 (Pseudomonadales), 36GRM1 (Rhizobiales) e 48GRM1
(ndo identificado pelo sequenciamento), mostraram contribuicbes maiores na
emergéncia de raiz principal com incremento médio de 23 % em relagéo a média
das estirpes padrées e 45 % em relacdo ao tratamento controle, além de
apresentar bons indices de atividades proteolitica e antagonista.
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e As quatro estirpes selecionadas neste trabalho (23AGR2, 11AGR1, 36GRM1 e
48GRM1), que apresentaram alto potencial para aplicagdo biotecnologica no
campo para o auxilio ao desenvolvimento vegetal, foram isoladas a partir de
raizes de milho submetido ao cultivo em solos diluidos, caracterizando a

eficiéncia da metodologia proposta neste estudo.
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APENDICE G
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APENDICE H

Germinacao de Sementes de Milho Inoculadas

A: Sementes inoculadas com sobrenadante da cultura de A. brasilense (Controle);
B: Sementes inoculadas com isolado 11AGR1 — Pseudomonales;
C: Sementes inoculadas com isolado 32AGR2 — Burkholderiales.
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Caracterizacio Filogenética e Bioquimica dos Isolados com Enfase no Potencial

Promotor de Crescimento e sua Possivel Aplicagdo Biotecnologica

Pobencia

Isolado entidade (Familla) promotor de Principal aplicagio bictacnoisgica’

CTESCIMEnI0
1RGRA Burkholderiacsge Mo AL& (1]; Aniagonismo (1)
RITE Burkhoigeriarage BaxD ETE]
FAERA COmMamoNadecEas Balxn Protease |3)
AR Burkhaigeracsse Madlo Pmoiease {3}
AR Enerobacteracess Meadlo Pmoieaze (2]
EAGRI Entermbacieriscess Meadlo Anagonisma (3
e o Entermbacieriscess BaD S0l 2
BRGRA Planciomycataceas Mo Protease (2]
SRR Praudomonsdscese % =51 Prolease [2]
1DAGR 1 Poaudomonsdscese Balxn Protease (2]
TMAGR1 |  psaudomonadacese Alt Protease (2], Antagonisma (2)
1ZAGRT | praugomonsdacese Bao Arragorismd 3]
13AGR1 Burihaigeracese Mo Protease (2]
14AGR 1 Burihaigeracese Megathva Protezse (2); S0l P (2)
15AGR 1 Poaudomonsdscese Mo Protease (Z); Antagonisma (2)
TEAGRT Praugomonsdscese Madln ArEgonismo (3]
TTAGR1 Rhizobisceae Balxn Aniagonismo [3)
1BAGR1 FiSVODGCTE S0 EGE Baten AlA (1] Profease (1); Antagonisma (1)
18AGR 1 Enierobacreiaceae Mo ALA (3]
T Burkhalderiacase Meadlo ALA (5
HAGR2 Piscrckessisceas Balam Aniagonisma |3
ZIAGRE Thermoproteaceas Balxn ALA (3]
IS TLTE ) Fhodoc)ciaceas % =5 Prolease (2) S0l P (2]
AGRZ | Enterobacteriscese Bao ALA (3], Ariagonismo (3
e Helssaraceas Saxn AITI0ONETD | 3]
2EAGR Poaudomonsdscese Balxn Protease (2]
ZTAGR2 Burkhalderiacase Ealxo ALA (5
LAGRZ | symimphomonadscess hedlo ALA (3); Ariagonismo (3]
HAGRZ Cytophagacase Balxn ALS, [ 3); Aniagonismo (3]
JDAGR2 Melssaraceas Balxn ALA (3]
JAGR2 Burkhalderiacase Meadlo ALA (5
T Burkhalderiacase ML Foiease |2}
IBAGRI [Th Negatfva Antagorismo (3
kT ) Burkhoigerianase EaleD AIAJonSma [4)




BARE | Burhoigeraceae == AR T, Aragonisma 1]
FERMT | aumntimonadscese Alto Protease |Z); AnEgonismo (2]
JrERMI FhodospkVaceas Meadio Antagonismo (3}
FHERMN Burkhoideriacese Medio AM3QOrISmO 3}
FHERMI Entermbactanacess Eaxo Arfagonisma (3]
4ERAN FhodasphiVaceas Meadlo Antagonismo (3]
41GRMI1 Pranciomyzetaceas Ealxo Ariagonismo (3]
as=nMl | Enysupeioiichaceae EalxD AE00TIST 3]
435RMN Burkhaigeraosse Eaixo Antagonismo (3}
£E5e ) 1 ————— BT ATTgoriSmo (3]
ASGHMT Preudomonacese EaxD AITEGONISTO [3)
AR RhodocyTiaceas Eaxo AMTEgONSTO [3)
ATGHM P —— Mo AMEgoniSTO [3)
ABGRNT T Al ANEgoNETa (3]
A5G Rhodospiiaceas WETID Prolease (2), ANSgorismo (2]
S0GRMI FhodospkVaceas Eaixo Antagonismo (3}
STERNT | yoogenphiacess I i . P [, Anagoniem 2]
2GR Calisanicaieateas Baixn AITEGONISTO [3)
SFEAMT 1 Anapiasmataceas BT Protease (2], S0l 2], Aragonema [2)
=4GR Camobaceraceas Ealxn AMEgoniSTO [3)
LR Burkhoigeriacase Ealxo Ariagonismo (2]
SEFLRA Burkhaigeraosse Meadio Proiease (2

STFLR1 Xanfhomonadscese Balxo ANE00NIST [3)
5152 W [ e p——— WEdlo Er=goniama 3]
SaFLRA Burkhaigeraosse EBaixo Antagonismo (3}
olrLR Burkhaigeracase Bam FiEEsE |2

E1FLRA Burkhaiteracese Baim Proteass | 2]

5 2 12§ I r———— =5 AITagonETa 3]
SFLR1 Entersbactanacess Bao Artagorisma (3]
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'Conforme incremento induzido no comprimento do sistema radicular, conforme
Tabela 11; alto potencial — incremento superior a 40% em relagdo ao controle;
potencial mediano — incremento entre 20 e 40% em relagdo ao controle; baixo
potencial — incremento entre 0 e 20% em relagéo ao controle; potencial negativo —
diminuicdo do comprimento do sistema radicular em 15% ou menor; ?De acordo
com a maior pontuagao arbitraria atribuida aos isolados descrita na Tabela 8;
>N.D. = Nao Determinado (ndo houve emergéncia de raiz principal); *N.I. = Nao

identificado pelo sequenciamento genético.
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ANEXO
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ANEXO A
Meio Dygs (RODRIGUES NETO, 1986)

Glicose 29
Acido Malico 29
Peptona bacteriologica 1,59
Extrato de levedura 29
KoHPOy, 0.59
MgS04.7H20 059
Acido glutamico 159
H20 destilada q.s.p. 1000 mL

pH 6.5



ANEXO B

Solugao Nutritiva de Adubacéao para Vasos (KAWAMITSU et al., 1999)

NH4sNO;
K;S0,

K250
KH:PO4
MgS04.7H-0
FEC5H5D?
H:BO:
MnSQ4.4H,0
ZnS04.7H20
CuS0,.5H,0
H:MoQO,

Sol. Estoque (g L™
80.04
110,98
87,13
136,09
246,50
12,24
1,546
1,690
0.575
0,125
0,081

lanzn row}
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Vol. Solugédo p/ 1L

2mL
6 mL
12 mL
2mL
2mL
5mL

1 mL
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ANEXO C
Solucgao Salina para Diluicao Seriada (BALDANI, 1980)

KoHPO4 sol. 10% 1 mL
MgSOy4 sol. 10% 0,5mL
NaCl sol. 10% 0,2 mL
CaCl;. 2H0 sol. 10% 0,5mL
FeEDTA sol. 1,64% 1 mL
*Solugdo de micronutrientes para meio de cultura 0,5mL
H,O destilada q.s.p. 1000 mL
pH 6.5

* Solugdo de micronutrientes para meio de cultura (DOBEREINER et al, 1995)
Na;MoQ,4.2H,0 0,2004g
MnS0O4H0 0,235¢g
HiBO3 0,280 g
CuS04.5H;0 0,008 g
ZnS04.7H0 0,024 g

H,O destilada q.s.p. 200 mL



ANEXO D

Meios de Cultivo Semi-Seletivos

« Meio JMV (BALDANI, 1996)

Manitol

KoHPO4 sol. 10%

KH-PO4 sol. 10%

MgSQ4.7H20 sol. 10%

NaCl sol. 10%

CaCl,. 2H,0 sol. 10%

Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2N de KOH
FeEDTA sol. 1,64%

Solucao de micronutrientes para meio de cultura
"\itamina para meio de cultura

H20 destilada q.s.p.

pH 5,0

*Vitamina para meio de cultura (DOBEREINER et al, 1995)
Biotina

Piridoxol — HCI

H-O destilada q.s.p.

» Meio LGI (MAGALHAES et al., 1983)

Sacarose

KoHPOg4 sol. 10%

KH.PO4 sol. 10%

MgS0,4.7H-,0 sol. 10%

CacCl,. 2H,0 sol. 10%

Na,Mo0,4.2H,0 sol. 0,1%

FeCl:.6H20 sol. 1%

Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2N de KOH
FeEDTA sol. 1,64%

Vitamina para meio de cultura
H-O destilada g.s.p.
pH 6.0
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59
6 mL
18 mL
2mL
1 mL
2 mL
2 mL
4 mL
2mL
1mL
1000 mL

10 mg
20 mg
200 mL

59
2mL
6 mL
2mL
2 mL
2mL
1mL
5mL
4 mL
1mL
1000 mL



« Meio LGI-P (DOBEREINER et al, 1995)

Sacarose

KoHPOy4

KH>.PO4
MgS04.7H20
CaCl,. 2H,0
Na;MoQ,4.2H,0
FeCl;.6H,0

Azul de bromotimol

sol. 10%

sol. 10%

sol. 10%

sol. 10%

sol. 0,1%

sol. 1%

sol. 0,5% em 0.2N de KOH

Vitamina para meio de cultura
H2O destilada qg.s.p.
pH 5.5

« Meio JNFb (BALDANI, 1996)

Acido Malico

KoHPOy4 sol. 10%

KH>,PO4 sol. 10%

MgS04.7H20 sol. 10%

NaCl sol. 10%

CaCl>. 2H20 sol. 10%

Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2N de KOH
FeEDTA sol. 1,64%

KOH

Solucdo de micronutrientes para meio de cultura
Vitamina para meio de cultura

Extrato de levedura (somente para meio solido)
H-O destilada q.s.p.

pH 5,8

» Meio NFb (BALDANI & DOBEREINER, 1980)

Acido Malico

KsHPO4 sol. 10%

MgS04.7H20 sol. 10%

NaCl sol. 10%

CaCl>. 2H-0 sol. 10%

Azul de bromotimol s0l. 0,5% em 0.2N de KOH
FeEDTA sol. 1,64%

KOH

Solucdo de micronutrientes para meio de cultura
Vitamina para meio de cultura

Extrato de levedura (somente para meio sdlido)
H-O destilada g.s.p.

pH 6,5

100 g
2mL

6 mL
2mL
2mL
2mL
1mL
5mL
1mL
1000 mL

6 mL
18 mL
2mL
1mL
2 mL
2 mL
4 mL
4549
2 mL
1mL
20 mg
1000 mL

5g
5mL
2mL
1mL
2 mL
2 mL
4 mL
45¢g
2 mL
1mL
50 mg
1000 mL
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