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RESUMO

ANDRIOLI, Katia Kabroski, M. S., Universidade Estadual do Oeste do Parana,
fevereiro de 2016. Ocorréncia de bactérias endofiticas associadas a quinoa com
potencial de promocao do crescimento de plantas. Orientador: Prof. Dr. Edmar
Soares de Vasconcelos. Coorientadores: Profa. Dra. Elisiane Inés Dall'Oglio Chaves
e Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimaraes

A quinoa é um alimento que tem recebido grande importancia devido a seu alto valor
nutricional em proteinas e aminoacidos. Bactérias endofiticas vivem no interior dos
tecidos de plantas e promovem beneficios diretos e indiretos para as plantas. Em
quinoa, a associacdo das bactérias endofiticas ainda ndo tinha sido estudada. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de bactérias endofiticas com potencial
de promocéo de crescimento vegetal associadas a plantas de quinoa. As sementes
de quinoa foram semeadas em solo agricultavel e de floresta nos municipios de
Entre Rios do Oeste e Toledo. O isolamento foi realizado aos 40 dias apés a
germinacdo das sementes, utilizando-se raizes de quinoa como iscas. Diluigbes de
102 a 10 foram plaqueadas em meios sélidos e inoculadas em meios semissolidos,
ambos semi-seletivos e isentos de nitrogénio. A partir dos meios de cultura
semissolidos ainda, foi realizada a contagem empregando-se o método do Numero
Mais Provavel (NMP). O teste de solubilizacéo de fosfato e producéo do fitohormonio
acido indolacético (AlA) dos isolados foi realizado para caracterizacdo da promoc¢ao
de crescimento vegetal. Foram obtidas 130 colénias de bactérias endofiticas, destas,
sete a partir dos meios semissolidos. O NMP variou de ndo detectado a 1,5x10°
células g* de raiz. Da caracterizagdo fenotipica observou-se grande diversidade
morfolégica com a formacédo de 14 grupos a 70% de dissimilaridade. Todas as
bactérias produziram AIA em maior ou menor quantidade, com variacdo de 0,90 a
63,42 ug mg™ de proteina. No entanto, apenas 40% dos isolados apresentou halo de
solubilizagdo de fosfato. A caracterizagdo morfofisiologica possibilitou agrupar os
isolados de tracos semelhantes e os testes de promocdo de crescimento

identificaram os isolados promissores para testes a campo.

Palavras-chave: Chenopodium quinoa, AlA, solubilizacdo de fosfato, caracterizagcéao
fenotipica.



ABSTRACT

ANDRIOLI, Katia Kabroski, M. S., Universidade Estadual do Oeste do Parana,
February 2016. Occurrence of endophytic bacteria associated to quinoa with
potential for plant-growth-promoting. Advisor: Dr. Edmar Soares de Vasconcelos. Co-
Advisors: Dra. Elisiane Inés Dall'Oglio Chaves and Dr. Vandeir Francisco
Guimaraes.

Quinoa is a food crop that has received great importance for the high nutritional value
in proteins and amino acids. Endophytic bacteria inhabit the interior of plant tissues
and promote direct and indirect benefits to plants. The association between quinoa
and endophytic bacteria has not been studied. The aim of this study was to evaluate
the occurrence of endophytic bacteria with potential for plant growth promotion
associated with quinoa plants. The quinoa seeds were seeding in arable and forest
soil in Entre Rios do Oeste and Toledo. The isolation was done 40 days after the
seed germination, using quinoa roots as baits. The 10 to 10 dilutions were plated
on solid media and inoculated into semi-solid media, both semi-specific and N-free.
From the semi-solid media, the count was performed employing the method of the
Most Probable Number (MPN). The phosphate solubilization test and the indol-acetic
acid (IAA) phytohormone production in the isolates were performed to characterize
the plant growth promoting. We obtained 130 colonies of endophytic bacteria, these,
seven from the semi-solid media. The MPN ranged from not detected to 1,5x10°cells
per g* root. We observed a large morphological diversity from the phenotypic
characterization and there was the formation of 14 groups to 70% of dissimilarity. All
bacteria produced IAA in greater or lesser amount with the range of 0.90 to 63.42 g
mg™ of protein. However, only 40% of the isolates showed phosphate solubilization
halo. The morphophysiological characterization enabled to group the isolates with
similar traits and the growth promotion tests have identified promising isolates for

field tests.

Keywords: Chenopodium quinoa, IAA, phosphate solubilization, phenotypic

characterization.
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CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

O interesse na utilizacdo de microrganismos na agricultura tem aumentado
significativamente nas Ultimas décadas devido a maior conscientizacdo sobre a
conservagdo ambiental. Os microrganismos podem ter diversas finalidades,
principalmente a reducao no uso de insumos quimicos (SOUZA, 2001).

Uma das principais associacfes entre microrganismos e plantas envolve as
bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e as bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCPs). O nitrogénio (N) € o elemento mais abundante na atmosfera,
porém indisponivel as plantas, o que torna necessaria sua adi¢cdo ao solo pelo uso
de fertilizantes (SALA; FREITAS; SILVEIRA, 2007). Por outro lado, as bactérias
diazotréficas tem a capacidade de fixagcdo do nitrogénio atmosférico e quando
associadas a plantas ndo leguminosas podem ser agrupadas em trés categorias:
organismos rizosféricos, endofiticos facultativos e endofiticos obrigatérios (BALDANI
et al., 1997).

As bactérias diazotroficas associadas a plantas ndo leguminosas podem ser
consideradas como bactérias promotoras de crescimento de plantas, uma vez que
sdo capazes de promover beneficios as plantas, ndo exclusivamente pela fixacédo
biolégica de nitrogénio (FBN) (SALA; FREITAS; SILVEIRA, 2007).

A associacdo entre BPCPs e plantas tem sido amplamente estudada em
sorgo (BERGAMASCHI et al., 2007); arroz (ISLAM et al., 2009; SILVA et al., 2004);
milho (PEDRINHO et al., 2010; ROESCH et al., 2007), canola (FARINA et al., 2012),
contudo a relagdo entre quinoa e microrganismos endofiticos ainda requer pesquisa.

Atualmente, a quinoa é considerada um dos grdos mais nutritivos e foi
classificada como um dos melhores alimentos de origem vegetal para 0s seres
humanos. A proteina da quinoa equilibrada com aminoacidos essenciais como a
lisina, desempenha importante papel no desenvolvimento do cérebro e crescimento.
Além disso, contém vitaminas e minerais como niacina, calcio, fésforo e ferro
(CARRASCO; SOTO, 2010).

A quinoa é um produto relativamente novo no mercado internacional, com

grande potencial para a expansao da producdo e comércio. A demanda mundial é
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esperada para continuar crescendo vigorosamente nos préximos anos, impulsionada
principalmente pelos paises desenvolvidos, onde as despesas com alimentos mais
saudaveis e naturais € uma tendéncia ascendente. Em outras partes do mundo, ha
um potencial interessante para a introducdo de quinoa como uma nova cultura, dada
a sua capacidade de resisténcia e baixa necessidade de 4gua (KRIVONOS, 2013).

No Brasil, pesquisas com a cultura de quinoa iniciaram na década de 1990,
como parte do esforco para diversificar o sistema de producdo em areas
agricultaveis no cerrado (BORGES et al., 2010). A expanséo das areas de producao
tem ocorrido e desta forma, busca-se os genétipos melhor adaptados as condi¢cbes
edafoclimaticas de cada regido.

Mesmo na Bolivia, onde a quinoa representa grande parte da producéo
mundial, ha pouca pesquisa sobre a eficiéncia de uso do nitrogénio na cultura. No
entanto, sabe-se que a quinoa possui grande exigéncia de nitrogénio assim como
em outras culturas. O nitrogénio no solo e nas plantas deve ser sempre estudado e
avaliado para incrementar o potencial produtivo e a qualidade dos produtos agricolas
(CASAS, 2012). A conversdo da forma inorganica para organica é realizada pelos
microrganismos do solo que liberam ou mineralizam nutriente como resultado de sua
atividade nutricional.

Desta forma, acredita-se que bactérias promotoras de crescimento de plantas
atuam no desenvolvimento e auxiliam no incremento de produtividade da quinoa, no
entanto, apesar de sua relevancia, as pesquisas com esse proposito sdo muito
escassas. Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de bactérias
endofiticas com potencial de promocédo de crescimento vegetal associadas a plantas

de quinoa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DA QUINOA

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) pertencente a familia
Amaranthaceae, possui como centro de diversidade a regido andina na América do
Sul, sendo um alimento cultivado ha mais de 7000 anos pela populacéo inca. No
passado, era cultivada desde o norte da Colémbia até o sul do Chile, passando
pelas mais diversas altitudes, desde o nivel do mar até 4000 metros, mas a melhor
producdo é atingida em altitudes que variam de 2500 a 3800 m com precipitacdo
anual entre 250 e 500 mm. Pode ser cultivada desde solos argilosos até arenosos,
desde que possuam boa drenagem (PERALTA et al., 2012; MUJICA; JACOBSEN,
2006).

Atualmente, a Bolivia € o maior produtor da América Latina atendendo aos
mercados americano e europeu (MUJICA; JACOBSEN, 2006), sendo que a
producdo de quinoa da Bolivia e Peru, somadas, representam 90% da producéo
mundial. Recentemente, o cultivo da quinoa tem se expandido para os Estados
Unidos e em menor quantidade em alguns paises da Europa e Africa (KRIVONOS,
2013).

A guinoa é considerada uma planta rustica, que apresenta tolerancia a seca,
frio e salinidade. Esta rusticidade foi adquirida ao longo de um processo evolutivo
lento e complexo que foi mantido pelos agricultores andinos e permitiu a
conservacdo dos recursos genéticos primitivos (JACOBSEN; MUJICA, ORTIZ,
2003).

A quinoa é uma espécie granifera (SPEHAR; SANTOS, 2002) que apresenta
caule ereto, raiz pivotante profunda e bastante ramificada. As folhas mais jovens
possuem glandulas de oxalato de calcio (CASAS, 2012) que possibilita reter
umidade, caracteristica desejavel na tolerancia a seca (SPEHAR; SANTOS, 2002).
Como possui grande diversidade genética, apresenta caracteristicas morfolégicas
muito variaveis, desde a planta que alcanca tamanho de 0,3 a 2 m, o gréao varia de
1,2 a 2,7 mm de diametro, a panicula pode variar de 15 a 70 cm. As sementes
podem ser creme, branca, amarela, vermelha, roxa ou preta, que variam em fungao
do pericarpo (REPO-CARRASCO et al., 2007). Nesse tecido encontra-se também a
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saponina, glicosideo de sabor amargo que limita a utilizacdo direta do gréo
(SPEHAR; SANTOS, 2002).

A quinoa possui alto valor nutritivo, e se destaca pela proteina de qualidade,
que pode ser comparada a caseina do leite e ndo contém as proteinas que formam
o glaten. Adiciona-se ainda o fato de sua capacidade de ser transformada em uma
grande gama de produtos (JACOBSEN; MUJICA; ORTIZ, 2003). Possui
propriedades nutritivas, acidos graxos poli-insaturados e alto contetdo em minerais.
Pode ser utilizada tanto na alimentacdo humana, quanto para a producéo de aves e
suinos (SPEHAR, 2006).

Por suas caracteristicas alimentares impares, a quinoa tem recebido
atencdo mundial como alimento funcional, por se tratar de um gréo integral que é
benéfico a salude, quando consumido regularmente. O teor de amido representa de
52% a 60% do peso da semente, que pode ser consumida cozida como arroz, na
forma de farinha ou flocos (ISHIMOTO; MONTEIRO, 2010; BORGES et al., 2010).

No Brasil, foi introduzida no cerrado na década de 1990 e tém sido alvo de
melhoramento genético e ja figura como uma alternativa viavel de sucessao no
sistema de plantio direto (SPEHAR; SANTOS, 2002). A linhagem BRS Syetetuba
desenvolvida por técnicas de melhoramento genético a partir de sementes
originarias do Equador teve uma progénie selecionada que apresentou as principais
caracteristicas desejaveis, como auséncia de saponina e graos grandes, além de
namero de dias para maturacdo em torno de 120, arquitetura da planta e rendimento
de gréos de aproximadamente 2,3 t ha™ (SPEHAR; ROCHA; SANTOS, 2011).

2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

As bactérias endofiticas, encontradas no interior dos tecidos das plantas,
podem estar associadas e promover seu crescimento. De acordo com seu modo de
vida, as bactérias endofiticas podem ser classificadas como obrigatérias ou
facultativas. As endofiticas obrigatorias sao estritamente dependentes da planta para
seu crescimento e sobrevivéncia, enquanto as facultativas tém um estagio de seu
ciclo de vida no qual permanecem livres no solo (HARDOIM; OVERBEEK; ELSAS,
2008). As bactérias endofiticas tém papel fundamental nos processos de fixacdo de

nitrogénio e promogéao de crescimento.
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A fixacéo biolégica de nitrogénio (FBN) é um processo de aproveitamento de
nitrogénio atmosférico (N,) que envolve interagcdes complexas entre bactérias
diazotréficas e plantas superiores que podem garantir o suprimento desse nutriente
para o solo (YIM et al., 2009). As bactérias diazotroficas ou fixadoras de nitrogénio
convertem o N, em uma forma disponivel para assimilagdo das plantas, a amdnia.
Isso ocorre, porque essas bactérias possuem um complexo enzimatico chamado de
nitrogenase que rompe a triplice ligacdo entre as moléculas de N (REIS; TEIXEIRA,
2005).

As bactérias diazotréficas podem ser consideradas como promotoras de
crescimento vegetal, um grupo de bactérias que exibem efeitos benéficos sobre o
crescimento e produtividade de plantas (YIM et al., 2009). As bactérias benéficas
podem ser endofiticas, ou seja, habitam o interior dos tecidos das plantas, ou de
vida livre no solo. Ambas podem ser promotoras de crescimento vegetal, de forma
direta ou indireta. A promoc¢ao do crescimento indireta ocorre quando as BPCV
diminuem ou previnem os efeitos deletérios de um ou mais organismos
fitopatogénicos. A promocao de crescimento direta implica em proporcionar a planta
um composto que é sintetizado pela bactéria, como fitohormonios ou facilitando a
absorcdo de certos nutrientes como de N ou fésforo (P) a partir do ambiente
(LODEWYCKX et al., 2002).

A promocéo de crescimento direta pode ser induzida de varias formas. As
bactérias endofiticas tém um elevado potencial para aumentar a produtividade por
meio da fixacdo biol6gica de nitrogénio e promocao de crescimento, neste Ultimo
caso, aumentando a absor¢cdo de agua e nutrientes pelas plantas (IKEDA et al.,
2012) por meio da producédo de fitohorménios, principalmente auxinas. Além disso,
pode sintetizar siderdforos que solubilizam e sequestram ferro do solo, e a
solubilizacdo de fésforo, deixando estes minerais disponiveis para as plantas
(LODEWYCKX et al., 2002).

Glick, Penrose e Li (1998) demonstraram que as BPCV possuem a enzima
ACC deaminase, o que pode estimular o crescimento das plantas. Esta enzima
modula os niveis de etileno das plantas em desenvolvimento. O etileno esta
envolvido em diversas etapas do desenvolvimento das plantas, desde a formacé&o de
raizes e pélos radiculares, na inducdo de expansdo lateral de células, até o
amadurecimento dos frutos e abscisdo das folhas, além de estar envolvido nas

respostas de defesa contra a infeccdo de patdégenos (TAIZ; ZIEGER, 2009). A
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metionina € o precursor do etileno e o ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilico)
funciona como um intermediario na conversdo da metionina em etileno. Desta forma,
a ACC deaminase atua aumentando os niveis de etileno nas plantas em
desenvolvimento ou estressadas, o que pode melhorar sua estrutura através do
alongamento de suas raizes, e por consequéncia ser considerado como um
promotor de crescimento.

A promocao de crescimento de forma indireta esta relacionada a colonizacéo
de BPCV em raizes de plantas ao reduzir doencas por competicdo. A atividade
antifngica de diversas bactérias endofiticas isoladas de arroz foi demonstrada
contra Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani em maior ou menor grau de inibicdo
(JI; GURURANI; CHUN, 2014). Isolados de Ochrobactrum sp. apresentaram acao
antagonica sobre os fungos Fusariam semitectum, F. oxysporum, Cercospora
kikuchii e dois isolados do género Bacillus apresentaram efeito antagonista a F.
oxysporum com diferentes tipos de interacéo (ASSUMPCAO et al., 2009).

Provavelmente todas as plantas possuam microrganismos endofiticos,
sendo que uma mesma planta pode abrigar varios deles (AZEVEDO, 1998). Alguns
géneros de bactérias sdo encontrados em maior quantidade nas plantas, outras em
menor quantidade e sdo mais dificeis de isolar. Gardner, Feldman e Zablotowicz
(1982) observaram a existéncia e distribuicdo de bactérias em limoeiros. Nesse
estudo foram identificados 13 géneros, dos quais 40% eram Pseudomonas e 18%
Enterobacter, sendo considerados os géneros predominantes, enquanto os demais
foram classificados como raros.

O estudo da diversidade é considerado uma das condi¢cdes mais importantes
para o estabelecimento de um ecossistema (LODEWYCKX et al., 2002). A
diversidade da composicdo da comunidade bacteriana é orientada, provavelmente,
por eventos aleatérios, porém determinada por diversos fatores. A composicao do
solo, as condi¢gdes ambientais, assim como a abundéncia, o estado fisiologico e a
distribuicdo inicial das bactérias endofiticas ira determinar a colonizacdo (HARDOIM;
OVERBEEK; ELSAS, 2008).

O estudo das interacbes entre planta e microrganismos vem se
intensificando nos udltimos anos, com o intuito de entender os varios fatores
envolvidos e utilizando isso para a selecdo de estirpes de bactérias eficientes na
promocdo de crescimento das grandes culturas (FERREIRA; KNUPP; MARTIN-
DIDONET, 2014).
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Ao longo dos anos, diversas bactérias promotoras de crescimento foram
descobertas como Beijerinckia fluminensis e Azotobacter paspali (rizosféricas),
Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. amazonense (associativas) e Herbaspirillum
seropedicae, H. rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus, Burkholderia
brasilensis e B. tropica (endofiticas). Estudos de inoculacdo com bactérias
diazotroficas mostraram que as bactérias diazotréficas endofiticas tém um maior
potencial de contribuicdo na FBN do que as associativas (BALDANI; BALDANI,
2005). Gluconacetobacter diazotroficus, uma bactéria diazotréfica endofitica
demonstrou promover o crescimento em plantas de cana-de-agucar, possivelmente,
por sua capacidade de colonizar e fixar N, no interior dos tecidos, além de ter efeitos
positivos na sobrevivéncia de plantulas, no comprimento e volume radicular
(RODRIGUES et al., 2007).

No entanto, grande parte das pesquisas com bactérias estd concentrada no
género Azospirillum, porém ha uma grande diversidade de bactérias ainda pouco
exploradas e outras ainda para serem descobertas. E importante promover o
conhecimento de novas espécies e aprofundamento do potencial de bactérias pouco
estudadas em busca de tecnologias com vistas a agricultura de baixo impacto
ambiental, e diminuicdo dos custos de producdo (MOREIRA et al., 2010).

Por isso, pode-se dizer que nos ultimos anos menos trabalhos foram
realizados para investigar a inoculacdo de Azospirillum em condi¢cdes de campo,
possivelmente pela grande variacdo nos resultados. Por outro lado, houve o
aumento na descoberta de novas espécies de bactérias promotoras de crescimento,
como G. diazotrophicus, H. seropedicae, entre outras, uma vez que estas sdo
consideradas endofiticas obrigatérias e podem habitar o tecido das plantas sem
causar doencas (REIS, 2007).

O uso de inoculantes a base de bactérias tem se intensificado e os
resultados tém sido significativos. Silva et al. (2009) utilizaram uma mistura de cinco
bactérias para constituir um polimero e testar seus efeitos em cana-de-agucar.
Foram utilizadas as espécies G. diazotrophicus, H. seropedicae, H.
rubrissubalbicans, A. amazonense e B. tropica. A resposta foi um aumento na
produtividade similar & produ¢édo com adubacao de nitrogénio, o0 que demonstra que
pode haver economia na utilizacdo de nitrogénio na cultura.

Para explorar todo o potencial das estirpes bacterianas promotoras de

crescimento, é importante isolar bactérias nativas que estdo bem adaptadas as
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condi¢cdes ambientais para utiliza-los como estirpes inoculantes (SOARES et al.,
2006). O uso de bactérias diazotroficas endofiticas como inoculantes representa um
grande potencial para reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados sintéticos
(CONCEICAO et al., 2009).

2.3 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

O fosforo € um dos macronutrientes essencialmente necessario para o
rendimento maximo das culturas e ocorre naturalmente na biosfera na forma de
fosfato (ISLAM et al., 2007). O fosfato desempenha papel muito importante na
composicdo das células vegetais, como &acidos nucléicos, proteinas, lipidios e
acucares, além de estar diretamente envolvido nas reacfes de ATP (TAIZ; ZIEGER,
2009).

A maior parte do fosfato esta incrustada em rochas, onde forma complexos
com Oxidos de calcio, ferro, magnésio ou aluminio. O desgaste natural de rochas
solubiliza fosfato muito lentamente pelo processo de intemperizagdo. Muitas plantas
e microrganismos associados exsudam &acidos inorganicos que aceleram esse
processo (EPSTEIN; BLOOM, 2006). A estabilidade dos compostos organicos
depende de sua natureza e de sua interagdo com os minerais formadores, pois sao
utilizados como fonte de carbono e elétrons pelos microrganismos, resultando em
mineralizacdo e disponibilizacdo do fésforo (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI,
2008). A assimilacédo de fosfato a partir compostos organicos pelas plantas e
microrganismos ocorre através de um grupo de enzimas conhecidas como
fosfatases que estdo presentes em uma grande variedade de microrganismos de
solo (SHARMA; KUMAR; TRIPATHI, 2011). As fosfatases agem catalisando a
hidrolise de compostos fosfatados organicos com a producdo de fésforo soluvel
(NAHAS, 2002).

Devido a grande necessidade de fosfato para as plantas, crescentes
guantidades de fertilizantes fosfatados séo colocadas no ambiente provocando
grande impacto ambiental, seja pela lixiviagdo no solo ou a alta demanda enérgica
para a producédo dos fertilizantes (PEDRINHO, 2009). Os fertilizantes fosfatados
podem aumentar a disponibilidade de fosfato inicialmente, mas irdo promover a
formacdo de compostos insolluveis deixando o fésforo indisponivel para as plantas
(ONYIA; ANYANWU, 2013). Em solos acidos pode haver indisponibilidade de fosforo
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devido a sua fixacdo com Al e Fe (PANHWAR et al., 2011). Ja em solos com pH
proximos a neutralidade ou ligeiramente alcalinos, uma parte do P pode estar ligada
ao célcio formando compostos que s&80 suscetiveis a solubilizacdo por
microrganismos (SOUCHIE; ABBOUD; CAPRONI, 2007).

Muitos microrganismos do solo s&do capazes de solubilizar formas
indisponiveis de célcio ligados ao fosfato através de suas atividades metabdlicas,
excretando acidos organicos que irdo dissolver as rochas fosfatadas diretamente ou
irdo quelar os ions calcio e liberar o fosforo na solugcdo (NAUTIYAL et al., 2000).

Muitos estudos tém sido conduzidos ao longo dos anos para compreender o
papel dos microrganismos solubilizadores de fosfato na natureza. Além disso, devido
ao insuficiente entendimento das bactérias envolvidas nesses processos, 0S
mecanismos de metabolismo do fésforo ainda ndo sao totalmente compreendidos
(CHAUDHRY; NAUTIYAL, 2011).

Muitos solos sdo deficientes em formas prontamente disponiveis de fésforo
para absorcao pelas plantas, por conseguinte, a fim de contornar a deficiéncia de
fésforo, microrganismos solubilizadores de fosfato poderiam desempenhar um papel
importante no fornecimento de fosfato para plantas de forma ecol6gica e sustentavel
(ONYIA; ANYANWU, 2013)

Alguns microrganismos utilizados com outros propdésitos, como o
Trichoderma sp. que € bem conhecido no controle biolégico de diversos
fitopatdgenos, foi estudado por sua capacidade de solubilizar fosfatos. A inoculacéo
de Trichoderma sp. aumentou os parametros de crescimento de grdo-de-bico sendo
eles, o comprimento, peso seco e fresco de raiz e parte aérea, em solos com
deficiéncia de fosforo solavel (KAPRI; TEWARI, 2010). Assim como plantas
inoculadas com cepas bacterianas obtidas de nodulos de feijdo-caupi que
apresentaram eficiéncia na solubilizacdo de fosfato, obtiveram aumento tanto da
massa seca da parte aérea quanto da massa seca dos nodulos (MARRA et al.,
2012).

2.4 PRODUCAO DE ACIDO INDOLACETICO (AIA)
Os fitohormbnios sdo substancias que influenciam o crescimento e o

desenvolvimento das plantas em baixas concentracbes. Os principais hormoénios

vegetais sdo as auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico. A auxina
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é considerada como o horménio do crescimento, pois é responsavel pelo
alongamento e divisao celular, formacao de raizes laterais, crescimento de frutos e
ainda esta envolvida com a formacéao de etileno (TAIZ; ZIEGER, 2009).

O acido indolacético (AIA) € a auxina mais abundante e de grande
relevancia fisiologica nas plantas. A biossintese de AlA esta associada aos tecidos
com rapida divisdo celular e crescimento, especialmente em partes aéreas. Embora
guase todos os tecidos vegetais sejam capazes de produzir baixos niveis de AlA, os
meristemas apicais, as folhas jovens, os frutos e as sementes em desenvolvimento
séo os principais locais de sintese desse horménio (KERBAUY, 2008).

Alguns microrganismos sdo capazes de produzir auxina, como as bactérias
endofiticas que habitam os tecidos das plantas. Na interacdo planta-bactéria, o
balanco hormonal da planta pode sofrer interferéncia na distribuicdo da auxina
(SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011).

A produgao de AlIA nao funciona como um horménio em células bacterianas
que pode ter evoluido devido a sua importancia na relagdo bactéria-planta. Este
regulador, quando secretado por bactérias, pode promover o crescimento da raiz
diretamente pela estimulagédo do alongamento das células e divisao celular, ou,
indiretamente, pela influéncia sobre a atividade da ACC deaminase (1-
aminociclopropano-1-carboxilato, um precursor do etileno) (PATTEN; GLICK, 2002).

Por outro lado, grande quantidade de AIA pode ter efeitos deletérios para a
planta. O processo é explicado pelo fato do AIA bacteriano ser incorporado pela
planta estimulado pela atividade da enzima ACC sintase, que resulta no aumento de
ACC, e consequentemente, aumenta o etileno inibindo o alongamento das raizes.
Mas geralmente, a auxina aumenta o comprimento e superficie da raiz, pois o AlIA
bacteriano afrouxa as paredes celulares das plantas, aumentando a quantidade de
exsudagcdo que proporciona nutrientes adicionais para suportar o crescimento de
bactérias na rizosfera (GLICK, 2012). O equilibrio entre AIA e o etileno podem ter
importancia fundamental na manutengcdo da bactéria dentro da planta (HARDOIM;
OVERBEEK; ELSAS, 2008).

Diversos trabalhos atestam a producdo de AIA pelas bactérias como
auxiliares na promocao do crescimento de plantas. Ribeiro e Cardoso (2012)
conduziram o isolamento de bactérias em raizes de araucaria e estas produziram
altos niveis de AIA. Quando testadas na presenca de triptofano, a producéo foi ainda

maior. O triptofano € um aminoacido precursor do AIA que modela sua sintese
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(AHEMAD; KIBRET, 2014). Apesar de haver outras rotas conhecidas para a
producdo de AIA, a rota do triptofano € a principal, desta maneira, a adicdo de
triptofano ao meio de cultura resulta em aumento na producédo de AIA (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN, 2011).

A producdo de AIA é a caracteristica de promocdo de crescimento mais
comum entre os isolados bacterianos, porém a quantidade deste hormoénio € muito
variavel (ARRUDA et al., 2013). Estima-se que 80% de todos os isolados da
rizosfera do solo sdo capazes de produzir substancias regulatérias de crescimento
como metabolitos secundarios (PATTEN; GLICK, 1996).

2.5 DIVERSIDADE FENOTIPICA DE BACTERAS ENDOFITICAS

A caracterizac@o bacteriana feita por métodos convencionais é baseada em
caracteristicas fenotipicas, ja que sua realizacdo e o0 custo sdo mais acessiveis e
pode ser empregada em qualquer laboratério (AREVALO, 2010). Individualmente,
essas caracteristicas nao apresentam grande importancia na identificacdo das
bactérias, porém em conjunto sdo ferramentas importantes para o reconhecimento
de alguns géneros e espécies (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007).

As formas tradicionais de caracterizacdo fenotipica, realizada por meio da
caracterizacdo morfofisiolégica se baseiam nas caracteristicas observaveis das
colénias, como sua morfologia, desenvolvimento e propriedades bioquimicas e
metabdlicas em meio de cultivo (HUNGRIA; SILVA, 2011).

A morfologia avalia as caracteristicas celulares e da coldnia. As bactérias
sdo cultivadas em diferentes meios. Os meios apresentam caracteristicas
especificas para um determinado género ou espécie, o que facilita a identificagcéo,
pois algumas espécies de bactérias apresentam caracteristicas peculiares quando
cultivadas sob determinadas condi¢cdes. As principais caracteristicas da colbnia
avaliadas sdo: tempo para o aparecimento, coloracdo, consisténcia, diametro,
producdo de goma, elevacdo, forma, borda, superficie e detalhe Optico (VIDEIRA,
ARAUJO; BALDANI, 2007). A caracterizacéo celular € feita por exame microscopico
onde séo avaliados seu tipo morfolégico (bastonetes, espirilos, cocos) e seu arranjo
isolado ou agrupado. Os bastonetes muito curtos sdo chamados cocobacilos
(NOGUEIRA; MIGUEL, 2010).
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As caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas se baseiam nas informacdes da
composicdo da parede celular das células, temperatura ideal, valores de pH,
composicdo dos meios de cultivo, concentracdo de sal e acucares, crescimento na
presenca de varios substratos, atividades enziméaticas, metabolizacdo de compostos
variados (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007).

A coloragdo é a principal técnica para identificar a formacdo da parede
celular de bactérias, distinguindo-as em gram positiva ou negativa de acordo com a
cor das pigmentacfes realizadas. Outros testes bioquimicos tradicionais para a
classificacdo de bactérias € o teste de oxidase, catalase e gelatinase (TORTORA,
FUNKE; CASE, 2012).

O pH e a temperatura ideal sdo fatores extremamente importantes para o
crescimento das bactérias. Para a maioria das bactérias ha um aumento no
crescimento entre o pH minimo e o 6timo e um decréscimo entre o pH 6timo e o
maximo, determinando o efeito geral da mudanca nas taxas da reacdo enziméatica.
Quanto a temperatura, as bactérias endofiticas sdo mesdfilas, ja& que crescem em
temperaturas medianas (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007).

O meio de cultura semisseletivo é uma outra ferramenta fundamental na
caracterizacdo das bactérias endofiticas. Os meios sdo preparados de acordo com
as exigéncias fisicas e nutritivas dos microrganismos como a fonte de carbono ou
outros compostos (NOGUEIRA; MIGUEL, 2010) e para o isolamento de diazotroficos
sao livres de N. Muitos estudos utilizam os meios semi-sélidos para o isolamento de
diazotréficos devido a sua caracteristica microaerofilica (MARIN et al., 1999). E
apesar de todos os avancos nas técnicas moleculares usados para detectar
bactérias, na maioria dos casos, 0 isolamento e identificacdo inicial sao feitos em
meios semissolidos (BALDANI et al., 2014). Como no caso do isolamento das
espécies de Azospirillum, o qual se deve a introducdo dos meios semissolidos livres
de N (MARIN et al., 1999).

Os diferentes meios semi-especificos sdo um indicativo do género
bacteriano, pois sdo compostos de acordo com as necessidades fisioldgicas destes.
Porém é possivel o isolamento de bactérias que utilizam o mesmo tipo de fonte de
carbono ou que sejam tolerantes ao mesmo nivel de pH, como as espécies fixadoras
de nitrogénio pertencentes aos géneros Stenotrophomonas, Pantoea, Enterobacter
que sdo isoladas da cana-de-acucar usando os meios LGI, LGI-P e JNFb (BALDANI
et al., 2014).
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Os meios séo utilizados na busca por determinadas atividades e mesmo o0s
que sao livres de nitrogénio favorecem a obtencdo de diazotroficos, mas ndo a
garantem (SILVEIRA; GRANADA, 2014). O meio LG tem como fonte de carbono a
sacarose e tem por objetivo o isolamento de Azotobacter spp. e Azomonas spp em
pH 7,0 (DOBEREINER et al., 1995). O meio LGI foi desenvolvido a partir do LG,
portanto utiliza a mesma fonte de carbono e o pH € ajustado para 6,0 para o
isolamento de A. amazonense. JNFb, NFb e DYGS tém como fonte de carbono o
acido malico. JNFb foi desenvolvido para o isolamento de Herbaspirillum spp. e
Sphingomonas spp. em pH 5,8, enquanto NFb isola Azospirillum spp. em pH 6,8. O
meio DYGS em pH 6,0 tem por objetivo isolar Herbaspirilum spp. e
Gluconacetobacter spp. (BALDANI et al., 2014).

Devido a grande diversidade fenotipica dos microrganismos encontrados,
percebe-se a alta dissimilaridade em relacdo as espécies ja descritas, sugerindo
novas espécies (MOREIRA et al., 2010). Os meios de cultura sdo um indicativo do
género ou espécie que se pretende isolar, que aliado as caracteristicas
morfologicas, fisioldgicas e genéticas, possibilita que as novas espécies sejam

descritas.

2.6 MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AS RAIZES DE QUINOA

Desde a década de 1970, no Brasil, diversos estudos tém sido conduzidos
para demonstrar a associacdo entre bactérias e plantas ndo leguminosas.
Inicialmente, a investigacdo era feita na busca de bactérias fixadoras de nitrogénio
(BALDANI; BALDANI, 2005) e mais tarde percebeu-se que os efeitos da associacao
extrapolavam esta caracteristica.

Ja foi comprovada a ocorréncia de bactérias endofiticas em diversas
culturas. Os principais estudos sao focados no milho, trigo, cana-de-agucar, arroz, a
exemplo do endofitico Herbaspirilum seropedicae que foi isolado de plantas de
milho, sorgo e arroz (BALDANI et al.,, 1986) e Gluconacetobacter diazotrophicus,
isolado de plantas de cana-de-aclcar (CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988)

Azevedo (1998) assume que possivelmente todas as plantas possuam
microrganismos endofiticos, todavia, existe certa especificidade endéfito-hospedeiro.
Algumas espécies bacterianas sdo comumente encontradas no interior de diversas

plantas, enquanto outras sdo mais especificas ao hospedeiro. Isso nos permite
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inferir que plantas que ainda n&o foram estudadas como a quinoa, pode apresentar
o0 isolamento de microrganismos que ainda nao foram descritos.

O isolamento de bactérias endofiticas associadas as raizes de quinoa pode
contribuir para a formulacdo de novos inoculantes para a cultura, melhorando o
sistema no qual pode ser aproveitada e facilitando sua adaptacdo nas condi¢des

brasileiras de cultivo.
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CAPITULO Il - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE
BACTERIAS ENDOFITICAS NA CULTURA DA QUINOA

RESUMO

A quinoa possui inumeras qualidades nutricionais importantes. Diversos estudos tém
sido conduzidos com o propoésito de adapta-la ao Brasil, porém nenhum demonstra
sua associacdo com bactérias do meio. Este trabalho foi desenvolvido com objetivo
de isolar e caracterizar fenotipicamente bactérias endofiticas e quantificar bactérias
diazotroficas associadas a raizes de quinoa, quando cultivada em solos da regido
oeste do Parana. Raizes de plantas isca de quinoa foram maceradas e inoculadas
em meios solidos e semissoélidos com auséncia de nitrogénio. Foi quantificado o
Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotroficas e avaliadas as
caracteristicas das coldnias: tamanho, alteracdo do pH nos meios de cultura do
isolamento, cor, forma, elevacao, borda, superficie, densidade e consisténcia, assim
como as caracteristicas morfolégicas da bactéria e coloracdo de Gram. Foram
obtidas 130 col6nias de bactérias endofiticas, destas, sete a partir dos meios
semissélidos. A densidade da populacdo bacteriana pela técnica do Numero Mais
Provavel variou de ndo detectado a 1,5x10° células g* de raiz. Todos os isolados
caracterizados fenotipicamente foram distribuidos em uma matriz de distancia
euclidiana. Os resultados obtidos foram dispostos graficamente em um dendograma,
onde foi possivel observar a grande diversidade morfoldgica com a formagéo de 14
grupos a 70% da dissimilaridade obtida.

Palavras-chave: Chenopodium quinoa, dendograma, NMP, diversidade bacteriana
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Isolation and phenotypic characterization of endophytic bacteria in quinoa

ABSTRACT

Quinoa has many important nutritional qualities. Many studies have been conducted
in order to adapt it to Brazil, but no one shows the association between bacteria and
the environment. We aimed to isolate and characterize phenotypically endophytic
bacteria and quantify diazotrophs associated with quinoa roots, when they have
grown in soils of western region of Parana. Quinoa roots bait-plants were macerated
and inoculated into N-free semi-solids and solid media. It was countered the Most
Probable Number (MPN) of diazotrophs bacteria and evaluated the colonies traits:
size, pH alteration in the culture media isolation, color, shape, elevation, margin,
surface, density and consistency, the same way the morphological traits bacteria and
Gram staining. A total of 130 colonies of endophytic bacteria were obtained, these,
seven from the semi-solid media. The density of the bacterial population by the Most
Probable Number technique ranged from not detected to 1,5x10° cells per g™ root. All
isolates phenotypically characterized were distributed in a Euclidean distance matrix.
The results were arranged graphically in a dendogram, where it was possible
observe the great morphological diversity and the formation of 14 groups to 70% of

obtained dissimilarity.

Keywords: Chenopodium quinoa, dendograma, MPN, bacterial diversity.
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1 INTRODUCAO

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) é um alimento com caracteristicas
nutricionais excepcionais (MIRANDA et al., 2010), tendo como centro de diversidade
a regido andina. Apresenta, ainda, grande capacidade de adaptacdo a diferentes
condi¢bes edafoclimaticas. No Brasil, foi introduzida na regido do cerrado na década
de 1990 e desde entdo, ha programas de melhoramento explorando a grande
diversidade genética da quinoa. Os resultados sao promissores (SPEHAR; ROCHA,;
SANTOS, 2011) e tem sido considerada como uma opc¢ao aos agricultores nas
entressafras do milho ou soja, tanto para a produgcéo de grdos como para forragem
(SPEHAR, 2006).

A quinoa pode ser cultivada em diversos tipos de solo, desde argilosos até
arenosos com boa drenagem e pH entre 55 e 8,0 (PERALTA et al.,, 2012). O
sistema radicular é pivotante, extremamente ramificado e d& origem a algumas
raizes muito longas e ténues (MUJICA; JACOBSEN, 2006). As raizes de inimeras
plantas interagem com bactérias endofiticas que se associam de forma mutualistica
(MOREIRA et al., 2010). Muitas pesquisas demonstram que a presenca de bactérias
endofiticas esta relacionada a promocdo de crescimento em plantas de diversas
culturas, como sorgo (BERGAMASCHI et al., 2007); arroz (RODRIGUES et al,
2006); trigo (BENEDUZI et al., 2008); milho (PEDRINHO et al., 2010; ROESCH et
al., 2007); cana-de-acucar (ANTONIO; REIS, 2011). Contudo, a relacdo entre quinoa
e microrganismos endofiticos requer pesquisa.

A promocédo de crescimento esté relacionada a producao de fitohorménios,
principalmente o acido indolacético (AlA), sintese de sideréforos e solubilizacdo de
fosfato. Estas bactérias ainda podem atuar como supressoras de algumas doencas
por meio de antagonismo. As bactérias fixadoras de nitrogénio ou diazotroficas sao
também consideradas como promotoras de crescimento, uma vez que transformam
0 nitrogénio atmosférico em amobnia, tornando-o disponivel para as plantas
(LODEWYCKX et al., 2002).

Séo utilizados diversos meétodos para o isolamento desses microrganismaos,
como o0 uso de meios de cultura semi-seletivos e avaliagdo das propriedades
fisiologicas de promocdo de crescimento (SILVEIRA; GRANADA, 2014). Para a
identificacdo dos isolados, a primeira etapa consiste em avaliar suas informacdes
fenotipicas (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007). A morfologia das colénias, assim
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como da célula, é indispensavel para a caracterizacao preliminar e posteriormente, a
identificacdo desses microrganismos. A taxonomia bacteriana incorporou novos
meétodos de identificacdo nas ultimas décadas, porém a analise fenotipica continua
sendo uma importante ferramenta para a obtencdo de informacdes iniciais para a
descricao de bactérias (MADIGAN; BROCK; PARKER, 2010).

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar fenotipicamente bactérias
endofiticas e quantificar bactérias diazotroficas associadas a raizes de quinoa

cultivada em solos da regido oeste do Parana.
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2 MATERIAL E METODOS

A semeadura da quinoa ocorreu no periodo de outubro a dezembro de 2014
em quatro areas: (1) solo de floresta e (2) solo agricultavel da Fazenda Experimental
de Entre Rios do Oeste/PR (Figura 1), pertencentes a UNIOESTE; (3) solo de
floresta e (4) solo agricultdvel da Fazenda Experimental da PUCPR Campus de

Toledo/PR (Figura 2). Os solos das quatro éareas séo classificados como
LATOSSOLO VERMELHO Distroférricos (EMBRAPA, 2006).

% 24°43’09”S 53°47’08.8”W
(4) Agricultavel Toledo

7y

24°43’'40”S 53°46'11.9"W
3)_Floresta Toledo
*

PUCPR -'Campus Toledo

: RuaiGuarar
Figura 2. Locais de coleta de raizes de plantas isca de quinoa em Toledo/PR
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Além disso, foi realizada a analise fisico-quimica dos solos utilizados para a
semeadura conforme demonstrado na Tabela 1. As sementes utilizadas foram do

genatipo Q12 23 oriundas do programa de Melhoramento de Quinoa da UNIOESTE.

Tabela 1. Analise fisico-quimica da camada 0-20 cm dos solos utilizados no cultivo da
quinoa nos municipios de Entre Rios do Oeste e Toledo, estado do Parana, em setembro de
2014.

P MO H'Al AP K ca® wMg® SB CTC Y, Al

Solo pH 5

mg dm® gdm’ cmol. d? %
FER' 5,03 3,91 31,44 554 0,10 0,44 4,64 1,60 6,68 12,22 54,66 1,47
AER 4,63 29,72 23,24 542 0,20 0,85 4,04 0,99 588 11,30 52,04 3,29
FTO 4,18 11,57 42,38 9,47 0,70 0,21 2,30 1,03 3,54 13,01 27,21 16,51
ATO 4,32 16,43 27,34 7,86 0,65 084 1,72 091 347 11,33 30,63 15,78
L. FER: solo de floresta de Entre Rios do Oeste; AER: solo agricultavel de Entre Rios do

Oeste; FTO: solo de floresta de Toledo; ATO: solo agricultavel de Toledo.

Aos 40 dias apos a emergéncia foi realizada a retirada das plantas de modo
a manter o maximo de raizes. As mesmas foram levadas ao Laboratorio de
Biotecnologia da Pontificia Universidade Catélica do Parand (PUCPR) Campus
Toledo, onde foram lavadas em agua corrente até completa retirada do solo e em
seguida, secas em papel toalha. Pesaram-se 1g de raiz para cada repeticéo,
totalizando 3 repeticbes para cada area avaliada. Em camara de fluxo laminar as
raizes foram imersas em etanol 70% por 30 segundos. O etanol foi desprezado e
adicionou-se hipoclorito de sodio 0,2% por 60 segundos, seguido por triplice
lavagem com agua destilada e autoclavada.

O isolamento foi realizado segundo metodologia de Dobereiner et at. (1995),
procedendo a maceracao das raizes em almofariz com 1 mL de solucdo salina. O
produto resultante foi vertido em tubo de ensaio contendo 9 mL de solugcdo salina
(0,85%) e a partir de cada amostra foi realizada a diluicdo seriada para cada
repeticdo. Desta maneira, 0,1 mL das diluicdes 102 a 10~ foram espalhadas com
alca de Drigalski em placas de Petri, as quais continham um dos seguintes meios
soélidos: NFb, JNFb, LG, LGl (DOBEREINER et al., 1995) ou DYGS (DOBEREINER
et al., 1999). As placas foram colocadas em estufa bacteriol6gica pelo periodo de 7
dias na temperatura de 30°C +2°C, com excec¢do do LGI que foi incubado em

temperatura de 35°C +2°C. As coldonias que cresceram nos meios foram
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selecionadas e repicadas nos mesmos meios em que foram isoladas pelo método de
estriamento em placas. A acao foi repetida até a obtencao de colbnias puras.

Em frascos pequenos contendo 5 mL dos meios semissolidos NFb, JNFb,
LG e LGl foi inoculado 0,1 mL das suspensées de diluicdo 102 a 10 em triplicata e
incubados por 7 dias em estufa bacteriolégica nas mesmas temperaturas indicadas
para 0os meios sélidos. A formacéo de pelicula na superficie indicou a presenca de
bactérias diazotréficas que foram repicadas em placas contendo meio solido
acrescido de 20 mg do extrato de levedura (DOBEREINER et al., 1995).

Os isolados obtidos a partir dos meio solidos e semissolidos foram
conservados em frascos pequenos contendo 5 mL de seus respectivos meios de
cultura sdlido inclinado em duplicata.

A presenca ou auséncia da formacdo de pelicula no meio semissdlido foi
utiizado ainda, como referéncia para quantificacdo do numero de bactérias
presentes na amostra. Desta forma, a densidade da populacdo bacteriana foi obtida
pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP), utilizando a tabela de McCrady
(DOBEREINER et al., 1995), tendo como resultado o nimero de células g™ de raiz
de quinoa.

A andlise fenotipica pode examinar as caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas e bioquimicas da célula. As bactérias apresentam tracos peculiares
guando cultivadas sob determinadas condi¢fes, que sdo importantes no processo
de caracterizacdo. As caracteristicas morfofisioldégicas das colbnias avaliadas foram:
tamanho das col6nias (em mm), alteracdo do pH nos respectivos meios de cultura,
cor, forma, elevacéo, borda, superficie, densidade e consisténcia de acordo com o
manual de Hungria e Silva (2011). A morfologia das col6nias nos diferentes meios de
cultura foram avaliadas aos 7 dias de crescimento com auxilio de uma lupa. Os
isolados bacterianos foram caracterizados com relagéo a resposta na coloracéo de
Gram, e ainda, em microscopio optico foi avaliada a morfologia da bactéria quanto a
forma celular.

Foram utilizadas as cepas de referéncia Herbaspirillum seropedicae SmR1 e
Azospirillum brasilense Ab-V5 para todas as caracteriza¢oes realizadas.

A partir dos dados resultantes das analises morfofisiologicas foi obtida a
matriz de distancias euclidiana com o coeficiente de dissimilaridade entre os
isolados. Com esta matriz procedeu-se o agrupamento dos isolados por meio do

método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), gerando um
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dendograma. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do aplicativo
computacional GENES (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolamento resultou em 130 colbnias de bactérias endofiticas, distribuidas
nas quatro areas avaliadas. Destas, 32 foram isoladas do solo da area de floresta e
41 da area agricultdvel de Entre Rios do Oeste, 29 da floresta e 28 da area
agricultavel de Toledo.

As bactérias identificadas com o numero de 1 a 41 foram isoladas das raizes
das plantas de quinoa cultivadas na Area Agricultavel de Entre Rios (AER), de 42 a
69 das plantas cultivadas na Area Agricultavel de Toledo (ATO), de 70 a 98 de
raizes das plantas de quinoa da Area de Floresta de Toledo (FTO) e 99 a 130 de
plantas cultivadas na Area de Floresta de Entre Rios (FER), AZ-131 corresponde a
cepa de referéncia A. brasilense e HB-132, H. seropedicae.

Das 130 bactérias isoladas, sete foram obtidas a partir dos meios
semissélidos JNFb, LG e NFb, nas &reas agricultaveis de Entre Rios do Oeste e
Toledo, sendo que ndo houve isolamento de bactérias em meios semissolidos nas
areas de floresta de ambos os locais. Os isolados da area agricultavel de Entre Rios
do Oeste foram identificados como AER-16, AER-17, AER-25 e AER-33 e os
isolados da &rea agricultavel de Toledo foram ATO-65, ATO-68 e ATO-69.

Segundo Videira, Araujo e Baldani (2007) bactérias diazotréficas endofiticas
sdo isoladas em meios semissolidos e livres de nitrogénio (N), uma vez que a
enzima nitrogenase, responsavel pela degradacdo do N, é sensivel ao oxigénio e
estas se alojam logo abaixo da superficie do meio. As sete colénias de bactérias
obtidas a partir dos meios semissélidos sdo provavelmente endofiticos fixadores de
nitrogénio, pois além de terem sido isoladas em meios semissadlidos, foram isolados
dos tecidos radiculares das plantas de quinoa.

Pelas analises, evidencia-se que 27% dos isolados foram obtidos quando se
empregou 0 meio DYGS, 21% em NFb, 18% em LG e JNFb e 17% em LGI. Assim,
todos os meios foram eficientes no isolamento de bactérias associadas a plantas de
quinoa. Os meios empregados diferem principalmente em relacdo a fonte de
carbono e pH, objetivando isolar grande numero de bactérias. A presenca de
endofitos em plantas de quinoa confirma a existéncia de associacao planta-bactéria
para esta cultura, da mesma forma que ocorre em diversas outras, como 0 arroz
(RODRIGUES et al, 2006) e o milho (PEDRINHO et al., 2010; ROESCH et al., 2007).
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Houve maior quantidade de bactérias isoladas em meio DYGS,
possivelmente por ser um meio mais rico em nutrientes. Os meios de cultura, por
serem seletivos para determinados géneros podem ter limitado o isolamento de uma
populacao ainda mais variada de bactérias (VIDEIRA et al., 2011). Por outro lado, o
uso dos meios seletivos facilita a caracterizacdo das bactérias isoladas.

As caracteristicas morfofisiologicas foram muito variadas, resultado da
abundante heterogeneidade das colbnias de bactérias isoladas. Porém, cabe
ressaltar que se sobressairam as bactérias de forma circular, incolores, de borda
inteira com elevacao convexa, superficie fosca, opaca e de consisténcia viscosa. A
grande parte dos isolados nao alterou o pH do meio de cultura onde se

encontravam, mantendo-o, neutro (Figura 3).
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Figura 3. Caracteristicas morfofisioldgicas das col6nias avaliadas em relacao a alteracdo do
pH no meio de cultura (pH), coloragdo (COR), forma (FOR), borda (BOR), elevagéo (ELE),
superficie (SUP), detalhes 6pticos (DOP) e consisténcia (CONS), referente aos isolados das
areas de Entre Rios do Oeste e Toledo, estado do Parand, entre outubro e dezembro de
2014.

Ja no que se refere as caracteristicas estruturais da bactéria, 53% se tratava
de bacilo Gram negativo, sendo que se analisando apenas Gram, 90% eram
negativas. Estes dados sdo similares aos encontrados por Dall’Oglio-Chaves (2013)
no isolamento de bactérias endofiticas em plantas isca de trigo e milho. Apesar de
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haver bactérias endofiticas Gram positivas como Paenibacillus (BENEDUZI et al.,
2008), a maioria das que possuem capacidade de promocao de crescimento como
Herbaspirillum, Azospirillum e Burkholderia sdo Gram negativas.

As bactérias endofiticas podem ocorrer em qualquer tecido da planta. Em
geral, 0 numero de bactérias € maior na raiz em relacdo as demais partes, porém a
contagem da populagdo bacteriana diazotrofica pela técnica do NMP variou de néo
detectado a 1,5x10° células mL™ (Tabela 2) nas amostras de raizes de quinoa.
Antonio e Reis (2011) observaram grande variacdo na contagem de células em

isolados de cana-de-ac¢ucar advindos de diferentes locais de coleta.

Tabela 2. Contagem de bactérias diazotroficas endofiticas pela técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) nas areas de Entre Rios do Oeste e Toledo, estado do Parand, entre
outubro e dezembro de 2014

Meio Solo da Area de
de Floresta de Entre  Agricultavel de Entre Rios  Florestade  Agricultavel de
cultura Rios do Oeste do Oeste Toledo Toledo
INFb ND* 4,5x10* ND 1,5x10°
LG ND 2,5x10* ND ND
NFb ND 2,5x10* ND 4,5x10*
LGI ND ND ND ND

*- ND: nao detectado.

A populagéo bacteriana pode variar em funcéo de diferentes fatores, como a
composicdo do solo, pH e a existéncia de culturas anteriores, evidenciado neste
trabalho pela inexisténcia de bactérias diazotréficas endofiticas presentes nas
amostras de raizes de quinoa que foram cultivadas nas areas de floresta. Pela
analise de solo (Tabela 1) pode-se perceber a existéncia de maior quantidade de
matéria organica nas areas de floresta, porém trata-se de solo inexplorado
comercialmente. Nas areas agricultaveis, culturas anteriores foram substituidas por
quinoa o que pode ter acarretado a diferenca na populacdo de isolados. Rodrigues
et al. (2006) atribuiram a diferenca de comportamento das populagcdes bacterianas a
época de plantio e as condi¢cdes experimentais do solo quando trabalhou com duas
variedades de arroz em solos das regiées do Rio de Janeiro e Goias.

O agrupamento das caracteristicas fenotipicas gerou um dendograma,
possibilitando identificar a formacdo de 14 grandes grupos quando a separacao

ocorreu em 70% de toda a dissimilaridade média obtida (Figura 4). A medida de
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dissimilaridade quantifica a distancia entre as respostas das caracteristicas
avaliadas nos isolados, esta por sua vez comprova a grande diversidade de
microrganismos nas areas, podendo ser observado a similaridade de organismos de
areas diferentes e também dos organismos pertencentes a mesma area.

Os maiores grupos foram o | com 29 isolados, seguido do grupo VI
composto por 23 isolados. Os menores grupos foram o IV e XIV formados por
apenas AER-13 e FTO-96, respectivamente.

H. seropedicae (HB-132) se enquadrou no grupo IX e apresentou pequena
distancia morfoldgica para o isolado FER-114, enquanto A. brasilense (AZ-131) se
apresentou no grupo VII e se demonstrou morfologicamente préximo de ATO-58 e
FER-117. Pode-se perceber que o isolado ATO-65 (area Agricultavel de Toledo) e o
FTO-93 (area de Floresta de Toledo), assim como o AER-25 (area Agricultavel de
Entre Rios) e o FTO-92 (area de Floresta de Toledo) tiveram 100% de similaridade,
demonstrando dessa forma que, bactérias endofiticas similares sdo encontradas,
independentes do tipo de solo em que sobrevivem.

Alguns solos, no entanto, podem ser mais propicios a uma maior variedade
de bactérias em funcdo da composicao, pH e outros fatores. Ikeda (2010) atribuiu a
alta variabilidade genética pelo indice de matéria organica e alta CTC, o que nao
pode ser confirmado neste trabalho, uma vez que o pH, assim como a percentagem
de CTC podem nao ser os unicos fatores de composi¢cdo do solo que afetam a
diversidade de enddfitos.

Em geral, houve heterogeneidade entre os grupos, pois quase a totalidade
destes apresentou bactérias advindas dos varios tipos de solo. O grupo I, no
entanto, se destacou por apresentar 62% de sua composi¢ao por individuos isolados
da Area Agricultavel de Entre Rios e 21% dos isolados da Area Agricultavel de
Toledo, ou ainda 83% de isolados pertencentes a area agricultavel.

Outro grande grupo que se deve ressaltar € o grupo VIII, por ter 73% de
seus integrantes advindos de solo de floresta, tanto de Toledo quanto de Entre Rios.
Da mesma forma, 72% do grupo IX foram constituidos por endofiticos da area de
Floresta de Entre Rios do Oeste. Os solos de floresta s&o caracteristicos pelo
acumulo de matéria organica, porém a composicdo de ambos € distinta, o que pode

ter promovido este agrupamento.
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Figura 4. Dendograma de dissimilaridade morfofisiolégica de 130 isolados provenientes de
diferentes solos de Entre Rios do Oeste e Toledo, estado do Parana, entre outubro e
dezembro de 2014, e das cepas referéncia, H. seropedicae (HB-132) e A. brasilense (AZ-
131).

FER: solo de floresta de Entre Rios do Oeste; AER: solo agricultavel de Entre Rios do Oeste; FTO: solo de floresta de Toledo;
ATO: solo agricultavel de Toledo.
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Diferentemente, NObrega et al. (2004) apresentou um estudo de diversidade
fenotipica e observou que os isolados ndo se relacionavam com as respectivas
areas de origem quando trata-se de areas degradadas, as quais estavam sendo
recompostas por estratégias especificas. Os agrupamentos néo revelaram nenhuma
condigcdo que resultasse em distingéo por origem do solo analisado.

As caracteristicas morfologicas e fisioldgicas sado utilizadas para diferenciar
bactérias quando avaliadas em conjunto, principalmente quando se utiliza meios que
sao elaborados com o objetivo de selecionar determinados géneros. O parametro de
comparacdo morfolégica para caracterizacdo de bactérias é bastante comum,
principalmente em rizébios. Medeiros et al. (2009) obtiveram 304 isolados de feijéo-
caupi com caracteristicas tipicas de rizobio e ainda os agrupou em 18 grupos
morfologicos para expressar a diversidade.

Pela caracterizacdo morfolégica em associacdo ao meio de cultura utilizado,
Santos et al. (2015) sugeriram que os diazotroficos obtidos a partir de milho
indicavam alguns dos isolados como Azospirillum spp. em meio JNFb, Burkholderia
em JMV e A. amazonense em LGI, conforme apresentado por Dobereiner et al.
(1995). Todavia, neste estudo nenhum isolado apresentou 100% de similaridade
com as cepas de referéncia H. seropedicae e A. brasilense. Mesmo utilizando meios
semi-especificos € possivel o isolamento de outros géneros com caracteristicas
semelhantes.

Nesse sentido, torna-se importante isolar e caracterizar as bactérias em
regibes e culturas distintas a fim de se obter bactérias planta-especificas, pois as
andlises realizadas sdo indicativas da densidade e diversidade populacional
existente em quinoa. Além disso, torna-se imprescindivel a continuidade dos estudos
com bactérias isoladas de uma cultura da qual pouco se conhece. Os isolados
agrupados e caracterizados fenotipicamente sdo fundamentais para os testes de

promocao de crescimento in vitro e in vivo.
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4 CONCLUSOES

1. Houve o isolamento 130 coldnias de bactérias endofiticas, revelando sua
associacao a raizes de quinoa.

2. O ndmero de bactérias endofiticas isoladas foi similar em Toledo e Entre Rios
do Oeste, tanto em area agricultadvel como em area de floresta.

3. As populacbes de bactérias diazotréficas endofiticas foram detectadas
apenas nas areas agricultaveis de Toledo e Entre Rios do Oeste.

4. O processo de agrupamento permitiu identificar a formacéo de 14 grupos de

bactérias por caracteristicas morfofisiolégicas em quinoa.
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CAPITULO Ill = SOLUBILIZACAO DE FOSFATO E PRODUCAO DE ACIDO
INDOLACETICO IN VITRO POR BACTERIAS ENDOFITICAS

RESUMO

As bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo caracterizadas por gerar
beneficios sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, podendo viver no
interior dos tecidos das plantas sem causar efeitos deletérios. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar bactérias endofiticas isoladas de plantas iscas de quinoa,
cultivadas em solos da regido oeste do Parana, quanto a producdo de acido
indolacético (AlIA) e solubilizacdo de fosfato. Um total de 130 bactérias isoladas a
partir de raizes de plantas de quinoa cultivadas em solo de floresta e agricultaveis de
Entre Rios do Oeste e de Toledo foram crescidas em meio DYGS por 48 horas. Em
seguida, as bactérias foram avaliadas quantitativamente em relacdo a producéo de
AIA em espectrofotbmetro e qualitativamente quanto a solubilizacdo de fosfato em
meio NBRIP sdlido para a formacdo de halo caracteristico. Todas as bactérias
produziram AIA em maior ou menor quantidade, com variacdo de 0,90 a 63,42 g
mg™ de proteina. No entanto, apenas 40% dos isolados apresentou halo de
solubilizagdo, sendo que 13% apresentaram baixo indice de solubilizacdo (1S<2),
21% médio (2< IS <4) e 7% alto indice de solubilizacdo de fosfato (IS>4). Portanto,
os isolados que solubilizaram fosfato e produziram AlA séo potenciais promotores de
crescimento de plantas de quinoa, podendo ser utilizados em futuras pesquisas em

condicao de campo.

Palavras-chave: Quinoa, NBRIP, promoc¢ao de crescimento.
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PHOSPHATE SOLUBILIZATION AND INDOLE ACID ACETIC PRODUCTION IN
VITRO BY ENDOPHYTIC BACTERIA

ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria are characterized by promoting benefits on growth
and development of plants. They can live in the plant tissues without causing
deleterious effects. The aim of this study was to characterize endophytic bacteria
isolated from bait plant quinoa grown in soils of the western region of Parana, for
their production of indole acetic acid (IAA) and phosphate solubilization. A total of
130 bacteria isolated from quinoa roots grown in forest and arable soils of Entre Rios
do Oeste and Toledo were grown in DYGS medium for 48 hours. After that, bacteria
were quantitatively evaluated for the production of IAA in spectrophotometer and
qualitatively on the phosphate solubilization in solid NBRIP medium for the formation
of characteristic halo. All bacteria produced IAA in a larger or smaller amount with the
range of 0.90 to 63.42 pg mg™ of protein. However, only 40% of the isolates showed
solubilization halo, whereas 13% had low solubility index (S1<2), medium 21% (2< Sl
<4), and 7% higher phosphate solubilization index (SI>4). Therefore, the isolates
phosphate solubilizing and IAA producer are potential plant growth promoter of

quinoa plants, which can be used in future studies under field conditions.

Keywords: Quinoa, NBRIP, growth promotion.



55

1 INTRODUCAO

Bactérias que habitam as raizes de plantas e exercem efeitos positivos
sobre elas sdo denominadas bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
(KUSS et al.,, 2007). H4 uma grande diversidade de microrganismos no solo,
principalmente na rizosfera. Estes microrganismos se beneficiam dos exsudados das
raizes das plantas e podem se estabelecer na rizosfera (rizosféricas), se associar
com as plantas (associativas) ou viver no interior de seus tecidos (endofiticas)
(SALA; FREITAS; SILVEIRA, 2007).

As bactérias endofiticas tém um elevado potencial para aumentar a
produtividade por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio e promocao de
crescimento, neste Ultimo caso, aumentando a absorcdo de agua e nutrientes pelas
plantas (IKEDA et al., 2012) por meio da produgéo de fithohormaonios, principalmente
auxinas. Além disso, pode sintetizar sidero6foros que solubilizam e sequestram ferro
do solo, e a solubilizacdo de fosforo, deixando estes minerais disponiveis para as
plantas (LODEWYCKX et al., 2002).

O fésforo € vital para todos os seres vivos e primordial para as plantas, no
entanto, apenas 5% do fosfato total do solo esta disponivel (EPSTEIN; BLOOM,
2006). Nas plantas, a deficiéncia de fosforo causa menor desenvolvimento de raizes
e de brotacdes, coloracdo verde escura nas folhas, as quais podem conter manchas
necroticas (TAIZ; ZIEGLER, 2009) se comparado a plantas da mesma espécie sem
esta deficiéncia.

Assim como o nitrogénio, o fésforo é um elemento essencial, porém quando
aplicado acaba se tornando indisponivel para as plantas, pois € rapidamente
imobilizado por diversos ions em diferentes tipos de solo (MOREIRA et al., 2010). As
bactérias endofiticas com capacidade de solubilizar fosfato s&o importantes durante
0 processo de colonizacdo, pois podem inicialmente colonizar o hospedeiro e
consequentemente prové-lo desse mineral, auxiliando no desenvolvimento vegetal
(PEDRINHO, 20009).

Outra caracteristica importante das BPCV é a producéo de fitoh6rmonios,
principalmente o acido indolacético (AIA). O AIA é a auxina mais abundante e de
maior relevancia fisioldgica. A biossintese de AIA estd associada aos tecidos com
rapida divisdo celular e crescimento, especialmente em partes aéreas (TAIZ,

ZIEGLER, 2009). Um dos efeitos mais caracteristicos na morfologia das plantas
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inoculadas com bactérias que sintetizam AlA € o alongamento das raizes e aumento
dos pélos radiculares. Os dados obtidos por Radwan, Mohamed e Reis (2004)
corroboram este fato, e observam que o alongamento radicular esta diretamente
relacionado a producao de AlA, afirmando que este parametro pode ser usado como
um bioensaio para quantificar a producéo desta auxina.

O estudo das interacbes entre planta e microrganismos vem se
intensificando nos ultimos anos, com o intuito de entender os varios fatores
envolvidos na selecdo de estirpes de bactérias eficientes em promover o
crescimento de diferentes culturas (FERREIRA; KNUPP; MARTIN-DIDONET, 2014).
Por isso, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar bactérias endofiticas isoladas de
plantas iscas de quinoa, cultivadas em solos da regido oeste do Parana, quanto a

producao de acido indolacético (AlA) e solubilizacdo de fosfato.
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2 MATERIAL E METODOS

As bactérias endofiticas avaliadas sdo oriundas do isolamento a partir de
raizes de plantas-isca de quinoa em quatro areas: area de floresta e area
agricultavel da Fazenda Experimental de Entre Rios do Oeste/PR, pertencentes a
UNIOESTE, designados FER e AER, respectivamente; area de Floresta Estacional
Semidecidual e &rea agricultdvel da Fazenda Experimental da PUCPR Campus de
Toledo/PR, designados FTO e ATO. Os solos das quatro areas sao classificados
como LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico (EMBRAPA, 2006). Utilizaram-se
plantas de quinoa como isca para o isolamento das bactérias. A quinoa pertence ao
gendtipo Q12 23 oriunda do programa de Melhoramento de Quinoa da UNIOESTE.
As andlises realizadas partiram de um total de 130 bactérias endofiticas, sendo 32
isoladas da &rea de floresta e 41 da area agricultavel de Entre Rios do Oeste, 29 da
area de floresta e 28 da area agricultavel de Toledo.

Os isolados foram inoculados em erlemeyers contendo 10 mL de meio de
cultura DYGS e foram incubados por 48 horas a 30°C em agitador de movimento
orbital. Ap6s o periodo de crescimento o meio se tornou turvo. O conteudo foi
despejado em tubos falcon de 15 mL e centrifugados a 3200 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante foi vertido fora e adicionou-se 5 mL de solucdo salina
0,85%. Em camara de fluxo laminar, retirou-se 2 mL deste conteddo para
determinacao da densidade otica (DO) de cada isolado e padronizou-se a DO de 0,5
em espectrofotometro a 600 nm. Nos tubos falcon os 3 mL restantes foram ajustados
com a mesma proporcgao de solucéo salina (KUSS et al., 2007).

Para a quantificacdo do acido indolacético (AlA), aliquotas de 500 pl das
amostras ajustadas para DO 0,5 foram inoculadas em erlemeyers contendo 20 mL
de meio DYGS em 3 repeti¢cdes. Foram incubados em agitador de movimento orbital
a 120 rpm por 72 horas a 30°C. Apoés este periodo, 2 mL de cada isolado foi
transferido para microtubos e centrifugados em centrifuga refrigerada a 11.180 rpm
(20.000 g) por 10 minutos a 4°C. Do sobrenadante obtido, 1,8 mL foi transferido para
tubos de ensaio de 10 mL, aos quais foram adicionados 1,2 mL do reagente de
Salkoswki (SARWAR; KREMER, 1995). A massa de bactérias restante do microtubo
foi congelada para posterior determinacdo de proteinas. Os tubos de ensaio
contendo o sobrenadante e o reagente de Salkowski foram reservados por 30

minutos em ambiente escuro para desenvolvimento da cor résea. A intensidade da
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cor foi determinada em espectrofotometro a 535 nm (ASGHAR et al., 2002). As
concentracbes de AIA foram determinadas por meio de uma curva padrao
previamente preparada com concentracdes conhecidas de acido indolacético (AlA)
de 0; 2,5; 5; 10; 15; 20 e 30 ug mL™.

A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada segundo a
metodologia proposta por Bradford (1976). Para tanto, foi utilizada a massa de
bactérias obtida do crescimento para determinacdo do teor de AIA. A massa de
bactérias foi retirada do congelador e a estas foi adicionado 1 mL de meio DYGS. O
material foi agitado até completa homogeneidade. Retirou-se uma aliquota de 100 pl
para um tubo de ensaio de 10 mL e adicionou-se 100 ul de NaOH 0,1 M. Os tubos
foram levemente agitados e levados ao banho-maria por 5 minutos a 70°C para
completa lise celular. Apds, adicionou-se 2 mL do reagente de Bradford previamente
preparado. As leituras foram realizadas em espectrofotometro a 595nm. Os valores
resultantes foram comparados com concentragcdes conhecidas de soroalbumina
bovina (BSA). A curva padréo foi preparada com concentracdes de 0, 20, 60, 100,
140, 180 e 200 pg mL™.

A avaliacdo qualitativa da solubilizacdo de fosfato foi feita através da
metodologia proposta por Nautiyal et al. (2000) em meio de cultura sélido NBRIP.
Com a agulha de platina tocou-se na colonia do isolado e se encostou levemente em
4 pontos na placa do meio de cultura NBRIP. Em cada placa havia um isolado com 4
repeticbes que foram incubadas em estufa a 28°C por 6 dias. Decorrido este tempo
foi realizada a avaliagdo da solubilizagcdo por meio da medicdo do diametro do halo
de solubilizagdo, e do halo da col6nia com o auxilio de uma régua graduada. A partir
dessas medidas, foi obtido o indice de solubilizacdo (IS) para cada isolado por meio
da férmula: IS = d Halo (mm) / d Colénia (mm) (BERRAQUEIRO; BAYA;
CORMENZANA, 1976), sendo d o diametro do halo ou da col6nia. Os isolados foram
classificados de acordo com os indices obtidos, em bactérias com baixa (1S<2),
média (2= IS <4) e alta (1IS=4) capacidade de solubilizagéo de fosfato.

Os dados de producédo de AIA dos isolados em cada local foram submetidos
a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias agrupadas pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do
aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados foram capazes de produzir compostos inddélicos. Em Entre
Rios do Oeste (Tabela 1) a producdo de AIA pelos isolados em solo de area de
floresta (FER) variou de 3,32 a 56,58 ug mg™ de proteina e de 1,36 a 62,94 pg mg™*
de proteina na &rea agricultavel (AER). Em Toledo (Tabela 2) a variagéo foi de 1,80
a 38,91 ug mg™ de proteina para os isolados em area de floresta (FTO) e de 0,90 a
63,42 pg mg™ de proteina dos isolados em area agricultavel (ATO).

Kuss et al. (2007) testaram a producdo de AIA por bactérias diazotréficas
endofiticas obtidas de cultivares de arroz e verificaram que todos os isolados
produziram AIA, que variou de 2,79 a 13,47 pug mL™. Beneduzi et al. (2008)
obtiveram uma variacdo maior nos valores de producdo de AIA, 0,1 a 269,4 pg mL™
em isolados da rizosfera e do solo. Apesar das bactérias de solo ser encontradas em
maior numero, a producdo de compostos indolicos nas bactérias isoladas da
rizosfera do trigo foram mais eficientes na producdo de compostos inddlicos em
comparacao aos isolados do solo. Essa distribuicdo pode ser atribuida a muitos
fatores como a morfologia das raizes, o estagio de desenvolvimento das plantas, os
exsudados das raizes e as propriedades fisicas e quimicas do solo.

A producdo de AIA por Herbaspirillum (4,82 pg mg' de proteina) e
Azospirillum (6,28 pg mg™ de proteina) foi inferior & maioria dos demais isolados. Em
todas as areas observou-se que ambas as cepas de referéncia se colocaram no
grupo com menor producdo de compostos inddlicos. Santos et al. (2015)
encontraram maiores valores de producado de AIA para Azospirillum em comparacéo
a Herbaspirillum spp. No presente trabalho ambas pertencem ao mesmo grupo.

Kuss et al. (2007) avaliaram a producéo do fitohorménio acido indolacético
(AIA) e o potencial de fixagao biologico de bactérias isoladas nos meios NFb, LGl e
LGI-P e constataram que algumas destas produziram mais AIA se comparadas com
A. lipoferum e A. brasilense, apesar de ndo se destacarem na fixacao biolégica de

nitrogénio.
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Tabela 1. Producdo de Acido Indolacético (AIA) e solubilizacdo de fosfato das estirpes
bacterianas isoladas nas areas Agricultavel e de Floresta de Entre Rios do Oeste/PR entre
outubro e dezembro de 2014

Isolado AlA Solubilizag¢éo fosfato Isolado AlA Solubilizagéo fosfato
AER?  ugmg™ prot IS® CSs° FER® ugmg’prot IS°® CS*
AER-4 62,94 a 2,10 média FER-100 56,58 a 0,00 ns
AER-30 32,62 b 0,00 ns FER-121 40,48 b 0,00 ns
AER-24 29,64 b 2,74 média FER-127 24,78 ¢ 0,00 ns
AER-29 29,14 b 0,00 ns FER-119 21,14 ¢ 0,00 ns
AER-32 2869 b 1,48 baixa FER-123 15,28 d 0,00 ns
AER-23 26,46 ¢ 1,79 baixa FER-120 13,50 d 0,00 ns
AER-1 26,01 ¢ 0,00 ns FER-107 11,28 e 2,08 média
AER-33 25,19 ¢ 2,00 média FER-99 11,23 e 0,00 ns
AER-22 23,19 d 0,00 ns FER-114 10,18 e 4,45 alta
AER-38 2251 d 1,19 baixa FER-130 9,63 e 0,00 ns
AER-7 21,95 d 0,00 ns FER-126 9,16 e 0,00 ns
AER-13 21,11 d 0,00 ns FER-103 8,68 e 0,00 ns
AER-3 20,11 d 2,68 média FER-124 824 e 1,60 baixa
AER-35 19,83 d 0,00 ns FER-101 790 e 0,00 ns
AER-31 16,50 e 0,00 ns FER-102 757 e 1,17 baixa
AER-10 1495 e 4,18 alta FER-115 753 e 0,00 ns
AER-34 14,86 e 0,00 ns FER-110 7,40 e 0,00 ns
AER-20 1465 e 2,21 média FER-104 7,12 e 0,00 ns
AER-16 14,64 e 0,00 ns FER-118 7,10 e 0,00 ns
AER-9 13,13 f 2,61 média FER-113 6,97 e 4,29 alta
AER-17 12,37 f 0,00 ns AZ-131 6,28 e 0,00 ns
AER-15 12,36 f 3,56 média FER-108 6,07 e 0,00 ns
AER-21 11,74 f 3,36 média FER-106 540 e 0,00 ns
AER-25 11,56 f 1,13 baixa FER-112 5,03 e 0,00 ns
AER-41 11,16 f 0,00 ns FER-117 499 e 5,79 alta
AER-28 10,66 f 1,13 baixa HB-132 482 e 0,00 ns
AER-40 9,99 f 0,00 ns FER-109 4,79 e 3,90 média
AER-8 8,81 g 0,00 ns FER-116 460 e 0,00 ns
AER-19 8,49 g 0,00 ns FER-111 437 e 0,00 ns
AER-14 8,05 g 0,00 ns FER-122 3,80 e 4,78 alta
AER-39 794 g 2,59 média FER-125 3,32 e 0,00 ns
AZ-131 6,28 h 0,00 ns FER-105 SC 0,00 ns
AER-36 595 h 254 média FER-128 sc 0,00 ns
AER-18 582 h 0,00 ns FER-129 SC 0,00 ns
AER-26 522 h 3,85 média
AER-6 502 h 1,82 baixa
HB-132 4,82 h 0,00 ns
AER-12 4,45 h 0,00 ns
AER-11 437 h 2,34 média
AER-27 437 h 211 média
AER-37 1,36 h 2,23 média
AER-2 sc 1,89 baixa
AER-5 sc 2,73 média
CV% 13,92 CV% 45 47

r -0,02 r -0,21

Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
? |solados das areas AER: Agricultavel de Entre Rios do Oeste e FER: Floresta de Entre Rios do Oeste

® indice de Solubilizagéo de Fosfato: d Halo (mm)/ d Coldnia (mm)

¢ Capacidade de Solubilizagdo de Fosfato de acordo com o indice de Solubilizagéo de Fosfato: baixa (1S<2), média (2< IS <4)
e alta (IS=4) capacidade de solubilizagéo de fosfato

* ns: ndo solubilizou; sc: sem crescimento; r: coeficiente de correlagdo entre produgdo de AlA e ISF
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Na é&rea agricultdvel de Entre Rios do Oeste o isolado mais eficiente na

producdo de AIA foi o AER-4 (62,94 ug mg™ de proteina); na area de floresta do

mesmo municipio foi o FER-100 (56,58 pg mg™ de proteina); na area agricultavel de

Toledo destacou-se o isolado ATO-63 (63,42 ug mg* de proteina) e na area de

floresta de Toledo o FTO-86 (38,91 pg mg™ de proteina) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 2. Producdo de Acido Indolacético (AIA) e solubilizacdo de fosfato das estirpes
bacterianas isoladas nas areas Agricultavel e de Floresta de Toledo/PR entre outubro e

dezembro de 2014

Isolado AlA Solubilizacéo fosfato Isolado AlA Solubilizacdo fosfato
ATO pgmg'prot IS Cs? FTO pugmg’prot IS cs?
ATO-63 63,42 a 0,00 ns FTO-86 38,91 a 0,00 ns
ATO-51 58,63 b 0,00 ns FTO-98 36,04 b 1,28 baixa
ATO-67 38,98 ¢ 0,00 ns FTO-88 34,17 b 0,00 ns
ATO-68 16,48 d 0,00 ns FTO-70 27,98 ¢ 0,00 ns
ATO-58 16,22 d 0,00 ns FTO-87 2230 d 2,78 média
ATO-46 15,89 d 0,00 ns FTO-72 19,31 e 0,00 ns
ATO-48 14,48 d 0,00 ns FTO-94 1592 f 0,00 ns
ATO-43 9,48 e 5,56 alta FTO-97 15,85 f 2,27 média
ATO-50 9,28 e 1,79 baixa FTO-80 14,51 f 0,00 ns
ATO-45 8,57 e 0,00 ns FTO-89 1192 g 1,58 baixa
ATO-44 8,53 e 0,00 ns FTO-93 11,48 g 1,75 baixa
ATO-52 851 e 3,08 média FTO-73 11,21 g 0,00 ns
ATO-49 8,42 e 0,00 ns FTO-78 10,94 ¢ - sc
ATO-42 758 e 3,32 média FTO-84 10,20 g 4,36 alta
AZ-131 6,28 f 0,00 ns FTO-75 9,88 g 0,00 ns
ATO-60 572 f 1,76 baixa FTO-82 9,44 g 0,00 ns
HB-132 4,82 f 0,00 ns FTO-85 8,86 h 0,00 ns
ATO-57 468 f 3,95 média FTO-96 8,01 h 0,00 ns
ATO-69 450 f 2,73 média FTO-92 795 h 0,00 ns
ATO-47 434 f 0,00 ns FTO-77 6,86 h 0,00 ns
ATO-55 392 f 3,53 média FTO-79 6,65 h 0,00 ns
ATO-56 359 f 0,00 ns FTO-81 6,59 h 1,94 baixa
ATO-54 352 f 0,00 ns FTO-71 6,30 h 0,00 ns
ATO-64 3,18 f 1,44 baixa AZ-131 6,28 h 0,00 ns
ATO-62 2,45 f 1,87 baixa FTO-76 6,10 h 0,00 ns
ATO-66 237 f 453 alta HB-132 482 i 0,00 ns
ATO-53 209 f 353 média FTO-83 461 i 0,00 ns
ATO-61 1,43 f 0,00 ns FTO-90 3,66 i 0,00 ns
ATO-65 1,13 f 0,00 ns FTO-91 3,62 i 0,00 ns
ATO-59 0,90 f 4,19 alta FTO-95 3,25 i 0,00 ns
FTO-74 1,80 i 0,00 ns
CV% 18,97 CV% 16,94
r -0,33 r 0,20

Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

% |solados das areas AER: Agricultavel de Toledo e FER: Floresta de Toledo.

® ndice de Solubilizagdo de Fosfato: d Halo (mm)/ d Col6nia (mm)
¢ Capacidade de Solubilizagdo de Fosfato de acordo com o indice de Solubilizagdo de Fosfato: baixa (1S<2), média (2<

IS <4) e alta (IS=4) capacidade de solubilizagéo de fosfato

* ns: ndo solubilizou; sc: sem crescimento; r: coeficiente de correlagéo entre producéo de AlA e ISF
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Assumpcéo et al. (2009) obtiveram valores de producao de AlA por bactérias
diazotréficas endofiticas isoladas de soja que variaram de 2,6 a 34,9 ug mL™,
guando quantificados em meio de cultura. Quando submetidos a testes em casa de
vegetacdo apenas um dos isolados se mostrou eficiente no aumento da biomassa
seca de raiz, enquanto os demais foram similares ou inferiores ao controle sem
inoculacdo de bactérias. Olivares, Reis e Facanha (2002) demonstraram que a
inoculacdo de cana-de-agucar com cepas de G. diazotrophicus altera as condi¢cbes
anatémicas e fisioldgicas das plantas hospedeiras, como 0 aumento na emergéncia
de raizes laterais finas e do sistema radicular no geral.

Apesar de um dos atributos das BPCV ser a producao de fitohormonios,
principalmente o AlA, é importante salientar que a capacidade de produzir altas
concentracfes de indois ndo € necessariamente garantia de que havera incremento
no crescimento destas plantas, uma vez que a concentracdo elevada de AlA pode
ter efeitos deletérios (SALA; SILVEIRA; CARDOSO, 2007). A producdo de AIA é
apenas um dos fatores que pode favorecer o desenvolvimento das plantas. Ji,
Gururani e Chun (2014) encontraram diferencas morfolégicas entre cultivares de
arroz que foram tratados com isolados de BPCV gerando efeitos positivos no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Estes isolados obtiveram resultados
expressivos na producdo de auxinas e sideréforos, solubilizacdo de fosfato e
antagonismo contra duas espécies de fungos. Isso reforca a hipétese de que pode
haver mais de uma caracteristica de promocao de crescimento que ajam de forma
conjunta de modo a auxiliar no desenvolvimento das plantas.

As cepas de BPCV tem potencial para outras caracteristicas benéficas e
produzem efeitos positivos no desenvolvimento vegetal. A capacidade de
solubilizag&o de fosfato esta difundida em bactérias associadas as plantas e de solo.
No teste de solubilizacdo de fosfato, a producdo de uma zona clara ao redor das
colonias bacterianas em meio de cultura contendo fosfato é a indicacédo da presenca
de solubilizadores de fosfato. A medida do halo em relagdo ao crescimento da
bactéria gera o indice de solubilizacdo. Observou-se que do total de isolados,
considerando-se as quatro areas, 60% nao foi capaz de solubilizar fosfato, 13%
apresentaram baixo indice de solubilizagdo (1S<2), 19% médio (1IS<4) e 7% alto
indice de solubilizagéo de fosfato (1S>4) (Figura 1).

A maioria das bactérias isoladas das areas de floresta de Toledo e Entre

Rios ndo solubilizou fosfato, correspondendo a 72% e 75% dos isolados,
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respectivamente (Figura 1). As caracteristicas fisicas e quimicas do solo podem ter
influenciado a distribuicdo ecoldgica destas bactérias, uma vez que os endofiticos se
originam de solos onde as plantas hospedeiras sédo cultivadas, assim como 0s
fatores aleatorios que dependem da probabilidade com que ocorre a interacéo
planta-bactéria induzem a colonizacdo das plantas por diferentes bactérias,
determinando sua composicdo bacteriana endofitica (HARDOIM; OVERBEEK;
ELSAS, 2008).

80% -
70%

60% -

50% - M sem solubilizagdo
40% M baixo
médio

30% -
M alto
20% -+

10% -

0% -
AER ATO FTO FER  TOTAL

Figura 1. Isolados distribuidos por capacidade de solubilizagdo de fosfato nas areas
avaliadas. AER: Agricultavel de Entre Rios do Oeste; ATO: Agricultavel de Toledo; FTO:
Floresta de Toledo; FER: Floresta de Entre Rios do Oeste

Os isolados que apresentaram alto indice de solubilizacdo de fosfato foram o
AER-10 (IS 4,18), ATO-43 (IS 5,56), ATO-59 (IS 4,19), ATO-66 (IS 4,53), FTO-80 (IS
4,36), FER-114 (IS 4,45), FER-117 (IS 5,79), FER-113 (IS 4,29) e FER-122 (4,78)
(Tabelas 1 e 2). Estes indices foram superiores aos encontrados por Marra et al.
(2012) em isolados de feijdo de corda como plantas isca em solos com alta
disponibilidade de fosforo insoluvel. A avaliacdo da solubilizagdo em meio soélido
demonstrou que o indice de solubilizacdo de suas cepas teve valores de baixo a
meédio, sendo que o maior indice foi de 3,55 referente ao isolado identificado como
Acinetobacter sp. Islam et al. (2007), no entanto, encontraram o indice de 6,7 para
Acinetobacter sp. BR-25 e 4,6 para Acinetobacter sp. BR-12 isolados de arroz em

meio NBRIP. Além disso, relataram que o valor do pH dos meios de cultura diminui



64

com o crescimento bacteriano sugerindo que a secrecdo de &cidos organicos pela
bactéria pode desempenhar papel na capacidade de solubilizacdo de fosfato.
Corroborando este fato, Ribeiro e Cardoso (2012) atribuiram a solubilizacdo do
fosfato das bactérias isoladas em araucéaria a uma diminuicdo do pH nos meios de
cultura, causada pela producéo de acidos organicos pelas bactérias.

PANHWAR et al. (2012) determinaram a producdo de acidos organicos em
sete cepas isoladas de arroz que tiveram o maior valor de producédo em meio NBRIP
contendo fosfato tricalcico. Os microrganismos que produziram halos em placas
contendo meios fosfatados foram capazes de produzirem &cidos organicos.

Qualitativamente, pode-se dizer que a minoria dos isolados solubilizou
fosfato em contraste ao resultado apresentado por Panhwar et al. (2012), onde todas
as cepas isoladas foram eficientes na solubilizacdo de fosfato em meio NBRIP,
porém em termos numéricos os dados apresentados neste trabalho sdo muito
significativos, uma vez que, 51 isolados puderam solubilizar fosfato. Neste aspecto,
Pedrinho et al. (2010) classificaram pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA
0s 27 isolados positivos para a prova de solubilizagcdo e os identificou como
pertencentes aos géneros Bacillus, Burkholderia, Sphingomonas, Pantoea e
Azospirillum. Esses resultados demonstram a grande diversidade de microrganismos
presentes nas mais diversas plantas e no solo como solubilizadores de fosfato.

Em um estudo envolvendo a inoculacdo das bactérias endofiticas
Burkholderia sp. e Herbaspirillum sp. testadas anteriormente, quanto a solubilizacédo
de fosfato e fixagcdo de nitrogénio, Baldotto et al. (2012) comprovaram que houve
aumento nos niveis de nutrientes nas folhas do milho, assim como maiores taxas de
crescimento da parte aérea e raizes da planta.

Embora, plantas inoculadas com bactérias com caracteristicas de fixacdo de
nitrogénio e solubilizacdo de fosfato aumentem os niveis de N, P e K na planta,
Souza et al. (2012) ao inocular bactérias incapazes de solubilizar fosfato in vitro e
com baixa capacidade de reduzir acetileno ainda sim obtiveram resultados
nutricionais positivos. Desta forma, pode-se inferir que outros mecanismos de
promocao de crescimento como a producédo de AIA por meio do desenvolvimento
radicular permita que a planta possa explorar mais o solo e consequentemente,
aumentar os niveis de nutrientes.

Nos isolados obtidos ndo houve correlacdo entre a solubilizacdo de fosfato e

a producdo de AIA em nenhuma das areas (Tabelas 1 e 2). No entanto, cepas
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bacterianas com a combinacdo de mais de uma caracteristica de promocdo de
crescimento tem resultado com efeitos positivos significativos no desenvolvimento
das plantas. Diversas espécies do género Pseudomonas com altos niveis atividade
da ACC deaminase, médio nivel de producédo de AIA e moderado a altos niveis de
producdo de siderdforos tiveram resultados expressivos no alongamento de raizes
de canola em comparacdo a bactérias com apenas uma ou outra caracteristica
(RASHID; CHARLES; GLICK, 2012).

Todos os atributos positivos, juntamente com as caracteristicas fisioldgicas,
como a producgédo de inddis, provéavel fixacdo de nitrogénio e solubilizacdo de fosfato
faz os microrganismos isolados, estrategicamente, interessantes para a exploragéo e
um programa de biofertilizantes (VIDEIRA et al., 2011). Isso pode acontecer,
principalmente em solos tropicais com alta absorcdo e fixacdo de fosforo, que
possuem geralmente baixo pH e textura argilosa, estas caracteristicas tem sido
alteradas com o uso de fertilizantes quimicos, resultando em um impacto negativo
nos ecossistemas (SALCEDO; PRIETO; CORREA, 2014).

Testes em casa de vegetacdo e no campo Sao necessarios para confirmar
as caracteristicas testadas in vitro na promocdo de crescimento de plantas de
quinoa, porém os isolados com alto indice de solubilizacdo de fosfato e producéo de
AlA apresentam potencial para uso como biofertilizantes.
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4 CONCLUSOES

1. Todas as bactérias endofiticas testadas foram capazes de produzir acido
indolacético in vitro, porém, com grande variacdo na quantidade,
independente de seu local de origem.

2. A solubilizacdo de fosfato ocorreu em 40% dos isolados, sendo que 7%
apresentou alto indice de solubilizacao.
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CAPITULO IV - CONSIDERACOES FINAIS

O wuso indiscriminado de fertilizantes sintéticos tem gerado grande
preocupacao perante o meio ambiente, exigindo novas tecnologias necessérias para
minimizar tais impactos, ja que a producdo de alimentos requer cada vez maior
produtividade com menor area. Para tanto, a bioprospeccdo de cepas bacterianas
Uteis ao melhoramento deve ser ampliada.

Assim como em outras culturas, o isolamento apresentou grande diversidade
de bactérias endofiticas em raizes de quinoa. A grande maioria delas, por sua vez,
teve caracteristicas importantes para a promoc¢ao de crescimento. Sabe-se que, a
ocorréncia de apenas uma caracteristica de promocéo, por vezes, € insuficiente para
o desenvolvimento das plantas, porém, pode-se fazer uso das cepas que apresenta
caracteristicas de interesse ou até mesmo o uso combinado de cepas distintas.

Sugere-se, a continuidade deste trabalho, com a identificacdo dos isolados e
testes a campo para comprovar a eficdcia das bactérias isoladas, as quais

apresentaram caracteristicas benéficas a promoc¢éao de crescimento.



