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Ata da reunido da Comissdo Julgadora da Defesa de Tese da Bidloga ELISIANE INES
DALL'OGLIO CHAVES. Aos seis dias do més de dezembro de 2013, as 14h, sob a
presidéncia do Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimardes, em sessdo publlca,, reuniu-se a
Comissdo Julgadora da Defesa de Tese da Bidloga Elisiane Inés Dall’Oglio Chaves,
discente do Programa de Pés-Graduagédo stricto sensu em Agronomia — Nivel Mestrado e
Doutorado, com area de concentracdo em “PRODUCAO VEGETAL”, visando a obtencao
do titulo de "DOUTORA EM AGRONOMIA”, constituida pelos membros: Prof. Dr. Edmar
Soares de Vasconcelos (Unioeste), Prof.a Dr.2 Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo (UFPR
- Palotina), Prof. Dr. Leonardo Magalhdes Cruz (UFPR - Curitiba), Prof. Dr. André Luiz
Martinez de Oliveira (UEL) e Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimardes (Orientador).

GOVERNO DO ESTADO

Iniciados os trabalhos, a candidata apresentou semindrio referente aos resultados
obtidos e submeteu-se a defesa de sua tese, intitulada: “Diversidade de bactéria
endofitica obtidas de solos do Oeste do Parana usando milho e trigo como
planta isca”.

Terminada a defesa, procedeu-se ao julgamento dessa prova, cujo resultado foi o
seguinte, observada a ordem de arguicdo:

Prof. Dr. Edmar Soares de VasCONCEIOS. ....uuiuuirieiueineiniinieiieeitsiteenenneneeneenennss Aprovado
Prof.2" Dri@ Eliane Cristina:Gruszka Vendruscolo::. i s srsitnsdis st ssmns s Aprovado
Prof. ‘D Leonardo MagalNaes CrtiZus ol . 58 oiia st de vnmsmshmen s ot s b S el s oo Aprovado
Prof. Dr. André Luiz Martinez de OliVEIra........iueeueininiineineieiiineeneneeeeenaeeeaennns Aprovado
Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimardes (Orientador)........cccuvueeueeienireenenensnnnnennns Aprovado

Apurados os resultados, verificou-se que a candidata foi habilitada, fazendo jus,
portanto, ao titulo de “DOUTORA EM AGRONOMIA”, 3drea de concentracdo:
"PRODUCAO VEGETAL”. Do que, para constar, lavrou-se a presente ata, que vai
assinada pelos senhores membros da Comiss&o Julgadora.

Marechal Candido Rondon, 06 de dezembro de 2013.
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RESUMO

DALL’OGLIO-CHAVES, Elisiane Inés, D. S. Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Dezembro de 2013. Diversidade de bactérias endofiticas obtidas de
solos do oeste do parana usando milho e trigo como planta isca. Orientador:
Vandeir Francisco Guimaraes. Coorientadora: Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo.

As bactérias promotoras de crescimento vegetal constituem um amplo grupo de
microrganismos, que associados as plantas representam um enorme potencial a ser
explorado, por contribuirem beneficamente com o crescimento de varias espécies
vegetais. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi estudar a diversidade
de bactérias endofiticas obtidas de solos do oeste do Parana, usando plantas de
milho e trigo como iscas e avaliar o potencial dos isolados para a promoc¢édo do
crescimento vegetal (PCV). Foram obtidos 136 isolados bacterianos provenientes de
raizes de trigo e milho semeadas em trés diferentes locais: area 1 (Argissolo
vermelho), area 2 (Latossolo vermelho) e area 3 (Nitossolo vermelho). Os isolados
foram avaliados quanto a capacidade de solubilizar fosfato insoliveis em meio
NBRIP e quanto a capacidade de sintetizar auxina em meio DYGS. Oitenta e quatro
estirpes bacterianas foram analisadas molecularmente através da analise de
polimorfismo por ARDRA e 41 destas tiveram fragmentos do gene 16S rDNA
sequenciados. A avaliacdo da capacidade de promocao de crescimento de seis dos
isolados foi realizada in vitro, onde destes, dois isolados contrastantes foram
avaliados quanto as suas performances em vaso. Como resultados obtidos, dos 136
isolados, 51% nao apresentaram capacidade solubilizadora de fosfato, 14%
apresentaram indice de solubilizacdo de fosfato (ISF) baixo (1S<2), 9,5% médio
(I1S<4) e 25,5% alto (1S=4), destacando-se o isolado UFPRPALM 3-66 (ISF 7,66). Os
valores de AIA (acido indol-3-acético) variaram entre 19,94 pg de AIA mg* de
proteina (UFPRPALM1-134) a 1170,98 pg de AIA mg™ de proteina (UFPRPALM 2-
32), sem a adicao de triptofano, e com adicdo de triptofano, apenas 42 isolados
(31%) foram capazes de produzir AIA, sendo 0s niveis maiores variando de 362,18
(UFPRPALM 3-65) a 5599,57 (UFPRPALM 3-80) pg de AIA mg* de proteina. A
analise de polimorfismo por ARDRA revelou 8 grupos bacterianos com 70% de
dissimilaridade e apenas 8 isolados apresentaram perfil clonal. As sequencias do
gene 16S rDNA permitiu o agrupamento dos 41 isolados em oito grupos
filogenéticos diferentes, entre estes estdo as bactérias do género: Agrobacterium,
Shigella, Stenotrophomonas, Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Ensifer,
Brevibacillus, Escherichia, Acinetobacter, Bacillus e Burkholderia. Destes, foram
escolhidos seis isolados produtores de AIA e solubilizadores de P que foram
avaliados in vitro quanto a capacidade de crescimento. Neste experimento, dois
isolados contrastantes foram caracterizados: UFPRPALM 3-87 (Burkholderia
ambifaria), com maior e o UFPRPALT 1-14 (Pantoea ananatis), de menor
capacidade de promocdo de crescimento das plantulas de trigo in vitro,
respectivamente. Em vaso, os isolados ndo apresentaram respostas de promocao
de crescimento vegetal em solos de alta fertilidade, mas em condi¢cdes de baixa
fertiidade, o género Pantoea (UFPRPALT 1-14) foi o que apresentou a melhor
performance em termos de aumentos dos teores de nitrogénio da parte aérea em
trigo. Houve uma resposta diferencial dos isolados em termos de populagéo
microbiana epififica e endofitica entre espécies vegetais e condigbes de fertilizacdo
e/ou inoculacéo.

Palavras-chave: ARDRA, sequenciamento, Zea mays, Triticum



ABSTRACT

DALL'OGLIO-CHAVES, Elisiane Inés, D. S. Universidade Estadual do Oeste do
Parana, December de 2013. Diversity of endophytic bacteria obtained of soils in
western parana using corn and wheat bait-plants. Advisor: Vandeir Francisco
Guimaréaes. Co-Advisor: Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo.

The plant growth promoting bacteria constitute a large group of plant associated
microorganisms that has a huge potential to be explored for beneficial contribution in
plant growing. In this context, the aim of this work was to study the diversity of
endophytic bacteria obtained from soils in western Paranda, using plants such as
wheat and corn baits and evaluate the potential of isolates to promote plant growth
(PCV). A total of 136 endophytic bacteria isolates were obtaines from roots in three
different locations: area 1 (Argissolo vermelho), area 2 (Latossolo vermelho) and
area 3 (Nitossolo vermelho). A total of 136 endophytic bacteria strains were isolated
from roots in three different locations: area 1 (Argissolo vermelho), area 2 (Latossolo
vermelho) and area 3 (Nitossolo vermelho). The isolates were evaluated for their
ability to solubilize insoluble phosphate in NBRIP medium and also their ability to
synthesize auxin in DYGS medium. Eighty-four bacterial strains were analyzed by
molecular analysis of polymorphism by ARDRA and 41 of these fragments were
sequenced 16S rDNA. Six isolates randomly chosen were evaluated according to
their ability in promoting the plant growth in vitro, where from these, two contrasting
isolates were evaluated for their performances in pots. As results for biochemical
characterization, from 136 isolates, 51 % showed no phosphate solubilizing capacity,
14 % had a low level of phosphate solubilization index (ISF) low (1S<2), 9.5%
medium (1IS<4) and 25.5% higher (1S24), the higher ISF was verified in UFPRPALM
3-66 (7.66). IAA (indole-3-acetic) values ranged from 19.94 (UFPRPALM1 -134) to
1170.98 mg IAA mg protein® (UFPRPALM 2-32) without tryptophan addition and
adding this aminoacid , only 42 strains (31%) were able to produce IAA in higher
levels ranging from 362.18 (UFPRPALM 3-65) to 5599.57 (UFPRPALM 3-80) mg
IAA mg protein . The polymorphism analysis revealed by ARDRA bacterial 8 groups
with 70% dissimilarity and only 8 isolates showed clonal profile. The sequences of
the 16S rDNA allowed the grouping of 41 isolates in eight different phylogenetic
groups, among these the bacteria of the genus: Agrobacterium, Shigella,
Stenotrophomonas, Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Ensifer, Brevibacillus,
Escherichia, Acinetobacter, Bacillus and Burkholderia. Of these, six isolates
producing IAA and P-solubilization ability wich were evaluated for in vitro growth
capacity were chosen. Isolated in this experiment, two contrasting were
characterized: UFPRPALM 3-87 (Burkholderia ambifaria), more and UFPRPALT 1-14
(Pantoea ananatis), with lower ability to promote the growth of wheat seedlings in
vitro, respectively. In the pot experiment, the isolates showed no responses of plant
growth promotion in high fertility soils, but at low fertility condition, the genus Pantoea
(UFPRPALT 1-14) showed the best performance in terms of increases in nitrogen
concentration of shoots in wheat. There was a differential response of the isolates in
terms of epiphytic and endophytic microbial population and between plant species
and conditions of fertilization and/or inoculation.

Key-words : ARDRA, sequencing, Zea mays, Triticum
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos representam a maior riqueza em diversidade bioquimica e
molecular na natureza. Dentre estes, encontram-se as bactérias diazotréficas, que
em associacdo com as plantas, podem trazem beneficios como a promog¢édo do
crescimento vegetal. Essa associacdo tem sido demonstrada pela melhoria no
desempenho das plantas, sendo de extrema importancia para a agricultura
(AZEVEDO, 1998; GALVAO et al., 2010).

As bactérias diazotroficas sdo potenciais como promotoras de crescimento
vegetal, produzindo fitormdnios, fixando nitrogénio (N2) ou devido a outros
mecanismos que contribuam para o desenvolvimento da planta, como produc¢éo de
siderdéforos, solubilizagdo de fosfatos e regulacdo dos niveis enddgenos de etileno,
um fitormonio sinalizador de estresses em vegetais. No entanto, a interacdo entre
bactérias diazotroficas e gramineas ndo ocorre da mesma maneira que a interacao
entre rizébio e leguminosas, onde se formam os nédulos caracteristicos da interacéo
(FIGUEIREDO et al., 2010).

As inconscisténcias nos resultados da utilizacdo de bactérias diazotréficas
endofiticas em gramineas, pela especificidade de interacdo entre a bactéria, a
espécie vegetal, e as condi¢cbes nutricionais, assim como de fatores abioticos do
meio ambiente fazem com que os estudos de performance sejam cruciais para a
recomendacdo e uso em escala comercial dos mesmos (SALA; SILVEIRA e
CARDOSO, 2007, MOREIRA et al., 2010; BHATTACHARYYA e JHA, 2012).

Desta forma, experimentos que visem o isolamento e caracterizacdo de
bactérias em regides nativas podem proporcionar a identificagdo de novas estirpes
de bactérias diazotréficas que apresentam caracteristicas importantes na fixacao
biologica de nitrogénio e na promocdo de crescimento vegetal. A caracterizacao
fenotipica e genotipica € essencial para a compreensao da diversidade de espécies
bacterianas em cada local (REIS et al., 2010).

Inimeros trabalhos tém sido realizados buscando o isolamento,
caracterizacdo e identificacdo de bactérias diazotréficas em gramineas (KHALID;
ARSHAD e ZAHIR, 2004; SALA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; ROESCH et
al, 2007, PEDRINHO, 2009; ILYAS e BANO, 2010; MAGNANI, 2010; RASHID;
CHARLES e GLICK, 2012; ARRUDA et al., 2013).
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Outros buscam elucidar a interacdo planta-bactéria (BERG, 2009; WEYENS
et al.,, 2009; BENEDUZI et al.,, 2013), além da demonstracdo de potenciais
aplicacdoes na agricultura e meio ambiente como: controle de doencas e pragas
(COMPANT et al., 2005; MENDES et al., 2007); promocao do crescimento vegetal
(CERIGIOLI, 2005; ROJAS-TAPIAS et al., 2012; SALAMONE et al., 2012); fixacao
bioldgica de nitrogénio em plantas (KUSS, 2006; MARRA et al., 2012); producédo de
metabdlitos de interesse farmacoldgico e biotecnolégico (OLIVEIRA; SETTE;
FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006); vetores para introducdo de genes de interesse
em plantas (MURRAY; LATCH; SCOTT, 1992) e producdo de produtos biolégicos
que reduzam a utilizacdo de fertilizantes na natureza (SALA et al., 2008; SINGH;
PANDEY e SINGH, 2011; PINTO JUNIOR, 2013) entre outros.

A regido oeste do Parana se caracteriza pela pujante agricultura, com alto
grau de tecnificacdo das suas propriedades. Por outro lado, os agricultores sempre
demandam por tecnologias que visem a diminuicdo dos custos e por alternativas
ecosustentaveis. Desta forma, estudos envolvendo o isolamento, caracterizacdo e
identificacdo de bactérias diazotroficas associativas com gramineas nesta regido sao

necessarios e promissores.

1.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a diversidade de bactérias endofiticas obtidas de solos do oeste do
Parana, usando plantas de milho e trigo como iscas e avaliar o potencial dos

isolados para a promocéao do crescimento vegetal (PCV).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar bactérias endofiticas de raizes de milho e trigo em trés areas de mata.

- Caracterizar bioguimicamente os isolados endofiticos, por analises do indice de
solubilizag&o de fosfato (ISF) e da producéo de &cido indol-3-acético (AlA).

- Determinar as identidades das sequéncias e o posicionamento taxonémico dos
isolados endofiticos com base no sequenciamento parcial do gene 16S rDNA

(acido desoxirribonucleico ribossomal).
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- Avaliar o potencial de isolados bacterianos na promog¢ao do crecimento de
plantulas de trigo in vitro, bem como de plantas de milho e trigo em solo com

baixa fertilidade e de trigo em solo de alta fertilidade.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO TRIGO E DO MILHO E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

O trigo, Triticum spp. é originario do centro de origem Asiatico Central,
pertence a familia Poaceae e é o segundo cereal mais produzido no mundo, com
significativa importancia na economia agricola global. Este cereal de inverno chegou
ao Brasil por volta do século XVI, e foi primeiramente introduzido no estado de S&o
Paulo, de onde migrou para o sul, sendo que seu estabelecimento ocorreu por volta
de 1960. Esta cultura é estratégica para o pais, pois a producdo nacional aumentou,
girando em torno de 5 milhdes de toneladas de trigo, porém o consumo interno e de
10 milhées de toneladas, deixando o pais a mercé da importacdo (EMBRAPA,
2013).

Segundo o Brasil (2013), esta previsto uma taxa de aumento de consumo do
trigo de 1,31% ao ano, contudo, acredita-se na possibilidade da reducdo da
importacdo, ja que o pais esta investindo na autossuficiéncia da producdo interna.
Por sua producédo alavancar parte da economia brasileira, € de extrema importancia
futuros investimentos no seu cultivo, que levam a maximizar a producao
impulsionando a cultura ser uma das principais e mais rentaveis do pais (CUNHA,
2009).

A cultura do trigo possui varios fatores limitantes para o seu desenvolvimento,
dentre estes, se encontra a grande exigéncia desta cultura por fertilizantes, por
influenciar diretamente na produtividade dos grédos, além de contribuir para o
aumento do custo total de producédo da cultura (FERREIRA et al., 2010; GIROTTO,
2012).

O milho é uma graminea originaria do centro Mexicano do Sul, e centro
secundéario Sul Americano, pertence a familia Poaceae e espécie Zea mays L.
(MAGALHAES, 2002). E uma das culturas mais importantes do mundo, e possui
relevante importancia econdmica devido a sua diversificada forma de utilizacao,
podendo ser empregado tanto na composicdo de racdo animal quanto para a
industria de alta tecnologia. Na alimentacdo humana o cereal ndo é muito apreciado
em grao, no entanto os seus derivados, representam um subsidio importante em
regides de baixa renda (DUARTE, 2000).
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O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, e no pais esta cultura é
uma das mais tradicionais, por ser cultivada em diferentes condicbes de clima e
solo. Sua producdo na primeira safra 2012/13, foi de 15.567,6 mil toneladas, tendo
uma variacdo de 21% se comparado com a safra 2011/12 que foi de 12.868,6 mil
toneladas, na regido sul do pais, isso, levando-se em consideragdo que a area
destinada ao seu cultivo nesta regidao teve uma diminuicdo de 9,5% se comparado
com a safra 11/12. Evidenciando um aumento expressivo na produtividade (CONAB,
2013).

Semelhante ao trigo, o aumento da produtividade tem por inicio a utilizacédo
de préaticas de manejo adequadas a cultura, em especial, o adequado suprimento
nutricional. Através de pesquisas foram constatadas que as maiores exigéncias da
cultura referem-se ao nitrogénio e potassio, seguidos por calcio, magnésio e fésforo
(COELHO et al., 2000).

Neste contexto, a exploracdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), e
promocdo de crescimento vegetal realizada por bactérias diazotroficas tem se
mostrado de grande importancia e potencial para as culturas do milho e do trigo
reduzindo assim a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, consequentemente 0s
impactos ambientais e os custos de producdo, sem que ocorram prejuizos ao
produtor (REIS, 2007; MORAIS, 2012; PINTO JUNIOR, 2013).

2.2 Importancia dos Microrganismos do Solo

A microbiota do solo é constituida por um numero expressivo de
microrganismos, que possuem um papel fundamental nos processos de
mineralizacdo da matéria orgéanica, fornecendo a planta nutrientes que sao
importantes ao seu desenvolvimento. Como o solo é formado por parte organica e
inorganica (rochas e minerais), os microrganismos do solo sdo responsaveis pelas
inUmeras reacdes bioquimicas que permitem a decomposi¢cdo da matéria organica e
ciclagem dos elementos (SANON et al., 2009).

Uma melhor compreensdo da dinamica espacial e temporal nas interacfes
entre plantas e bactérias da rizosfera, bem como a natureza e a regulamentacéao dos
mecanismos envolvidos podem contribuir para o desenvolvimento de cultivares
eficientes na aquisicdo de nutrientes (MARSCHNER, CROWLEY e RENGEL, 2011).
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Desta forma, a aquisicdo dos nutrientes do solo pelas plantas é regulada pelo
crescimento de suas raizes e da interagdo com os componentes bibticos e o abidtico
do solo. Essa interacdo se manifesta em grande parte pelas propriedades fisicas,
guimicas e bioldgicas da rizosfera (HINSINGER et al., 2009).

As plantas e microrganismos desenvolveram mecanismos semelhantes para
mobilizacdo e absorcéo de nutrientes, com intensa competicdo por absorcédo, sendo
gue 0s microrganismos sdo capazes de assimilar os exsudatos das plantas, como
também podem decompor estes compostos e imobilizar nutrientes contidos na
biomassa, antes que atinjam a superficie da raiz (MARSCHNER; CROWLEY e
RENGEL, 2011).

Montesinos (2003) estimou baseado em métodos moleculares que existem
mais de 4000 espécies de microrganismos por grama de solo. Desta forma, podem
estar presentes na rizosfera diferentes grupos de organismos: bactérias,
actinomicetos, fungos, algas, protozoarios e nematoides (HINSINGER et al., 2009).
Dentro dessas espécies, as bactérias, podem ser encontradas em nimero de 10
por m? de solo, correspondendo a aproximadamente 50 g de biomassa (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Sendo assim, sua atividade e proliferacdo é intensa na rizosfera,
pelo fato de ser o local de liberagdo de compostos organicos pelas raizes por
deposicédo, exsudacdo e secrecdo. As bactérias proximas as raizes das plantas
podem ser benéficas, deletérias (patogénicas) ou neutras (CARDOSO; TSAI e
NEVES, 1992; DOBBELAERE; VANDERLEYDEN e OKON, 2003).

No grupo das bactérias benéficas encontram-se as bactérias diazotroficas,
consideradas bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), que podem ser
agrupadas como bactérias rizosféricas (Beijerinckia fluminensis e Azotobacter
paspali), endofiticas facultativas (Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A.
amazonense) e endofiticas obrigatérias (Herbaspirilum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus, Burkholderia brasilensis e B.
tropica) (BALDANI e BALDANI, 2005).
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2.2.1 Promogéao de Crescimento Vegetal

As bactérias quando colonizam o sistema radicular tem apresentado a
capacidade de promover o crescimento vegetal pela alteragdo da arquitetura
radicular por mecanismos diretos como a fixagdo biologica de nitrogénio e/ou
producdo de fitormbnios; e por mecanismos indiretos como, por exemplo, o
antagonismo a fitopatogenos (FRANCHE; LINDSTROM e ELMERICH, 2009;
BHATTACHARYYA e JHA, 2012).

Trabalhos tem demostrado que as bactérias diazotroficas podem promover o
crescimento da planta (KHALID; ARSHAD e ZAHIR, 2004; GALVAO et al., 2010;
ROJAS-TAPIAS et al., 2012; SALAMONE et al., 2012), conforme segue na tabela 1:

Tabela 1. Mecanismos de promocdo de crescimento vegetal por bactérias
diazotroficas

Mecanismo Referéncia

Kennedy et al., 1997
Fixacao Bioldgica do Nitrogénio Bhattacharjee, Singh e Mukhopadhyay, 2008
Marra et al., 2012

Essen et al., 2007
Beneduzi et al., 2008a
D Onofrio et al., 2010

Producao de Sideroforos

Feng, Sheng e Song, 2006

Kuss et al., 2007
Producao de Fitorménios Mendes et al., 2007

Egamberdieva et al., 2008

Ali et al., 2009

Krome et al., 2010

Glick, 2005

Atividade da ACC-deaminase Shaharoona, Arshad e Zahir, 2006
Glick et al., 2007
Saleem et al., 2007

Das, Lyla e Khan, 2007
Solubilizacéo de Fosfato Song et al., 2008

Taurian et al., 2010

Beneduzi et al., 2013

Adhikari et al., 2001

Costa et al., 2002

Nunes et al., 2002

Hsieh, Huang e Erikson, 2005
Mendes et al., 2007

Controle de doencas de plantas
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Devido as especificidades de interacbes com as plantas hospedeiras e a
facilidade de isolamento em meio de cultura, as bactérias diazotroficas tem sido
amplamente estudadas pelo seu potencial biotecnolégico de aplicacdo em culturas
de importancia econdémica, principalmente em gramineas (VIDEIRA et al., 2004;
SALA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; ROESCH et al, 2007, BENEDUZI et al.,
2008a; BENEDUZI et al., 2008b; RODRIGUES et al., 2008; PEDRINHO, 2009;
ILYAS e BANO, 2010; MAGNANI, 2010; ARZANESH et al., 2011; LASLO et al.,
2012; VIANA, 2012; ARRUDA et al., 2013; BENEDUZI et al., 2013; JI, GURURANI e
CHUN, 2013). A rizosfera microbiana seria vigorosamente associada com a ciclagem
biogeoquimica de nutrientes como C (carbono), P (fésforo), N (nitrogénio) e S
(enxofre), remocao de toxinas e producéo de fitormdnios (BHATTACHARYYA e JHA,
2012).

2.2.2 Fixacao Biologica de Nitrogénio

O nitrogénio (N) € um dos elementos minerais requerido em maiores
guantidades pelas plantas, e é também o que mais limita o crescimento por estar
diretamente relacionado com a producdo de novas células e tecidos (SOUZA e
FERNANDES, 2006).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) permite fixar o nitrogénio (Ny)
atmosférico em amoénia. Esta FBN é possivel apenas a um seleto grupo de
microrganismos, as bactérias diazotréficas, de vida livre (anaerdbias, aerdbias e
facultativas) ou endofiticas. Estas bactérias possuem a enzima nitrogenase, cuja
presencga as torna capazes de reduzir o N, para a forma combinada inorgéanica de
amoOnia (NHs3), que pode ser assimilado pelas plantas e outros organismos
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A reacao geral da reducdo do N, a amobnia sob

condi¢cBes normais é:

Nitrogenase

N,+ 8H"+ 8e" + 16 ATP ————>2 NH3 + H, + 16 ADP + 16Pi

Essa reacao é catalisada pelo complexo da enzima nitrogenase que atua na
hidrolise da adenosina trifosfato (ATP) e na transferéncia de elétrons para o
processo de reducdo do N, atmosférico a NHz, na auséncia de oxigénio (BURRIS,
1991).
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O complexo enzimatico pode ser separado em duas unidades proteicas
distintas: a Fe-proteina e a MoFe-proteina. A ferredoxina atua como doador de
elétrons para a Fe-proteina, que hidrolisa ATP e reduz a MoFe-proteina, a qual pode
reduzir o N, e H* (Figura 1). Uma forma de estimar a atividade da nitrogenase é
através da reacdo do acetileno a etileno (FRANCHE; LINDSTROM e ELMERICH,
2009):

Complexo da enzima nitrogenase

Proteina Fe Proteina MoFe
O P e e /,/"/7 = A\\
<16 ATP =

Ferredoxina,,

Produtos
2 NH,, H,

Substrato
N, 8 H

Ferredoxina,,;

Figura 1. Complexo da enzima nitrogenase que catalisa a reacdo do N, em NH.
FONTE: TAIZ e ZEIGER, 2013.

Pela complexidade da fixacdo bioldégica de nitrogénio, € requerida a
expressdo de um conjunto de genes denominados nif (nitrogen fixation), que
codificam as proteinas envolvidas diretamente no processo de reducédo do N, e sua
regulacdo, onde Fe-proteina € codificada pelo gene nifH e MoFe-proteina pelos
genes nifD e nifkKk (PEDROSA e YATES, 1984; FRANCHE; LINDSTROM e
ELMERICH, 2009). Diferentes trabalhos reportam a atividade da nitrogenase em
bactérias diazotréficas, até mesmo por vias independentes de molibdénio,
substituido por diferentes elementos como vanadio e o ferro (FALLIK; CHAN e
ROBSON, 1991; HUREK; EGENER e REINHOLD-HUREK, 1997; LOVELESS;
SAAH e BISHOP, 1999; JAMES, 2000; BETANCOURT et al., 2008; SILVA et al.,
2011) e a presenca de diferentes genes nif envolvidos na regulagcéo da fixagéo
biologica de nitrogénio (PEDROSA et al., 1989; DRUMMOND, WALMSLEY e
KENNEDY, 1996; ELMERICH et al., 1997; SEVILLA et al.,, 1997; GRABBE;
KLOPPROGGE e SCHIMITZ, 2001; POTRICH; PASSAGLIA e SCHRANK, 2001;
RONCATO-MACCARI et al., 2003; PEDROSA et al., 2011).
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A utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio tem despertado interesse no
meio agricola, devido principalmente ao seu impacto econémico. Uma vez que sao
capazes de fixar biologicamente cerca de 85% do nitrogénio necessario as plantas
(SOUZA, 2001). O maior destaque ainda esta na simbiose existente entre a familia
das leguminosas com o género Bradyrhizobium e Rhizobium. No entanto, avancos
nessa area tem demonstrado a capacidade de outras espécies de bactérias
diazotroficas em fixar nitrogénio em gramineas como espécies de Azospirillum sp.,
Herbaspirillum seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus (BALDANI e
BALDANI, 2005).

2.2.3 Solubilizacéo de Fosfato

O fosforo (P) € um macronutrientes essencial para planta, por participar de
processos metabdlicos importantes como transferéncia de energia, sintese de
acidos nucléicos e glicose, respiracdo, ativacdo e desativacdo de enzimas, entre
outros. No entanto, dos trés macronutrientes (NPK), o P € o elemento exigido em
menores quantidades, porém o0 mais usado nas adubagbes (RAIJ, 1991;
FERNANDES, 2006).

Muitos tipos de solos séo deficientes em P, tendo sua concentracdo menor
que 10 uM em pH 6.5, no qual o P esta mais solivel (GYANESHWAR et al., 2002).
Os solos agricultaveis contém grande reserva de P, devido & aplicacdes regulares.
Contudo, uma larga proporcdo de P inorganico e rapidamente adsorvida apos
aplicacao de fertilizantes fosfatados, tornando-se indisponiveis para as plantas. O
processo de adsorcéo e a precipitacdo de P que ocorre nos solos sdo dependentes
de pH e do tipo de solo. Em solo acidos, 6xidos fracos e hidréxidos de aluminio e de
ferro tem a capacidade de reter o P, ja em solos alcalinos, a fixacdo ocorre devido a
presenca de calcio, causando baixa eficiéncia na solubilizacdo de fertilizantes
fosfatados (GYANESHWAR et al., 2001).

Dentre os microrganismos do solo, as bactérias rizosféricas tem grande
potencial de solubilizar as formas insoliveis de fosfatos, aumentando e
disponibilizando P diretamente para as plantas pela solubilizacdo e mineralizacao
deste elemento, e em solos alcalinos, pela diminuicdo do pH (MARSCHNER,
CROWLEY e RENGEL, 2011). Desta forma, disponibilizando o nutriente para as
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plantas, que sera assimilado por estas para produzir biomassa (Figura 2) (GRAHAM
e VANCE, 2000).

Raiz Rizosfera Solo
\ Root hairs u
-
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Figura 2. Processos fisiolégicos e quimicos que influenciam a disponibilidade e
transformacao de fésforo na rizosfera.
FONTE: RICHARDSON et al., 2009.

Ha dois tipos de P presentes no solo: os fosfatos inorganicos e organicos. A
grande maioria dos fosfatos estdo em formas insollUveis e ndo disponiveis para as
plantas. Formas organicas de P disponiveis, principalmente por adubos organicos,
podem fornecer quase todo o P necessario para as plantas e podem corresponder a
guase 80% do P total assimilado. Plantas e microrganismos podem aumentar a
solubilidade da forma insoluvel de P inorgéanico libertando prétons, OH ou CO,, e de
acidos organicos tais como o citrato, malato e oxalato, e podem mineralizar P
organico por libertacdo de varias enzimas (MARSCHNER, CROWLEY e RENGEL,
2011). Esta mineralizacdo é mediada principalmente por enzimas fosfatases de
origem microbiana ou vegetal, que catalisam a hidrélise de ambos ésteres e
anidridos do acido fosférico, sendo dependentes do pH do solo para serem ativas
(KREY et al.,2013).

Chen et al. (2006) observaram que ha uma correlacéo inversa entre o pH dos
solos e a solubilizacdo de fosfato. A producdo de &cidos organicos pelas estirpes
bacterianas acidificaria o meio, facilitando e promovendo a solubilizagdo do mesmo
(BENEDUZI et al., 2008a).
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Outras formas de solubilizacdo de P podem ocorrer pela presenca de fitases
(mio-inositol hexaquisfosfato fosfohidrolases) que sdo fosfatases de alto peso
molecular produzidas por microrganismos como Aspergillus e Bacillus (RODRIGUEZ
et al., 2006). Recentemente, tem sido sugerido que o aumento da absorcao de Ca
pode também aumentar a disponibilidade de P, devido a solubilizacdo de fosfatos de
Ca na rizosfera (DEVAU et al., 2010).

Alguns géneros de bactérias tem merecido destague na solubilizacdo de
fosfato como Bacillus, Pseudomonas, Vibrio, Alcaligenes, Micrococcus,
Corynebacterium, Flavobacterium (DAS, LYLA e KHAN, 2007), Rhizobium (MARRA
et al., 2011), Burkholderia (SONG et al., 2008; MARRA et al., 2012).

Outros autores como Marra et al. (2012), observaram que as bactérias
Bacillus subtilis, Microbacterium imperiale e Paenibacillus kribbensis séo
solubilizadoras de fosfato, enquanto Dawwam et al. (2013) verificaram solubilizac&o
por estirpes de Achromobacter xylosooxidans e Bacillus cereus. A espécie Pantoea
agglomerans foi relatada por Furnkranz, Muller e Berg (2009), como solubilizadora
de fosfato, e as espécies bacterianas Gluconacetobacter diazotrophicus e
Burkholderia sp. por Beneduzi et al. (2013). Arruda et al. (2013) observaram que
estirpes Chryseobacterium sp. e Pseudomonas sp. foram positivas para
solubilizac&o de fosfato.

Diferentes meios tém sido empregados para verificar a capacidade de
solubilizagédo de fosfato em bactérias. Nautiyal et al. (2000), em seu trabalho com o
meio NBRIP, verificou que as bactérias sob diferentes concentracdes de sais de
calcio, aumentaram sua capacidade de solubilizacdo do fosfato na presenca desses
sais. No entanto, a caracterizacdo bioquimica de estipes quanto a capacidade de
solubilizar fosfato divergem na literatura, onde trabalhos apontam que determinadas
estirpes bacterianas solubilizam fosfato e em outros trabalhos as mesmas estirpes,
sob condicdes diferentes, ndo apresentam esta capacidade (RICHARDSON et al.,
2009).

Diante do exposto, novas alternativas para a identificacdo e caracterizacdo de
estirpes solubilizadoras estdo sendo propostas em nivel molecular. Chen et al.
(2006), identificou estipes bacterianas solubilizadoras de fosfato baseado em
sequencias do gene 16S rDNA e sua filogenia, verificando isolados de
Rhodococcus erythropolis, Serratia marcescens, Bacillus megaterium e Arthrobacter

ureafaciens, Arthrobacter sp., Gordonia sp., Chryseobacterium sp., Phyllobacterium
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myrsinacearum e Delftia sp. Ja Chung et al. (2005), usando a mesma técnica
agruparam o0s géneros Enterobacter, Klebsiella e Pantoea. Pérez et al. (2007)
correlacionaram a presenca dos genes gdh e pqgE, envolvidos na producéo de
acido glucbnico, com a capacidade de solubilizacdo de fosfatos por isolados
bacterianos obtidos de rocha limonitica.

Uma aplicacdo biotecnoldgica dessas estirpes solubilizadoras de fosfato foi
sugerida por Schoebitz, Ceballos e Ciampi (2013), que encapsulou duas bactérias
solubilizadoras de fosfato, Pseudomonas fluorescens e Serratia sp., em alginato de
sédio e em granulos de amido de batata, como forma de investigar a variacdo do pH,
a atividade enzimética da fosfatase alcalina e a solubilizacdo de fosfato na absorcéo
de P por plantas de trigo, desta forma para os autores a inoculacéo de rizobactérias
imobilizada € uma opcao promissora para veiculos de inoculantes para aumentar o
nivel de P em plantas de trigo e poderia ser uma técnica inovadora para aplicacdo

na industria agricola.
2.2.4 Producéo de Siderdforos

O ferro é um elemento que no solo é relativamente insolvel na forma de Fe®*,
dificultando a assimilacdo desse nutriente essencial pelas plantas, que absorvem
formas reduzidas de ferro (Fe?"). Alguns microrganismos do solo podem sequestrar
ferro de baixo peso molecular e disponibilizar para as plantas em forma de complexo
sideréforo-Fe®* (JURKEVITCH; HADAR e CHEN, 1992). Os sideréforos s&o
peptideos secretados por microrganismos diante de um estresse de Fe®', desta
forma as bactérias que produzem sider6foros atuam como promotores de
crescimento vegetal, por disponibilizar o ferro da rizosfera para a planta e/ou
imobilizar o ferro que estaria disponivel para a proliferacdo de fitopatégenos, inibindo
assim sua colonizacdo (WANG et al., 1993; VESSEY, 2003).

Pedrosa et al. (2011), em seu trabalho com Herbaspirilum seropedicae
SmR1, verificou em seu genoma um gene com cerca de 27.483 pb, que codifica um
peptideo modular sintase que, provavelmente é a Unica proteina na sintese de
sideroforos. Ainda neste estudo, foi observado que 27 genes estao envolvidos com o
transporte e metabolismo de ferro, onde existem inUmeros receptores de
siderdéforos, reforcando a capacidade dessa bactéria em promover crescimento na

planta em solos com limitagao de ferro.
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Sharma e Johri (2003) demonstraram a promocao de crescimento em plantas
de milho em solo com condi¢cdes limitantes de ferro, pela utilizacdo de estipes
bacterianas de Pseudomonas. Lacava et al. (2008) verificaram que todas as cepas
de Methylobacterium spp. possuem a capacidade de producédo de sideroforos, no
entanto, nem todas produziram o tipo de sideroforo catecol, mas foram capazes de
produzir o tipo hidroxamato. Neilands e Nakamura (1991) relatam que algumas
bactérias produzem o sider6foro hidroxamato, enquanto que outras bactérias
conseguem produzir o tipo catecolato. Penyalver et al. (2001), constataram que
Agrobacterium rhizogenes sao capazes de produzir grandes quantidades de
siderdforo hidroxamato.

A maioria dos estudos sobre a producgéo de sideroforos bacterianos tem sido
realizado com microrganismos que crescem sob condi¢cbes aerobicas. Essen et all.
(2007) comprovaram que a producdo de sideréforos por Pseudomonas stutzeri

ocorre tanto em condi¢cdes aerdbias quanto anaerobias.

2.2.5 Producéao de Fitormonios

Os fitormonios sdo substancias organicas, que desempenham importante
papel na regulagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas. Os principais
fitormbnios sdo as auxinas, citocininas, giberilinas, etileno e acido abscisico (CID,
2000). A capacidade das bactérias promoverem crescimento vegetal através da
producao de fitormoénios tem sido evidenciada em muitos trabalhos (PEDRAZA et al,
2004; CERIGIOLI, 2005; MARCHIORO, 2005; KUSS, 2006; MENDES at al., 2007;
EGAMBERDIEVA et al., 2008; PEDRINHO et al., 2010).

Dentre os hormoénios vegetais o que merece maior destaque é o AIA (acido
indol-3-acético), hormdnio do grupo das auxinas que promove 0 crescimento de
raizes e caules, através do alongamento das células recém-formadas nos
meristemas (CID, 2000). Ha evidéncias de varias rotas de biossintese de AlA (Figura
3), mas a principal € a via dependente do aminoacido triptofano, usado como
precursor fisiologico para a sintese de auxinas em plantas e bactérias (KHALID;
ARSHAD e ZAHIR, 2004). A biossintese do AIA Trp-dependente possui diversas
rotas, que sdo nomeadas de acordo com o seu intermediario: a via 4cido indol-3-

piravico (AIP), a via indol-3-acetamida (IAM), a via triptamina, e a via indol-3-
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acetaldoxima (IAOx). A producdo de compostos inddlicos in vitro, como &cido indol-
3-acético (AlA), acido indol-3-pirtvico (IPyA) e indol-3-acetamida (IAM), foi
evidenciada na bactéria Paenibacillus polymyxa (BENEDUZI et al., 2008a).

Precursor Rota independente do nplofano
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Figura 3. Provaveis rotas biossintéticas de AIA em bactérias.
FONTE: GALVAO et al., 2010.

Na microbiota do solo, os exsudados radiculares sédo fontes naturais de
triptofano, contribuindo com o aumento da biossintese de auxina na rizosfera, desta
forma a habilidade de sintetizar fitormonios é amplamente distribuida entre bactérias
associadas a plantas. A producdo de AlA pelas bactérias faz parte da sua atuacéo
guando associadas com as plantas, promovendo tanto a elongagcdo como a divisdo e
diferenciacdo celular nos tecidos vegetais (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN e
OKON, 2003).

Vérios autores tém mostrado que a producdo de AIA e a fixagcdo biolégica do
nitrogénio por bactérias diazotroficas contribuem significativamente com a promocao
do crescimento em gramineas (MEHNAZ e LAZAROVITS, 2006; EGAMBERDIEVA,
2007; EGAMBERDIEVA et al., 2008; BENEDUZI et al., 2013).

Diversos géneros bacterianos, isolados do solo ou de plantas iscas, tém
revelado grande variabilidade de microrganismos capazes de produzir grandes
guantidades de auxinas e compostos indolico in vitro, como Azospirillum,
Herbaspirillum,  Burkholderia, = Gluconacetobacter, Acinetobacter, Pantoea,

Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Achromobacter, Serratia, Rhizobium e
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Paenibacillus (PEDRAZA et al., 2004; PICARD e BOSCO, 2005; BENEDUZ] et al.,
2008a; EGAMBERDIEVA et al., 2008; EGAMBERDIEVA, 2009; ALI et al., 2009;
SPAEPEN et al., 2009; MONTANEZ et al., 2012; BENEDUZI et al., 2013; DAWWAM
et al., 2013; JI, GURURANI e CHUN, 2013).

Outro fitormdnio importante na interagdo planta-bactéria é o etileno, cuja
resposta das plantas a diferentes formas de estresse envolve a producdo endogena
deste fitormdnio. O efeito fisiolégico quando as células vegetais percebem as
moléculas de etileno é a senescéncia das células proximas ao sitio de biossintese,
como consequéncia leva a abscisdo de frutos ou folhas, ao desenvolvimento de
doencas, a inibicdo do crescimento, a sintese de enzimas (quitinase) e antibioticos
(CID, 2000; PIERIK et al., 2006).

Muitas bactérias promotoras de crescimento produzem a enzima 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico desaminase (ACC desaminase), essa enzima
catalisa a formacao do a-cetobutirato, que cliva o ACC, precursor do etileno. Essa
enzima na associacao planta-bactéria leva a uma diminuicdo da concentracdo de
ACC disponivel para a conversao em etileno (GLICK, 2005).

Devido ao fato de que menos etileno sera sintetizado pela planta, menores
serdo os efeitos inibitorios deste fitorménio na elongacdo das raizes, contribuindo
para o crescimento radicular (SINGH; PANDEY e SINGH, 2011). Em paralelo, as
bactérias se beneficiam por usar os produtos da reacdo da hidrolise do ACC como
nutriente para seu proprio crescimento, aumentando a sobrevivéncia bacteriana na
rizosfera, e promovendo de forma indireta o crescimento da planta (SHAHAROONA
et al.,, 2006; GLICK et a., 2007; FURNKRANZ, MULLER e BERG, 2009). Desta
forma, a presenga da ACC deaminase nas bactérias e de auxinas estdo
positivamente correlacionadas com o crescimento da planta hospedeira (SALEEM et
al., 2007).

Além da auxina e do etileno, trabalhos tem comprovado que as bactérias
promotoras de crescimento vegetal podem contribuir com a sintese de outros
fitormbnios como citocininas, giberelinas e acido abscisico. Egamberdieva et al.
(2008) ao cultivar Pantoea agglomerans em meio LB liquido, detectaram a producéo
de quatro fitorménios por esta bactéria: AIA (acido indol-3-acético), ABA (acido
abscisico), GA4 (acido giberélico) e CTK (citocinina). Karadeniz, Topcuoglu e Inan
(2006), quantificaram por HPLC os niveis de AIA (acido indol-3-acético), ABA (acido
abscisico), GA;3; (acido giberélico) e zeatina (citocinina) em diferentes estirpes
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bacterianas. Em Azospirillum sp. foi verificado a producdo de giberelinas,
representando um importante papel nos primeiros estagios de crescimento em
gramineas, por reduzir os efeitos de déficit de agua em sementes de cereais sob
estresse osmoético ou salino (CREUS et al., 1998). llyas e Bano (2010) ao isolarem
Azospirillum spp. de plantas de trigo em diferentes condicbes de umidade,
verificaram que os isolados da area de estresse hidrico tiveram os maiores indices
de AIA, GA, Zeatina (CTK) e ABA.

Outros géneros de bactérias tem se mostrado capazes de produzir
fitorménios, como Gluconoacetobacter, Herbaspirilum, Erwinia, Pantoea e
Pseudomonas (ZAKHAROVA et al., 1999; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; LEE et
al., 2004). No entanto, a producédo de fitorménios € um mecanismo de interacéo
planta-bactéria, sendo o efeito desta associagdo variavel de acordo com o genétipo
do hospedeiro e do préprio microrganismo (DROGUE et al., 2012).

2.2.6 Outras Funcdes das Bactérias na Promocao do Crescimento

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) tém sido
amplamente estudadas visando reduzir o impacto ambiental causado pelo uso de
fertilizantes quimicos, bem como aumentar a produtividade e diminuir os custos de
producédo. A contribuicdo destes microrganismos vai além de disponibilizar nutrientes
e auxiliar na assimilagéo destes pelas plantas. De maneira geral, estdo envolvidos
em mais de um mecanismo para promover 0 crescimento da planta, tais como
producdo de enzimas, bioativos, antibioticos e metabolitos. Sendo assim, a sua
presenca promove efeitos benéficos sobre a sanidade e o crescimento das plantas,
suprimindo a acgdo de fitopatdbgenos, por serem agentes potenciais para o controle
biol6gico (BABALOLA, 2010; HAYAT et al., 2010).

Mendes et al. (2007), em seu trabalho com Burkholderia cepacia, verificaram
gue a mesma tem potencial para controlar Fusarium em cana-de-agUcar. Varios
autores tém relatado que Pantoea agglomerans € eficaz como controle biolégico de
algumas doencas em plantas (NUNES et al., 2001; COSTA et al., 2002; NUNES et
al., 2002; HSIEH, HUANG e ERIKSON, 2005). Outros trabalhos demonstram o
potencial antagbnico que as bactérias endofiticas possuem frente a alguns
patdgenos (ARAVIND et al., 2010; LI et al., 2012; LUDUENA et al., 2012; YANG et
al., 2013; SOBOLEV; ORNER e ARIAS, 2013), sendo que 0sS mecanismos
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envolvidos neste processo podem ser variados. Trabalhos confirmam que as
bactérias promotoras de crescimento estdo envolvidas na inducdo de resisténcia
sistémica na planta (PRESS et al., 2001; KLOEPPER e RYU, 2006; KAVINO et al.,
2007; PAVLO et al., 2011; BARRETT et al., 2012).

Desta forma, as bactérias que possuem a caracteristica de biocontrole devem
ser capazes de proteger a planta hospedeira contra a colonizacdo de patdégenos.
Para isso um grande numero de compostos que sdo tOxicos para 0S organismos
patogénicos sdo sintetizados pelas bactérias, tais como cianeto de hidrogénio,
fenazinas, pirrolnitrina e pioluteorina, bem como outras enzimas e antibiéticos
(BABALOLA et al.,, 2010). Um exemplo de antibiético € o diacetyl-phloroglucinol,
produzido por algumas estirpes bacterianas como Pseudomonas fluorescens, que
suprime uma ampla gama de patégenos (DUFFY, KEEL e DEFAGO, 2004).

As pesquisas envolvendo bactérias promotoras de crescimento apontam para
a necessidade de explorar comercialmente estas bactérias como biofertilizantes e/ou
bioinoculantes, devido a seus beneficios: sdo mais seguros, mostram reduzidos
danos ambientais e um risco potencialmente menor para a saude humana, sdo
eficazes em pequenas quantidades, ao se multiplicarem séo controlados pela planta,
se decompdem mais rapidamente do que os pesticidas quimicos convencionais, 0
desenvolvimento de resisténcia é reduzido devido a varios mecanismos, e, podem
ser também utilizadas no manejo convencional de pragas ou em sistemas integrados
de manejo (BERG, 2009; BABALOLA et al., 2010).

2.3 ASPECTOS ECONOMICOS DA INTERACAO PLANTA-BACTERIA

O nitrogénio € o elemento mais importante para elevar a producdo na
agricultura. As gramineas séo altamente exigentes deste nutriente para alcancar alta
produtividade, e de maneira geral, trigo, milho e arroz utilizam nos diferentes
estagios fenoldgicos da cultura, cerca de 20 a 40 Kg ha™ de N por tonelada de gréo
produzido (ORR, JAMES e LEIFERT, 2011). Moreira et al. (2010), relataram que o0s
ganhos de nitrogénio em gramineas via fixacdo biolégica de nitrogénio giram em
torno de 25 a 50 Kg de N ha® ano™, o que corresponde ao suprimento médio de

cerca de 17% demanda nutricional da cultura.
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Desta forma, a utilizacédo de fertilizantes quimicos nitrogenados em gramineas
constitui um dos mais altos custos da agricultura, devido a quantidade utilizada. Pelo
fato de extensas areas serem ocupadas por cereais, a FBN por bactérias associadas
as gramineas torna-se de extrema importancia para uma agricultura sustentavel,
mesmo que apenas parte de suas necessidades de N possa ser suprida (HUNGRIA,
2011; SANTI, BOGUSZ e FRANCHE, 2013). Estima-se que no mundo, a FBN
contribua com 32 t ano™ em éreas cultivadas, correspondendo a 30% do nitrogénio
produzido na forma de fertilizantes no planeta (FILOSO et al., 2006).

Hungria et al. (2010) em seu trabalho com inoculagcédo de diferentes estirpes
de Azospirillum brasilense na cultura do milho (Zea mays L.) e do trigo (Triticum
aestivum L.) no Sul do Brasil, verificaram que as estirpes Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-
V7 aumentaram o rendimento de grdos de milho em 662-823 Kg ha, ou seja 24 a
30%, em comparagdo com a testemunha sem inoculacdo. J& no trigo, as estirpes
Ab-V1, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V8 foram as mais eficientes, com incremento de 13 a
18% na producdo (312-423 Kg ha™, respectivamente). Os mesmos autores ainda
constataram que a combinacdo de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 aumentou a
producdo de milho (27%) e de trigo (31%). Este estudo resultou na recomendacao
da primeira estirpe de Azospirillum autorizada para a produgdo comercial de
inoculantes no Brasil.

Experimentos foram realizados no Oeste do Estado do Parana com o intuito
de avaliar a inoculacédo de estirpes de A. brasilense (Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7), na
cultura do milho, os quais demonstraram que a inoculacdo das sementes com a
estirpe Ab-V7, e a associacao entre as estirpes Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e Ab-
V5 + Ab-V6 + Ab-V7 promoveram incrementos nos componentes da produgéo e na
produtividade da cultura do milho (PINTO JUNIOR, 2013).

Sala et al. (2007) avaliaram em condi¢cfes de campo, o efeito e a viabilidade
econdbmica da inoculacdo de novos isolados homodlogos de bactérias diazotroficas
(Azospirillum brasilense, Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigera). Sob
diferentes doses de nitrogénio e em dois genaétipos de trigo, os autores verificaram
aumento de producdo com a inoculacdo dessas estirpes na auséncia de N (em
cobertura) sem observar especificidade das bactérias aos genotipos de trigo, porém

o local de cultivo influenciou as respostas obtidas com a inoculagéo.
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Ferreira et al. (2010) relatam que a resposta a inoculagdo é dependente da
interacdo da cultivar com a estirpe contida no inoculante, onde verificaram que a
variedade de trigo BR 296 respondeu a inoculagcdo de Azospirillum brasilense,
enquanto que BR 276 ndo respondeu a inoculacdo. Os mesmos autores ainda
observaram que o aumento da dose de fertilizante nitrogenado interferiu na resposta
da planta & inoculacdo com A. brasilense. A inoculagdo de Azospirillum com menor
quantidade de N foi 22% superior na produtividade de trigo, em experimentos de
campo realizados no México (CABALLERO-MELLADO, CARCANO-MONTIEL e
MARCARUA-ESPARZA, 1992).

Pelo fato da interacdo entre bactérias diazotroficas e gramineas nao ocorrer
de forma visivel, como na interacdo entre rizobios e leguminosas, os dados
econdbmicos sobre os efeitos da FBN em gramineas sao inconstantes, e néo
guantificados adequadamente (FIGUEIREDO et al., 2010). A especificidade na
interaca@o entre a bactéria, a espécie vegetal, os genaotipos envolvidos, as condicbes
nutricionais, assim como de fatores abiéticos do meio ambiente, contribuem para a
incerteza desta quantificacdo (MOREIRA et al., 2010).

Em trabalho comparando a inoculagdo de diferentes espécies de
Herbaspirillum e Burkholderia em milho, Alves (2007), verificou que o género
Herbaspirillum teve maior potencial para a promoc¢ao de crescimento na cultura em
varios parametros avaliados. Em outro trabalho, Alves e Reis (2011) constataram um
incremento de 250% com a inoculacdo de H. seropedicae em dois gendtipos de
milho testados. Araujo et al. (2013), ao avaliarem 35 gendtipos de comerciais de
milho entre hibridos e variedades, constataram que apenas 9 hibridos apresentam
ganhos de crescimento ou acumulo de N com a inoculagdo das sementes com a
estirpe H. seropedicae.

Lopes et al. (2008) por sua vez avaliando o incremento de produtividade de
milho na safra e safrinha, constataram que na safra tanto a variedade testada como
o hibrido apresentaram comportamentos diferentes em resposta a inoculacdo de H.
seropedicae, e que somente na safrinha houve resposta positiva a inoculacdo da
bactéria. Ja Dotto et al. (2010) verificaram que a inoculacdo de H. seropedicae ndo
influenciou as variaveis analisadas, contudo, cada hibrido apresentou

comportamentos distintos sobre a massa de espiga e a produtividade de graos.
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Diante disso, pesquisas que avaliem o comportamento dos microrganismos
aplicados a campo e as condi¢des proprias de cada regido agricola, bem como as
interacOes planta-bactéria presentes, sao imprescindiveis para o estabelecimento e
a recomendacdo de produtos biotecnolégicos, como biofertilizantes e/ou
bioinoculantes, que maximizem o potencial de producdo pela FBN (KUSS, 2006) e
promocao de crescimento vegetal (SINGH; PANDEY e SINGH, 2011).

2.4 ECOLOGIA E BIODIVERSIDADE DAS RIZOBACTERIAS

A microbiota do solo sofre um enorme impacto fisico e biologico devido a
intensa atividade das raizes das plantas. Os processos que ocorrem entre as raizes
e 0s microrganismos do solo sdo determinados pela disponibilidade e ciclagem de
nutrientes, e pela solubilizacdo de elementos para as plantas e microrganismos,
criando na rizosfera um microecossistema, que pode exibir propriedades
completamente diferentes em comparacdo com o solo vizinho e ndo diretamente
influenciado pela atividade das raizes (NEUMANN; GEORGE e PLASSARD, 2009).

Nesse sentido, as rizobactérias (bactérias que se associam as plantas
colonizando suas raizes) estdo presentes em todos 0s ambientes terrestres,
colonizando o interior e exterior de 6rgaos de plantas, de maneira benéfica, neutra
ou prejudicial ao seu crescimento (MARIANO et al., 2004). Com base na sua relagdo
com o hospedeiro, as rizobactérias podem ser divididas em dois grupos: o primeiro
das bactérias endofiticas que sdo geralmente definidas como aquelas que vivem no
interior das plantas sem causar danos visiveis; e 0 segundo composto pelas
bactérias fitopatogénicas (AZEVEDO, 1998).

No entanto, essa separacdo ndo é definitiva, uma vez que as relagbes entre
planta-bactéria dependem de fatores como as condicfes ambientais ou do equilibrio
com as outras populacdes bacterianas e interacdes genotipo-gendtipo. Assim, uma
bactéria endofitica pode colonizar somente a rizosfera de determinada espécie
vegetal, ou ainda, uma bactéria epifita pode entrar na planta, tornando-se endofitica
ou patogénica (ANDREWS; HARRIS, 2000).

De acordo com Barriuso et al. (2008) as rizobactérias podem ser classificadas
em quatro principais grupos: Pseudomonas spp., Bacillus spp., Rizébios e

Diazotroficos.
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O grupo dos Bacillus spp. é constituido por 95% dos gram-positivos presentes
no solo, os outros 5% representam o0s géneros Arthrobacter spp. e Frankia spp.
(GARBEVA; VEEN e ELSAS, 2003). Algumas espécies de Bacillus tém sido isolados
a partir da rizosfera de Poaceas, e verificado seu potencial na promoc¢éo do
crescimento (MAVINGUI et al.,, 1992). O género Pseudomonas spp. € 0 mais
abundante e com elevada diversidade ecolédgica na rizosfera, sendo caracterizadas
como gram-negativas, e frequentemente isoladas de raizes de diversas plantas
(COELHO et al., 2007).

Os rizObios séo bactérias de modo geral gram-negativas, que apods se
estabelecerem dentro de nddulos radiculares de leguminosas, fixam nitrogénio
atmosférico, bem como apresentam capacidade de promocdo de crescimento
quando associados as raizes de plantas ndo leguminosas em uma relacdo néo-
especifica (BHATTACHARJEE et al., 2012). Este grupo € composto por varios
géneros como: Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Allorizhobiume Sinorhizobium (BHATTACHARJEE; SINGH; MUKHOPADHYAY,
2008).

Os diazotréficos compreendem 0s microrganismos procariotos, incluindo
representantes das arqueobactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e
gram-negativas, dentre elas as bactérias diazotroficas promotoras de crescimento
vegetal, que apresentam grande diversidade morfoldgica, fisiologica, genética e
filogenética. As bactérias diazotréficas de vida livre ou endofiticas apresentam
grande diversidade de espécies e a associacdo com as plantas garantem esses
microrganismos a capacidade para se adaptarem em condicbes adversas, em
diferentes habitats terrestres (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Diversas espécies de
bactérias diazotroficas tém sido isoladas do solo ou de raizes e/ou parte aérea de

varias espécies de importancia agricola e econdmica (Tabela 2).
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Tabela 2. Isolamento de bactérias diazotréficas do solo e de raizes e/ou parte aérea
de diversas espécies de importancia agricola e econémica

Isolamento

Referéncia

Solo

Gramineas

Tubérculos

Orquidaceas

Cafeeiros

Canola
Araucarias

Eucaliptos

Frutiferas

Giuntini et al., 2006

Beneduzi et al., 2008b

Silva e Melloni, 2011
Neiverth, 2012

Rashid, Charles e Glick, 2012

Khalid, Arshad e Zahir, 2004
Sala et al., 2005
Rodrigues et al., 2006
Roesch et al, 2007
Beneduzi et al., 2008a
Beneduzi et al., 2008b
Pedrinho, 2009

Magnani, 2010

Arruda et al., 2013
Beneduzi et al., 2013

Ji, Gururani e Chun, 2013

Teixeira, Melo e Vieira, 2005
Dawwan et al., 2013

Lange e Moreira, 2002
Galdiano Jr et al., 2011

Jiménez-Salgado et al., 1997
Santos, Cristales e Mellado, 2001

Farina et al., 2012
Neroni, 2007
Ferreira et al., 2008
Weber et al., 1999

Lacava et al., 2006
Bernardes, 2010

Segundo Moreira et al. (2010), a ocorréncia de diazotroficos associativos até

entdo descritas pode ser representada pelas seguintes espécies: Azotobacter

chroococcum, Azorhizophilus (syn. Azotobacter) paspali, Azospirillum brasilense, A.

lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferans, Leptchloa fusca, A. irakense, A.

doebereinerae, Miscanthus spp., A. oryzae, A. mellis, Melinis minutiflora, A.

canadense, A.

zeae, Alcaligenes faecali, Azoarcus indigens, A.

communis,

Paenibacillus durus (syn. Bacillus azotofixans), Bacillus spp., Bacillus megaterium, B.

cereus e B.

licheniformis, Paenibacillus brasilensis,

Beijerinckia fluminensis,



40

Beijerinckia spp., Burkholderia viethamiensis, B. kururiensis (syn. B. brasiliensis) B.
tropica (syn. B. tropicalis), B. unamae, B. silvatlantica, B. terrae, B. ginsengisoli,
Arcobacter (syn. Campylobacter) nitrofigis, Derxia spp, Enterobacter spp.
(agglomerans, cloacae, aerogenes), Gluconacetobacter (syn. Acetobacter)
diazotrophicus, Gluconacetobacter johannae e G. azotocaptans; Herbaspirillum
seropedicae, Herbaspirillum (syn. Pseudomonas) rubrisubalbicans, Herbaspirillum
frisingense, Klebsiella spp. (K. planticola, K. oxytoca) e Sphingomonas paucimobilis.

Segundo Neiverth (2012), os estudos sobre a biodiversidade de bactérias do
solo e de rizobactérias sdo essenciais e de extrema importancia para proporcionar
avancos no conhecimento das populacdes rizobacterianas e suas aplicacdes na

agricultura, protecdo do ambiente e na biotecnologia.

2.5 PRINCIPAIS METODOS EMPREGADOS NO ESTUDO DA BIODIVERSIDADE
DE RIZOBACTERIAS

A taxonomia bacteriana é usada para classificar as bactérias, ou seja
estabelecer relagcdes entre um grupo e outro de microrganismos e os diferenciar.
Essa classificacdo pode ser obtida com base em similaridades das sequéncias de
nucleotideos no DNA (TORTORA; FUNKE e CASE, 2012).

De maneira geral, a sistematica foi baseada principalmente na caracterizagcéo
morfoldgica, bioquimica e fisioldégica das bactérias e mais recentemente por anélise
molecular (PELCZAR JR; CHAN e KRIEG, 1997). Dentre os métodos utilizados, a
capacidade de utilizacdo de diferentes fontes de carboidrato, temperatura de
crescimento e a presenca de determinadas enzimas, sdo 0S que se destacam.
Porém um Unico método pode néo ser util, sendo necessario um conjunto de testes
para diferenciar os grupos bacterianos (BUSSE; DENNER e LUBITZ, 1996).

A caracterizacdo morfolégica se da principalmente pelo tamanho, forma,
arranjo e presenca de estruturas como flagelos, por meio de diferentes tipos de
microscépios e métodos de coloracdo, sendo a coloracdo de Gram a mais utilizada
(PELCZAR JR; CHAN e KRIEG, 1997).

Os testes bioquimicos, ou provas bioquimicas para identificacdo de bactérias,
sao dividido em dois grupos: metabolismo e atividade enzimatica, sendo o0s
principais a fermentacdo de carboidratos, teste da catalase, teste de utilizacado de
citrato, presenca de descarboxilases, teste da urease, producdo de H,S (gés
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sulfidrico), teste do indol, reduc&o de nitrato e hidrélise do amido (VERMELHO et al.,
2006). A caracterizacdo bioquimica utilizando-se o sistema API (Appareils et
Proceedes d'ldentification), um kit para avaliar as caracteristicas fenotipicas e
bioguimicas de bactérias, tem sido usados em varios trabalhos como forma de
identificar e diferenciar os isolados (FERNANDES; FERNANDES e RODRIGUES,
2001; ESTRADA et al., 2002; ASIS JR e ADACHI, 2003; MAGNANI, 2005).

Além dos testes mencionados, para identificacdo de BPCV séo realizados
testes bioquimicos especificos (CATTELAN, 1999). Entre estes estdo a atividade da
ACC-deaminase (GLICK, 2005; SHAHAROONA; ARSHAD e ZAHIR, 2006; GLICK et
al., 2007; SALEEM et al., 2007); o ensaio da reducdo do acetileno (ARA) para
determinacdo da atividade da nitrogenase (ASIS JR e ADACHI, 2003; TAN et al.,
2009; MAGNANI et al., 2010; BARUA et al., 2012;); a determinagéo da solubilizacao
de fosfato (BENEDUZI et al., 2008b; FURNKRANZ; MULLER e BERG, 2009;
MARRA et al., 2012; ARRUDA et al., 2013; DAWWAM et al. 2013); a determinacgao
da solubilizacéo de sideroforos (D" ONOFRIO et al., 2010; BENEDUZI et al., 2013); a
producdo de fitormonios (PEDRAZA et al, 2004; CERIGIOLI, 2005; MARCHIORO,
2005; FENG; SHENG e SONG, 2006; KUSS et al.,, 2007; MENDES at al., 2007,
EGAMBERDIEVA et al., 2008; ALI et al., 2009; KROME et al., 2010; PEDRINHO et
al., 2010).

Porém, o posicionamento taxon6mico mais preciso é possivel com a
utilizacdo de técnicas moleculares, que tornou possivel a avaliagdo das relagbes
filogenéticas entre estirpes (HUNGRIA e ARAUJO, 1994). Segundo Kirchoff et al.
(1997), a identificacdo de novos isolados por meio de critérios puramente fenotipicos
e fisiologicos é extremamente dificil. Por esse motivo é importante a utilizacdo de
diferentes métodos, principalmente a nivel molecular, para posicionar
taxonomicamente novas estirpes que sao isoladas.

Por meio de marcadores moleculares e amplificacdo por PCR (Polymerase
Chain Reaction ou a reacdo em cadeia da polimerase), o gene ribossomal 16S
rDNA, tem sido usado para construir um esboco da arvore evolutiva de bactérias. A
partir do produto da PCR, tem se realizada diversas analises moleculares, como a
andlise de restricio do DNA ribossdbmico amplificado (ARDRA - Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analysis), polimorfismo dos espacadores (IGS —
Intergene Sequences) do DNA ribossémico, DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoreis), TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis), PCR-SSCP
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(Single Strand Conformation Polymorphism), PCR de sequéncias repetitivas de DNA
(rep-PCR usando primers REP, ERIC ou BOX), PCR com primers randdmicos
(RAPD, AP-PCR), AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism), MLST
(Multilocus Sequence Typing, tipagem por sequenciamento de I6cus mudltiplos) e
ainda MLSA (Multilocus Sequence Analysis) (HUNGRIA e ARAUJO, 1994;
WIDJOJOATMODJO, FLUIT e VERHOEF, 1994; STRALIOTTO e RUMJANEK,
1999:; REIS JR et al., 2002; STACKEBRANDT et al., 2002; VIDEIRA; ARAUJO e
BALDANI, 2007; WOO et al., 2007; SUN et al., 2008; GUEYE et al., 2009;
PRAKAMHANG et al.,, 2009; NEIVERTH, 2012; SRINIVASA, SHARANAIAH e
SHIVAMALLU, 2012).

Até pouco tempo, os genes ribossomais eram sequenciados de forma parcial
(YOUNG; DOWNER e EARDLY, 1991) ou ainda, empregadas técnicas como PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, polimorfismo do comprimento de
fragmentos de restricdo) (GERMANO et al., 2006; BRUGGER et al.,, 2012). No
entanto, atualmente com equipamentos de Ultima geracdo e a reducdo no custo do
sequenciamento, tem-se incentivado a utilizacdo de sequencimanto de genes para
determidacdes filogenéticas, como o gene 16S ou genes Nif funcionais em bactérias
diazotréficas (FURNKRANZ; MULLER e BERG, 2009; MAGNANI, 2010; PEDROSA
et al., 2011; RASHID; CHARLES e GLICK, 2012; MONTANEZ et al., 2012;
BENEDUZI et al., 2013; JI; GURURANI e CHUN, 2013).

A partir das sequéncias do gene 16S rDNA ou Nif as mesmas séo
comparadas com sequencias do banco de dados publico, como o GenBank do NCBI
(National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e o
RDP (Ribosomal Database Project - http://rdp.cme.msu.edu) (MAGNANI, 2005).

Com base no sequenciamento do gene do DNA ribossomal 16S de bactérias
cultivadas, séo reconhecidos atualmente 6.466 espécies que estao distribuidas em
26 filos, 41 classes, 88 ordens, 240 familias e 1194 géneros (BRENNER et al.,
2007). Entretanto, se forem considerados aqueles microrganismos que ainda nao
foram cultivados, mas que podem ser identificados por meio de técnicas de biologia
molecular pode-se detectar até 52 filos bacterianos (RAPPE e GIOVANNONI, 2003).
Brenner et al. (2007) afirmam que o0s grupos bacterianos mais frequentes
encontrados na andlise de diversidade sdo Proteobacteria, Firmicutes e

Actinobacteria que prevaleceriam sobre os outros grupos devido a facilidade de
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cultivo dos mesmos ou devido ao sucesso no estabelecimento, competicéo,
crescimento e desenvolvimento nos ecossistemas acessados.

Outra técnica recente € a do MALDI-TOF (ionizacdo/dessorcdo da matriz
assistida por laser — tempo de voo0), por espectrometria de massa, que tem se
mostrado uma ferramenta poderosa para uma rapida identificacdo de
microrganismos (HENRIQUES, 2010; COLTELLA et al., 2013). Stets et al. (2013),
compararam a técnica de MALDI-TOF e o sequenciamento do gene 16S rDNA, para
avaliar a diversidade de bactérias associadas com plantas de trigo, e revelaram uma
prevaléncia da Classe Gammaproteobacteria, com Pseudomonas e Pantoea como
0S principais grupos, e perceberam ainda que o perfil de MALDI-TOF pode fornecer
uma resolucéo mais fina a nivel de espécie em comparacdo com o0 sequenciamento
do gene 16S rDNA.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

As cultivares utilizadas como plantas iscas para o isolamento das bactérias
foram CD 120 (trigo) e a IAPAR 114 (milho). A semeadura das plantas iscas de trigo
ocorreu nos meses de junho e julho de 2011, e as plantas foram coletadas em
agosto e setembro de 2011. As plantas iscas de milho foram semeadas no més de
setembro de 2011, e a coleta ocorreu em novembro de 2011. O plantio de ambas as
culturas foi realizado em trés areas de mata na Regido Oeste do Parana: area 1:

Argissolo vermelho (Ipord/PR); area 2: Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e

area 3: Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-Palotina/PR) classificados segundo
Bhering e Santos (2008) (Figura 4).

Area 1: Argissolo
Vermelho (Ipord/PR)

Area 3: Nitossolo
Roxo (Linha

Aparecidinha _
Palotina/PR) Salle Palotina/PR)

Area 2: Latossolo
Roxo (Linha La

Figura 4 . Localizacéo das trés areas de coleta das plantas iscas.
FONTE: BHERING e SANTOS (2008)



45

Na tabela 3 estéo as caracteristicas fisico-quimicas da camada de 0-20 cm do

solo dos diferentes locais de coleta.

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas da camada de 0-20 cm do solo dos
diferentes locais de coleta, Palotina/PR 2011

MO P K* ca* Mg APt H+AP Argila  Silte  Areia

Solo pH gdm?® mgdm?® e TOT1116) e [ — SB V% % % %
Al 48 8,42 2,7 0,13 1,13 0,33 2,4 2,54 1,59 38,5 9,0 4,0 87,0
A2 52 14,74 447 0,23 2,08 0,79 0,0 3,18 3,10 49,3 18,0 22,0 60,0
A3 53 20,77 42,7 0,30 2,92 1,22 0,0 3,42 4,44 56,4 16,0 22,0 62,0

Al: area 1 - Argissolo vermelho (Ipord/PR); A2: area 2 - Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e A3: area 3
- Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-Palotina/PR). Laboratério de Analise do Solo da Coodetec -
Cooperativa Central de Pesquisa Agricola.

Decorrido os 60 dias da germinacéo, de cada localidade foram retiradas as
plantas, e levadas ao Laboratério de Bioquimica e Genética (LABIOGEN) da
Universidade Federal do Parana — Campus Palotina.

No laboratério, foram pesados em triplicata 1 g de raizes oriundas de um
conjunto de varias plantas de cada local. As raizes foram lavadas em agua corrente
e em camara de fluxo laminar imersas em etanol 70% por 30 s e em seguida em
hipoclorito de sédio (produto comercial) 0,2% por 60 s, para entdo, ser realizada a
triplice lavagem em agua destilada e autoclavada. As raizes foram maceradas em
cadinho com 9 mL de solugéo salina (NaCl 0,9%), feito este procedimento, todo o
contetido foi devolvido ao tubo de ensaio, configurando a primeira diluicdo 10™.

Posteriormente foram realizadas as diluicdes seriadas para o plagueamento
até a diluicdo 10™. Cada diluicéo foi plaqueada (0,1 mL) em meio de cultura sélido
(Anexo A), com o auxilio de uma alca de Drigalski, DYGS (RODRIGUES NETO;
MALAVOLTA; VICTOR, 1986) e os semi-seletivos: NFb, JNFb, LG, LGD, LGI, LGI-P
(DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). As placas foram colocadas em estufa
de crescimento a 30°C, com excecdo do meio LGl em temperatura de 35°C + 2°C,
por até 7 dias. Foi realizado o repique das bactérias a cada 7 dias até a obtencéo de
culturas puras.

Apés a obtencdo das culturas puras, os isolados foram armazenados em
frasco tipo penicilina contendo meio de cultura solido inclinado (0 mesmo que a
bactéria foi isolada), e mantido em sala climatizada. As mesmas também foram

guardadas em glicerol 50%, a —20°C.
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As bactérias foram nomeadas segundo a planta isca e o tipo de solo de onde
foram isoladas. Como exemplo: UFPRPALT 1-1, sendo UFPR: a universidade onde
foram realizados os experimentos; PAL: por ser na cidade de Palotina/PR; T ou M:
isolada da cultura do Trigo ou do Milho; 1, 2 ou 3: referente a &rea onde as plantas
foram coletadas para o isolamento, area 1: Argissolo vermelho (Ipord/PR); &rea 2:
Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e area 3: Nitossolo vermelho (Linha

Aparecidinha-Palotina/PR); -n° nimero da bactéria isolada.

3.2 CARACTERIZACAO PARCIAL DOS ISOLADOS

A partir do isolamento, as bactérias foram caracterizadas de acordo com o
meio de crescimento, temperatura de incubacéo, coloracdo da col6nia, coloragcéo de
Gram e da forma das células bacterianas.

Para coloracdo de Gram foi utilizada a metodologia segundo Magnani (2005)
onde uma unica colbnia isolada em placa foi retirada com o auxilio de um palito e
espalhada numa lamina de vidro com uma gota de solucéo salina estéril. A fixacado
da bactéria na lamina ocorreu pela submissdo ao fogo, seguida de adi¢cdo de
solucéo cristal de violeta e tratamento com lugol. A descoloracéo foi realizada com
alcool-acetona, tratamento com fucsina por 30 s e visualizagdo em microscopio.

A técnica da coloracdo de Gram consiste em diferenciar as bactérias em
Gram-positivas ou Gram-negativas, pois sua parede celular possui formacdes
quimicas diferentes. Microrganismos Gram positivos se coram de roxo devido a
capacidade em reter a coloracdo de cristal violeta apos descoloracdo com alcool-
cetona, por ter a parede celular composta por mureina (peptideoglicano — peptideo
de acido n-acetilmuramico). Os Gram negativos por sua vez tem a parede celular
composta predominantemente por acidos graxos (lipopolissacarideo e lipoproteina)
e perdem o complexo iodo-pararosanilina, desta forma, sdo incapazes de reter a
coloracdo violeta apds o tratamento com alcool e quando contrastadas com um
corante de cor diferente ficam rosa (TORTORA et al., 2012). Através desta técnica

também é possivel verificar a morfologia e o arranjo bacteriano.



47

3.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

Com as bactérias isoladas em colénias puras foi realizado o teste da
solubilizagdo do fosfato em meio de cultura NBRIP sélido (Anexo A), conforme
metodologia proposta por Nautiyal et al. (2000). Em camara de fluxo laminar, foi
retirada uma aliquota da colbnia bacteriana com o auxilio de um palito, e cada
isolado foi inoculado em quatro pontos no meio NBRIP. Os pontos foram
considerados repeticbes para cada isolado, que foram incubados em estufa a 28°C,
por 6 dias. Decorrido este tempo foi realizada a avaliagdo da solubilizacdo por meio
da medicéo do diametro do halo de solubilizacdo, e do halo da colénia com o auxilio
de uma régua graduada.

A partir dessas medidas, foram obtidos os indices de Solubilizacdo (IS) para
cada isolado por meio da férmula: IS = f Halo (mm) / f Colénia (mm), sendo f o
diametro do halo ou da colénia (BERRAQUERO, BAYA, CORMENZANA, 1976).
Com base nos indices de Solubilizagio obtidos, os isolados foram classificados
como isolados com baixo (IS<2), médio (IS>2) e alto (IS24) potencial de
solubilizagédo de fosfato. Dentro de cada indice foi realizada a Andlise de Variancia
(ANOVA) e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
com o auxilio do aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006).

A avaliagdo da producdo do &cido indol-3-acético (AlA) dos isolados foi
realizada da seguinte forma: os isolados foram inoculados em frascos de vidro (tipo
penicilina) contendo meio DYGS com e sem suplementacao de L-Triptofano (0,2 M).
Os frascos foram incubados em estufa a 28°C sob agitacdo constante de 120 rpm,
no escuro pelo periodo de 24 h, e os testes foram feitos em triplicata.

Apbs o periodo de cultivo, 2 mL do meio de cultura foi centrifugado a 10.000g
(4°C) por 10 min. Em seguida, 1 mL do reagente de Salkowski (SARWAR; KRAMER,
1995) foi adicionado a 1,5 mL do sobrenadante. As amostras foram deixadas em
repouso no escuro por 30 min para desenvolvimento da cor, que se apresenta résea
mais intensa quando ha maior quantidade de acido indol-3-acético (KUSS et al.,
2007). A quantificacdo do AIA foi realizada por leitura de absorbancia a 535 nm
(ASGHAR et al.,2002), utilizando uma curva padrao de acido indol-3-acético (0,3 mg
mL™) diluida em &4gua, em diferentes concentracdes que variaram de 0 a 0,3 mg mL’
! adicionadas ao reagente de Salkowski. O restante do sobrenadante foi vertido fora
e 0 pellete foi congelado em freezer a -20°C para posterior determinacéo de
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proteinas totais (LOWRY et al., 1951) com a finalidade de normalizacdo das leituras
de producdo de AIA. Culturas bacterianas de Herbaspirillum seropedicae SmR1 e
Azospirillum brasilense Ab-V5 foram cultivadas sob as mesmas condi¢ées para
serem consideradas como padrdes.

Conforme proposto por Medrado (2011) os pellets foram descongelados em
temperatura ambiente. Posteriormente adicionou-se 1 mL de NaOH 0,1 M a cada
amostra e, estas foram incubadas em banho-Maria por 10 min a 90°C para lise
celular. Em seguida, foram submetidas a centrifugacao, a 10.000 g e 4°C por 10 min.
Uma aliquota de 200 pL foi retirada do sobrenadante para um microtubo onde
adicionou-se 1 mL da solucdo A (Anexo A) que ficou agindo por 10 min para adicéo
de 100 pL de Folin-Ciocalteu, e incubacdo por 30 min. A determinacao de proteinas
foi realizada por espectrofotometria a 660 nm.

A partir das curvas padrdo e das absorbancias de AIA e proteina de cada
amostra, foram realizados os calculos, através da razdo entre a concentracao final
de AIA e a concentracao final da proteina, expressos como pg AIA mg de proteina™.
Os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com o auxilio do
aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006).

3.4 CARACTERIZAQAO MOLECULAR
3.4.1 Extracdo de DNA Gendmico

Para as andlises moleculares, foi realizada a extragdo de DNA gendmico
bacteriano no Laboratério de Bioquimica e Genética (LABIOGEN) da Universidade
Federal do Parand — Campus Palotina. O DNA gendmico bacteriano foi extraido
seguindo protocolo proposto por Cheng e Jiang (2006), onde as estirpes bacterianas
foram crescidas em meio DYGS liquido, sob agitacdo constante de 120 rpm, por 16
h. Aliquotas (2 mL) da cultura foram pipetadas e centrifugadas em micro tubos a
9.000 rpm por 2 min. Ao pellet foi adicionado 400 pL de STE (100mM de NaCl; 10
mM de Tris HCI pH 8.0 e 1,0 mM de EDTA pH 8.0) que foi ressuspendido e
centrifugado por 2 min. Na etapa seguinte, novamente o pellet foi ressuspendido em
200 pL de tampéo TE (10 mM de Tris HCI pH 8.0 e 1 mM de EDTA pH 8.0) e com a
adicdo de 100 pL de fenol saturado. Apés agitacdo em vortex por 1 min as amostras
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foram centrifugadas por 5 min a 12.000 g e 4°C para separar a fase aquosa da fase
organica. Aliquotas de 160 puL da fase aquosa foram transferidas para novos tubos
de 1,5 mL, adicionadas 40 pL de tampéo TE e 100 pL de cloroférmio, que foram em
seguida centrifugadas por 5 min a 12.000 g sob refrigeracdo, sendo esta etapa
repetida por duas vezes. A seguir, a 160 pL da fase aquosa foram adicionados 40 uL
de tampdo TE e 5 pL de RNAse (10 mg mL™), seguindo incubacéo a 37°C por 10
min para digestdo do RNA. Posteriormente, foi acrescentado 100 uL de cloroférmio e
as amostras foram centrifugadas sob refrigeracdo por 5 min a 12.000 g. A fase
aquosa (cerca de 150uL) foi coletada e transferida para um novo microtubo de 1,5
mL. O DNA purificado foi armazenado em freezer a -20°C. Para verificar a pureza do
DNA, o mesmo foi quantificado e padronizado em espectrofotdmetro A260/A280, e
submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% (70 V por aproximadamente 1 h)
em tampao TBE (Tris-acido bérico EDTA).

3.4.2 Amplificacdo do Gene 16S rDNA

Para a amplificacdo do gene 16S rDNA foi utilizada a técnica de PCR
utilizando-se um termociclador VERITI Applied Biosystems. Esta etapa e a etapa de
analise de restricdo do DNA ribossomal amplificado foram realizadas na empresa
COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa Agricola) de Cascavel.

Para uma reacdo de PCR com volume final de 30 pL, foi utilizado 3 pL
Tampado da Taq 10x; 2,25 yL de 25 mM de MgCly; 1 pL de 10 mM de cada
desoxiribonucleotideo; 1 uL de cada oligonucleotideo iniciador (primer Y1 e Y3 na
concentracéo de 4mM); 2 uL de Taq DNA polimerase; 2 yL de DNA (50 a 100 ng) e
agua milli-Q estéril para completar um volume final de 30 yL. As amostras foram
amplificadas de acordo com o seguinte programa: 93°C, por 2 min; 35 ciclos de 93°C
por 45 s, 62°C por 30 s, 72°C por 2 min, seguidos de uma extensdao final por 5 min, a
72°C.

Para confirmacdo da amplificacdo, 5 pL da reacdo + 2 pyL do corante IV
(Anexo A) foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 0,8% em
tampao TBE, juntamente com 3,5 yL do marcador de peso molecular de 100 pb. A
eletroforese foi desenvolvida por aproximadamente 1 h e fotodocumentada (aparelho

Loccus Biotecnologia L.PIX).
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3.4.2.1 Oligonucleotideos Iniciadores Utilizados

Nas reacOes de amplificacdo do gene 16S rDNA foram usados o0s
oligonucleotideos iniciadores descritos por Young; Downer e Eardly (1991): Y1-Y3
(Figura 5). O Y1f (TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) anela na ponta 5’ do gene
16S rDNA e o0 Y3r (TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC) na 3’, gerando um
produto de amplificacdo que compreende quase todo o gene, de aproximadamente
1,5 Kb.

Y1

-
| -
1494
Y3

1

Figura 5. Esquema de anelamento dos oligonucleotideos na regido Y1-Y3 do gene

16S rDNA.
Fonte: MAGNANI, 2005.

3.4.3 Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado

Apéds a obtencao dos produtos da PCR, foi utilizada a técnica de restricdo do
DNA ribossomal amplificado (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis -
ARDRA). A técnica envolve a amplificacdo enzimatica utilizando iniciadores dirigidos
para as regides conservadas nas extremidades do gene 16S, seguido por digestéao
usando enzimas de restricdo, onde se pode analisar o perfil de fragmentos gerados
a partir desta digestdo (FIGUEIREDO et al., 2010). Desta forma, apds a obtencao do
produto da PCR do gene 16S, os mesmos foram digeridos com as seguintes
enzimas de restricdo: Rsa |, Hae lll, Hinf I, para a analise de similaridade entre os
isolados.

Para uma reagdo com cada uma das enzimas de restricdo, com volume final
de 10 pL, foi utilizado 1 yL de Tampao da enzima; 0,6 uL da enzima e 5 pyL do
produto da PCR (16S amplificado) e agua milli-Q estéril para completar um volume
final de 10 pyL. As amostras foram incubadas a 37 °C por 4 h. Para verificagdo do
padrdao de bandas geradas por cada uma das enzimas, os 10 pyL da reacéo + 4 pL

do corante IV foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 2% em



51

tampao TBE, juntamente com 3,5 pL do marcador molecular de 100 pb. A
eletroforese foi desenvolvida 60V por aproximadamente 2 h e fotodocumentada
(aparelho Loccus Biotecnologia L.PIX).

Os resultados de polimorfismo foram utilizados para analise de agrupamento
por similaridade entre os isolados, através dos dados obtidos da analise do total das
bandas de todos os perfis gerados pelas trés enzimas de restricdo, por
transformacdo em uma matriz binaria, sendo: 0 (auséncia de banda) e 1 (presenca
de banda).

Com os dados coletados foi estimada a distancia genética entre os isolados,
estimada pelo método de Jaccard, e em seguida agrupados pelo método das
distdncias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean),
sendo os mesmos representados graficamente por um dendograma gerado com o
auxilio do aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2008).

3.4.4 Sequenciamento do Gene 16S rDNA

A técnica de sequenciamento de fragmentos de genes possibilita a avaliacao
direta de polimorfismos de DNA, sendo este um dado utilizado para determinar a
relacdo de parentesco entre individuos e populacbes, bem como inferéncias
filogenéticas. Para a reacdo de sequenciamento foi realizada a extracdo e
amplificacdo do DNA de cada isolado, conforme descrito nos itens 3.4.1 e 3.4.2.

O sequenciamento dos fragmentos do gene 16S rDNA dos diferentes isolados
foram sequenciados no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Universidade Federal do Parana, Campus de Curitiba. Estes foram purificados com
enzimas exo/SAP, da seguinte maneira: 1 yL da enzima exo (3,3U), 1 uL da enzima
SAP (0,66U) e 1 pyL de agua milli-Q estéril, em 20 yL de DNA (16S amplificado). As
amostras foram dispostas em placa de 96 pocos com 3 uyL do mix + 20 uL de DNA
para cada amostra, que foram levadas ao termociclador por 60 min a 37°C, 15 min a
80°C e finalmente mantendo 4°C.

Para a reacdo de sequenciamento, foram utilizados 1,5 uL de DNA (400-600
ng), 2,5 uL do oligonucleotideo iniciador (primer Y1 a 10 pmol), 1 uL de reativo de
sequenciamento Big Dye terminator, 3 yL do Tampédo Save Mone e 2 uL de agua
milli-Q estéril, num volume final de 10 yL. As amostras foram dispostas em placas
de 96 pocos, com 8,5 uL do mix + 1,5 yL de DNA, para cada amostra.
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Os parametros do termociclador foram: 1 ciclo de 1 min a 96°C, seguido por
30 ciclos de 96°C por 15 s, 60°C por 15 s e 60°C por 4 min. ApGs a amplificacao, foi
realizado o protocolo de precipitacdo, onde numa nova placa de 96 pocos para cada
amostra foram adicionados 10 pL da amostra amplificada, 2 yL de acetato de
amonio (7.5 M) 3 volumes (66 pL) de etanol absoluto e 10 uL de agua Milli-Q. Esta
placa foi colocada em gelo por 10 min, e centrifugada (3700 rpm a 20°C) por 30 min.
Decorrido o tempo, as amostras foram vertidas em papel absorvente e entédo
lavadas com 100 pL com etanol 70%. Esta etapa foi repetida e as amostras foram
deixadas para secar sob vacuo (cerca de 30 min). Apés a secagem, as amostras
foram tratadas com 10 uyL de HiDi formamida e levadas para o aparelho de

sequenciamento ABI3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems - HITACHI).

3.4.4.1 Andlise das Sequéncias do Gene 16S rDNA

As sequéncias obtidas pelo sequenciador ABI3500 xL sairam no formato do
programa abl sequencing analises, no formato FASTA — Fast All (alinhamentos
rapidos para toda a informacdo biolégica, disponivel on-line no NCBI), e foram
analisadas pelo programa Segmatch que serve para classificar taxonomicamente as
sequéncias de acordo com a taxonomia bacteriana proposta no Bergey’s Trust ou
como classificadas pelo NCBI- disponivel no site RDP (Ribosomal Database Project
- http://rdp.cme.msu.edu).

Para a busca de similaridade, foi realizada a analise dos dados através do
programa BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL, 1997) usando o
banco de dados do GenBank), disponivel em www.ncbi.nim.nih.gov). Através do
BLAST foi possivel determinar a identidade das sequéncias dos isolados através de
alinhamentos locais entre as regides da sequéncia desconhecida (a que se desejar
pesquisar) e sequéncias existentes do banco de dados para o gene 16S. O
resultado é uma lista de sequéncias com 0 nome do gene e o organismo a qual ele
pertence, ou seja, de maior identidade. A qualidade do alinhamento é dada pelo
valor score, e um valor E, que indica a probabilidade daquele alinhamento ter sido

ao acaso e nao devido a uma relacéo entre as sequéncias (MAGNANI, 2005).
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3.5 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO DA INOCULACAO DE BACTERIAS NA
PROMOGCAO DO CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE TRIGO

O experimento de inoculacdo de bactérias in vitro foi conduzido no
Laboratério de Bioquimica e Genética (LABIOGEN), da Universidade Federal do
Parana, Campus Palotina. Foram testadas seis estirpes bacterianas obtidas no
ensaio de isolamento: UFPRPALT 1-1; UFPRPALT 1-14; UFPRPALM 2-77,
UFPRPALM 3-87; UFPRPALM 1-121; UFPRPALM 1-122, bem como as bactérias
Azospirillum brasilense Ab-V5 e Herbaspirillum seropedicae SmR1, e o controle, sem
inoculagao.

As bactérias foram mantidas por sucessivas repicagens em meio sélido
especifico de isolamento, e incubadas em estufa a 28°C. Para padronizacéo da fase
exponencial (log) de crescimento bacteriano foi realizada uma curva de crescimento
em meio DYGS liquido, para todas as bactérias usadas neste ensaio. Esta analise
foi realizada através da D.O. a 660 nm e da contagem de células bacterianas pela
metodologia da microgota proposta por Romeiro (2001).

Para o preparo do indculo, uma colénia de cada bactéria foi transferida para
um pré-inoculo contendo 5 mL de meio DYGS liquido em tubo Falcon de 50 mL
mantido a 28°C em uma incubadora do tipo Shaker a 120 rpm, overnight. Decorrido
este tempo, 1 mL do pré-indculo, foi transferido para erlenmeyer de 250 mL
contendo 20 mL do meio DYGS liquido, até alcancarem a fase log de crescimento.
ApOs o crescimento, a massa de células foi quantificada por turbidimetria a 660 nm.
Para a inoculacdo foi necessaria adequacdo do calculo para a concentracdo 1-10°
células mL™* em 50 sementes. As células bacterianas suficientes para o in6culo
foram centrifugadas, ressuspendidas em salina (0,9%) e inoculadas nas 50
sementes.

Para o ensaio in vitro, 50 sementes do genotipo de trigo (Triticum aestivum L.)
cv COODETEC (CD 120) foram lavadas em solucao de hipoclorito acidificado
(Anexo A) por 20 min (em agitacdo), seguidas por 3 lavagens em agua destilada e
autoclavada. Posteriormente, na camara de fluxo laminar, as sementes foram
colocadas em Placa de Petri com papel filtro embebido em agua. As placas foram

envolvidas em papel aluminio e permaneceram durante a noite.
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As sementes pré-germinadas foram inoculadas por imersdo (2 h) em
suspensao bacteriana preparadas como descrito anteriormente, e transferidas para
tubos de ensaio contendo 20 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
liguido sem adic&o de nitrogénio (NH;NO3; e KNO3) e pH ajustado para 5.8 (Anexo
A). Nos tubos foram acrescentadas bolinhas de polipropileno, formando uma
camada de 5 cm, servindo como suporte para as sementes, de modo que néao
figuem submersas no meio de cultivo. Cada tubo recebeu uma semente pre-
germinada com 10 repeticbes por tratamento. Estes ficaram em sala de crescimento
sob fotoperiodo de 16 h de luz/ 8 h de escuro, com temperatura de 25+ 2°C, por 5
dias.

Decorrido os 5 dias de cultivo, 3 plantulas de cada tratamento foram retiradas
dos tubos e as parte aéreas foram separada das raizes. Ambas foram medidas (cm)
com régua graduada, para obtencdo da altura e comprimento de raiz e em seguidas
estas foram pesadas (mg) com balanca analitica, para a determinacdo da massa
fresca de parte aérea e de raiz. As mesmas amostras foram deixadas em estufa de
secagem com circulacao forcada a 65°C por 48 h, para a obtencdo da massa seca
de parte aérea e de raiz.

Amostras de massa seca de parte aérea foram utilizadas para a andlise do
teor de Nitrogénio Total (Kjeldahl) de acordo com o método descrito por Bremner e
Mulvaney (1982), realizado com 3 repeticbes por tratamento. Foram pesados 100
mg da amostra seca, moido em moinho tipo Willye, em tubos de ensaio préprios
para adaptar-se no destilador de proteina Kjeldahl. Foram adicionados 1 g da
mistura digestora previamente preparada e 5 mL de &cido sulfurico concentrado.
Posteriormente, os tubos foram levados para a chapa digestora de proteina onde
teve inicio a digestdo a 50°C, e a cada 30 min foram elevados 50°C da temperatura,
até atingir 400°C (SILVA, 2002).

Para a destilacdo foram usados erlenmeyers de 125 mL com 10 mL de H3BOs3
previamente preparado. Uma solucdo de NaOH 50% foi adicionada e deixado
destilar até o volume de 50 mL. Na titulacéo foi utilizado uma bureta com HCI a 0,05
mol L™ previamente titulado e com fator de correcéo conhecido, liberando-se HCI até

0 ponto de viragem de verde claro para réseo.
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O célculo utilizado para o determinagéo do percentual de nitrogénio (N) foi:
%N=V - N f-14 . 100/ peso da amostra (mg)
V = volume de HCI (mL);
N = normalidade
f = fator de correcao
O valor obtido em %N foi transformado em g Kg™ (%N - 10).

Os parametros avaliados foram: altura da plantula (cm), comprimento de raiz
(cm), massa fresca de parte aérea (mg), massa seca de parte aérea (mg), massa
fresca de raiz (mg), massa seca de raiz (mg) e nitrogénio total (%), bem como a
contagem de células bacterianas epifiticas e endofiticas.

Com excessao da contagem de células bacterianas, os demais dados foram
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do aplicativo computacional GENES
(CRUZ, 2006).

3.5.1 Contagem de Células Bacterianas Epifiticas e Endofiticas

Para a avaliacdo da contagem de células bacterianas epifiticas, 3 plantulas
foram levadas para a camera de fluxo laminar, onde tiveram as raizes separadas da
parte aérea. Apos, foram pesadas 0,1 g de raizes que foram colocadas em um tubo
de ensaio com agua destilada e autoclavada, em seguida imersas em outro tubo
com 1 mL de solucédo salina (0,9%) e levadas ao sonicador por 1 min. A partir desta
amostra, foram retiradas aliquotas de 100 puL e inoculada em microtubos, com 900
uL de salina (0,9%), até a diluicéo 10®.

Na contagem de células bacterianas endofiticas, as mesmas raizes usadas
na contagem epifitica, foram imersas em solucédo de Cloramina — T 1% por 30 s,
posteriormente lavadas com agua destilada e autoclavada. Em seguida, as raizes
foram maceradas em 1 mL de solucdo salina (0,9%), e levadas ao sonicador por 1
min, e realizada a diluicio seriada até 10®. As diluices foram inoculadas numa
Unica placa de Petri contendo meio DYGS solido, sendo 3 microgotas (5 uL) por
diluicdo, constituindo assim 3 repeticdes por tratamento (ROMEIRO, 2001), onde
cada microgota foi considerada uma repeticdo e o valor final foi a média de 3
repeticdes. As placas foram colocadas em estufa de crescimento a 28°C, e apos 16
h foi realizada a contagem de células bacterianas.
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3.6 AVALIACAO DO EFEITO DA PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL NA
CULTURA DO TRIGO: ENSAIO DE INOCULACAO EM VASO

Os experimentos em casa de vegetagdo para a cultura do trigo foram
conduzidos na Pontificia Universidade Catodlica do Parana, Campus Toledo (solo
com alta fertilidade - AF) no més de Abril de 2013 e na Universidade Federal do
Parana, Campus Palotina (solo com baixa fertilidade - BF), no més de Maio de 2013.
Vasos contendo 4,5 Kg de solo previamente peneirado, e sem adubacgédo quimica
foram preparados com solo de alta fertilidade (AF) (Latossolo roxo) e de baixa
fertilidade (BF) (Argissolo vermelho). As analises fisico-quimica dos solos foram
realizadas (Tabela 4), e com base nos resultados foi feita adubacdo de base com
400 Kg ha™* de NPK (4-20-20) e de cobertura com Sulfato de Aménio (NH4SO3): 50
Kg de N ha™.

Tabela 4. Analises fisico-quimica da camada de 0-20 cm dos solos usados nos
experimentos de inoculacdo com bactérias na cultura do trigo, Palotina/PR e
Toledo/PR — 2013

MO P K" Ca™ Mg~ A’ H+AP Fe SB V% Argila Site Areia
Solo pH 3 3 3 3
gdm mg dm™ —meeeeseeeeeeeeeeoee CMOle dM *----------mooe oo mg dm
BF 36 1,34 28 002 087 014 10 3,97 260 12 250 18,0 6,0 76,0
AF 61 429 140 1,14 642 423 0,0 3,18 190 11,7 787 63,0 20,0 17,0

BF — Baixa Fertilidade; AF — Alta Fertilidade. Laboratério de Andlise do Solo da Coodetec - Cooperativa Central
de Pesquisa Agricola.

Foram semeadas 5 sementes por vaso, com posterior desbaste aos 15 dias
ap0s a semeadura, deixando-se apenas 3 plantas por vaso. Os isolados utilizados
neste experimento foram UFPRPALT 1-14; UFPRPALM 3-87 e Azospirillum
brasilense Ab-V5. O preparo do indculo foi realizado como descrito no item 3.5.

Foram realizados trés grupos de avaliacdes onde os tratamentos consistiram
conforme apresentado na tabela 5. Cada tratamento foi realizado em triplicata,

totalizando 39 vasos e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado.
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Tabela 5. Descrigéo dos tratamentos utilizados nos experimentos

Grupo Tratamentos Descrigcéo dos tratamentos

T1 Controle sem inoculacédo e sem adubacéo
T2 Inoculacdo Azospirillum brasilense
T3 Inoculagéo A. brasilense + NPK
T4 Inoculacdo A. brasilense + Sulfato de Aménio
T5 Inoculacéo A. brasilense + NPK + Sulfato de Amonio
T1 Controle sem inoculacédo e sem adubacéo
T2 Inoculagdo UFPRPALT 1-14

[ T3 Inoculagdo UFPRPALT 1-14 + NPK
T4 Inoculacdo UFPRPALT 1-14 + Sulfato de Aménio
T5 Inoculacdo UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato de Amonio
T1 Controle sem inoculagéo e sem adubacéo
T2 Inoculagdo UFPRPALM 3-87

[l T3 Inoculagdo UFPRPALM 3-87 + NPK
T4 Inoculacdo UFPRPALM 3-87 + Sulfato de Aménio
T5 Inoculacdo UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato de Amoénio

A rega e a aplicacéo do inseticida sistémico pertencente aos grupos quimicos
Neonicotindide (Imiadacloprido) e Piretroide (Beta-ciflutrina) e do fungicida sistémico
pertencente aos grupos quimicos Estrubirulina (Piraclostrobina) e Triazol
(Epoxiconazol) foram realizados conforme a necessidade. O controle de plantas
daninhas foi realizada manualmente.

Aos 30 dias ap0s a semeadura foi realizada a aduba¢édo de cobertura com
sulfato de aménio acrescentando-se 50 Kg de N ha™em cobertura. A avaliacéo final
da promocéao de crescimento foi realizada aos 45 dias ap0s a semeadura, através da
avaliacdo da altura da planta, da massa fresca de parte aérea, da massa seca de
parte aérea e dos teores de nitrogénio total do tecido foliar, como descrito no item
3.5.

Nos experimentos em vaso, a contagem de células bacterianas epifiticas foi
realizada aos 45 dias apds a germinacdo. Os vasos foram previamente molhados
para facilitar a retirada das raizes. Destes, foram retiradas 3 plantas cuja parte
radicular foi cortada e lavada em agua corrente para retirar o excesso de solo. De



58

cada planta amostrada, foram pesadas 0,5 gramas e levadas para camara de fluxo
laminar, onde os procedimentos seguiram o protocolo descrito no item 3.5.1. Os
dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do aplicativo
computacional GENES (CRUZ, 2006).

3.7 AVALIACAO DO EFEITO DA PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL NA
CULTURA DO MILHO: ENSAIO DE INOCULACAO EM VASO

O experimento com inoculacéo de bactérias na cultura do milho foi implantado
em Setembro de 2012, na Universidade Federal do Parana, Campus Palotina. O
experimento foi realizado em vasos com capacidade de 4,5 Kg. O solo utilizado foi
Argissolo vermelho de baixa fertilidade (BF), coletado na regido de Iporéd/PR (Tabela
4). Com base na andlise foi realizada a adubacédo de base (NPK) (4-20-20) na
recomendacdo de 400 Kg ha™ e de cobertura (Sulfato de Amonio (NH,SOs): 50 Kg
de N hat), dependendo do tratamento.

Foram semeadas 5 sementes por vaso, com posterior desbaste aos 10 dias
apos a semeadura, deixando-se apenas 3 plantas por vaso. Os isolados utilizados
neste experimento foram UFPRPALT 1-14; UFPRPALM 3-87 e Azospirillum
brasilense Ab-V5. O preparo do indculo foi realizado como descrito no item 3.5. Os
grupos de tratamentos e as determinagfes das variaveis foram os mesmos utilizados
na cultura do trigo (item 3.6).

Para a andlise estatistica os dados foram submetidos a Anélise de Variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com
o auxilio do aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO PARCIAL DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os resultados referentes a caracterizacdo parcial das estirpes bacterianas
isoladas de plantas de milho (M) e de trigo (T) em trés areas de mata na Regido
Oeste do Parana: area 1: Argissolo vermelho (Ipord/PR); area 2: Latossolo roxo
(Linha La Salle-Palotina/PR) e é&rea 3: Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-
Palotina/PR), séo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Caracterizacdo parcial das 136 estirpes bacterianas isoladas de plantas
de milho e trigo em trés areas de mata na Regido Oeste do Parana, Ipora e
Palotina/PR — 2011

Isolados Meio de Temperatura Gram Forma Coloragé_o da

Cultura (°C) Colbdnia

UFPRPALT 1-1 LG 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-2 NFb 28 - 30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-3 NFb 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-4 JINFb 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-5 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-6 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-7 LGI-P 28 -30 + Bacilos incolor
UFPRPALT 1-8 LGI-P 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-9 LGD 28 -30 - Bacilos branca
UFPRPALT 1-10 LGD 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-11 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-12 LGD 28 -30 - Cocos amarela
UFPRPALT 1-13 DYGS 28 - 30 - Bacilos amarela
UFPRPALT 1-14 DYGS 28 -30 - Bacilos branca
UFPRPALT 1-15 LGI 35-37 - Cocos branca
UFPRPALT 1-16 LGI 35-37 - Bacilos incolor
UFPRPALT 1-17 LGI 35-37 - Cocos branca
UFPRPALT 2-18 LGI 35-37 - Cocos branca
UFPRPALT 2-19 LGI 35-37 + Cocos branca
UFPRPALT 2-20 LGI 35-37 - Bacilos incolor
UFPRPALT 2-21 LG 28 - 30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 2-22 LG 28 - 30 - Cocos incolor
UFPRPALT 2-23 LG 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALT 2-24 LG 28 -30 - Cocos incolor

UFPRPALT 2-25 LGI-P 28 -30 - Cocos incolor



UFPRPALT 2-26
UFPRPALT 2-27
UFPRPALT 2-28
UFPRPALT 2-29
UFPRPALT 2-30
UFPRPALT 2-31
UFPRPALT 2-32
UFPRPALT 2-33
UFPRPALT 2-34
UFPRPALT 2-35
UFPRPALT 2-36
UFPRPALT 2-37
UFPRPALT 2-38
UFPRPALT 3-39
UFPRPALT 3-40
UFPRPALT 3-41
UFPRPALT 3-42
UFPRPALT 3-43
UFPRPALT 3-44
UFPRPALT 3-45
UFPRPALT 3-46
UFPRPALT 3-47
UFPRPALT 3-48
UFPRPALT 3-49
UFPRPALT 3-50
UFPRPALT 3-51
UFPRPALT 3-52
UFPRPALT 3-53
UFPRPALT 3-54
UFPRPALT 3-55
UFPRPALM 3-56
UFPRPALM 3-57
UFPRPALM 3-58
UFPRPALM 3-59
UFPRPALM 2-60
UFPRPALM 2-61
UFPRPALM 2-62
UFPRPALM 2-63
UFPRPALM 3-64
UFPRPALM 3-65
UFPRPALM 3-66
UFPRPALM 3-67

LGI-P
LGI-P
LGD
LGD
LGD
LGD
LGD
NFb
NFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
LGI
LGI
LGI
LGI-P
LGI-P
LGI-P
LGI-P
LG
LG
LG
LGD
LGD
LGD
JNFb
JNFb
NFb
NFb
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LG
LG
LG
LG

28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
35-37
35-37
35-37
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30
35-37
35-37
35-37
35-37
35-37
35-37
35-37
35-37
28 -30
28 -30
28 -30
28 -30

Bacilos
Bacilos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Bacilos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Bacilos
Bacilos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos

branca
branca
incolor
incolor
incolor
incolor
branca
incolor
branca
branca
incolor
incolor
incolor
incolor
amarela
incolor
branca
incolor
incolor
amarela
incolor
incolor
incolor
incolor
incolor
branca
branca
incolor
incolor
incolor
branca
incolor
incolor
amarela
amarela
amarela
branca
incolor
incolor
incolor
amarela
amarela

60



UFPRPALM 2-68
UFPRPALM 2-69
UFPRPALM 3-70
UFPRPALM 3-71
UFPRPALM 3-72
UFPRPALM 3-73
UFPRPALM 2-74
UFPRPALM 2-75
UFPRPALM 2-76
UFPRPALM 2-77
UFPRPALM 3-78
UFPRPALM 3-79
UFPRPALM 3-80
UFPRPALM 3-81
UFPRPALM 2-82
UFPRPALM 2-83
UFPRPALM 2-84
UFPRPALM 2-85
UFPRPALM 3-86
UFPRPALM 3-87
UFPRPALM 3-88
UFPRPALM 2-89
UFPRPALM 2-90
UFPRPALM 2-91
UFPRPALM 2-92
UFPRPALM 2-93
UFPRPALM 2-94
UFPRPALM 2-95
UFPRPALM 2-96
UFPRPALM 2-97
UFPRPALM 3-98
UFPRPALM 3-99
UFPRPALM 3-100
UFPRPALM 3-101
UFPRPALM 3-102
UFPRPALM 3-103
UFPRPALM 3-104
UFPRPALM 3-105
UFPRPALM 2-106
UFPRPALM 2-107
UFPRPALM 2-108
UFPRPALM 2-109

LG
LG
LGD
LGD
LGD
LGD
LGD
LGD
LGD
LGD
LGI-P
LGI-P
LGI-P
LGI-P
LGI-P
LGI-P
LGI-P
LGI-P
JNFb
JNFb
JINFb
JINFb
JNFb
JNFb
JINFb
JINFb
JNFb
JNFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
DYGS
DYGS
DYGS
DYGS
DYGS
DYGS
DYGS
DYGS

28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 -30
28 -30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 -30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 -30
28 -30
28 - 30
28 - 30
28 -30
28 -30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 - 30
28 -30
28 -30
28 -30
28 - 30
28 -30
28 -30

Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Bacilos
Cocos
Diplococos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Estreptococos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Bacilos
Cocos
Bacilos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Bacilos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos

incolor
amarela
incolor
branca
incolor
amarela
incolor
amarela
amarela
branca
branca
amarela
amarela
amarela
incolor
amarela
incolor
incolor
incolor
branca
incolor
amarela
branca
incolor
branca
branca
incolor
branca
incolor
incolor
incolor
branca
branca
branca
amarela
branca
branca
branca
amarela
branca
creme
amarela

61
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UFPRPALM 2-110 DYGS 28 -30 - Cocos verde
UFPRPALM 1-111 LGI-P 28 -30 - Cocos amarela
UFPRPALM 1-112 LGI-P 28-30 - Cocos amarela
UFPRPALM 1-113 LGI-P 28-30 - Cocos amarela
UFPRPALM 1-114 LGI 35-37 + Cocos amarela
UFPRPALM 1-115 LGI 35 -37 - Cocos incolor
UFPRPALM 1-116 NFb 28-30 - Cocos branca
UFPRPALM 1-117 NFb 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALM 1-118 NFb 28 -30 - Bacilos branca
UFPRPALM 1-119 JNFb 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALM 1-120 JNFb 28 -30 - Bacilos branca
UFPRPALM 1-121 JNFb 28-30 - Bacilos incolor
UFPRPALM 1-122 JNFb 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALM 1-123 JNFb 28 -30 - Cocos branca
UFPRPALM 1-124 JNFb 28-30 - Cocos branca
UFPRPALM 1-125 LG 28 -30 - Cocos amarela
UFPRPALM 1-126 LG 28 -30 + Cocos incolor
UFPRPALM 1-127 LGD 28 -30 - Bacilos incolor
UFPRPALM 1-128 LGD 28-30 + Bacilos incolor
UFPRPALM 1-129 LGD 28-30 - Cocos incolor
UFPRPALM 1-130 LGD 28-30 - Diplococos incolor
UFPRPALM 1-131 LGD 28-30 - Cocos amarela
UFPRPALM 1-132 LGD 28 -30 - Cocos amarela
UFPRPALM 1-133 DYGS 28-30 + Bacilos branca
UFPRPALM 1-134 DYGS 28 -30 - Cocos branca
UFPRPALM 1-135 DYGS 28 - 30 - Bacilos branca
UFPRPALM 1-136 DYGS 28 -30 - Cocos branca

UFPRPALT 1 Bactérias isoladas de raizes de Trigo Area 1 (Argissolo vermelho — Ipord/PR)

UFPRPALT 2 Bactérias isoladas de raizes de Trigo Area 2 (Latossolo roxo — Linha La Salle-Palotina/PR)
UFPRPALT 3 Bactérias isoladas de raizes de Trigo Area 3 (Nitossolo vermelho — Linha Aparecidinha-Palotina/PR)
UFPRPALM 1 Bactérias isoladas de raizes de Milho Area 1 (Argissolo vermelho — Iporéa/PR)

UFPRPALM 2 Bactérias isoladas de raizes de Milho Area 2 (Latossolo roxo — Linha La Salle-Palotina/PR)
UFPRPALM 3 Bactérias isoladas de raizes de Milho Area 3 (Nitossolo vermelho — Linha Aparecidinha-Palotina/PR)

Foram isoladas 136 estirpes bacterianas, sendo 17 bactérias isoladas de
raizes de trigo na area 1 (Argissolo vermelho), 21 bactérias na area 2 (Latossolo
roxo), 17 bactérias na area 3 (Nitossolo vermelho), 55 isolados no total. Tendo como
plantas iscas o milho, 26 bactérias foram isoladas na area 1 (Argissolo vermelho), 28
bactérias na area 2 (Latossolo roxo) e 27 bactérias na area 3 (Nitossolo vermelho),

81 isolados no total.
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Estas bactérias foram isoladas em diferentes meio de cultura semi-seletivos
para diferentes géneros de bactérias diazotroficas. Na tabela 7 esta a relacdo dos
meios de cultura empregados, indicando o numero de bactérias que foram isoladas

nesses meios, de acordo com a area (A1, A2 e A3) e a cultura (trigo e milho).

Tabela 7. Numero de bactérias isoladas de trigo e milho na area 1, 2 e 3 nos
diferentes meios de cultura empregados, Palotina/PR — 2011

MEIOS DE CULTIVO

DYGS NFb JNFDb LG LGD LGl LGI-P TOTAL
TRIGO Al 2 2 3 1 4 3 2 17
MILHO Al 4 3 6 2 6 2 3 26
TOTAL Al 6 5 9 3 10 5 5 43
TRIGO A2 0 2 4 4 5 3 3 21
MILHO A2 5 2 7 2 4 4 4 28
TOTAL A2 5 4 11 6 9 7 7 49
TRIGO A3 0 2 2 3 3 3 4 17
MILHO A3 4 4 3 4 4 4 4 27
TOTAL A3 4 6 5 7 7 7 8 44
TOTAL TRIGO 2 6 9 8 12 9 9 55
TOTAL MILHO 13 9 16 8 14 10 11 81
TOTAL GERAL 15 15 25 16 26 19 20 136

Al: area 1 - Argissolo vermelho (Ipora/PR); A2: area 2 - Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e A3: area
3 - Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-Palotina/PR).

No total de isolados através dos meios de cultura empregados 11% foram
isolados no meio DYGS; 11% no meio NFb, 18% no meio JNFb, 12% no meio LG,
19% no meio LGD, 14% no meio LGl e 15% no meio LGI-P (Tabela 7).

A area que teve maior numero de isolados foi a A2 com 49 isolados ou 36%
do total independente da cultura. Os tipos de solos nédo foram importantes na
especificidade das bactérias, uma vez que o numero médio de isolados em todos os
solos foi de 45.

Uma grande diversidade de bactérias foi obtida devido a utilizagdo de
diversos meios de cultura, sendo que alguns meios séo seletivos para determinados
géneros de bactérias. O meio LG é indicado para isolar Azotobacter spp. e
Azomonas spp., tem pH 7.0 e cor azul. O meio NFb é seletivo para Azospirillum
lipoferum, A. brasilense, A. irakense e A. halopraeferans, com pH de 6.5 ou 6.8, no
entanto Azospirillum amazonense cresce em meio LGI, que tem um pH de 6.0 a 6.2.
Para isolamento de Gluconacetobacter diazotrophicus utiliza-se o meio LGI-P, que
tem pH 5.5. Para o isolamento de Herbaspirillum spp. € indicado o meio JNFb. O
meio LGD com pH 7.0 é indicado para o isolamento de Derxia spp. (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995).
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O meio de cultura DYGS € considerado um meio rico para favorecer o
crescimento de bactérias em menor tempo de incubacdo (DOBEREINER;
ANDRADE; BALDANI, 1999). Devido a esta caracteristica, quando este meio foi
utilizado, houve predominancia de fungos e um numero maior de populagéo
bacteriana, ndo sendo possivel isolar estirpes nas areas 2 e 3 em plantas de trigo.
Porém, Gomes (2009) isolou bactérias de milho, utilizando meio DYGS, obtendo
uma maior diversidade bacteriana endofitica de regido de mata.

Com o meio DYGS foi possivel isolar bactérias pela variacdo de pH na area
1. Herbaspirillum e Gluconacetobacter foram caracterizadas em pH 6.0 (pH utilizado
neste trabalho) e Azospirillum em pH 6.8 (KUSS et al.,2007). Porém para estas
estirpes os meios de cultura NFB e JNFB foram desenvolvidos para o cultivo de
isolados bacterianos diazotroficos de diferentes culturas e tém sido usados no
isolamento de bactérias do género Azospirillum e Herbaspirillum, respectivamente.
Especificamente Azospirillum brasilense cresce em meio JNFb-lactato (MACHADO
et al., 1995) e para Herbaspirillum spp. é indicado o meio JNFb malato (KLASSEN et
al., 1997).

De acordo com a tabela 6, todos os isolados bacterianos cresceram entre 28
a 30°C, com excecdo do meio LGI (35 a 37°C). Quanto a forma, 49 bactérias foram
classificadas como bacilos, 1 estreptococos, 2 diplococos e as demais cocos (84).
As coloracdes verificadas nas colénias foram: incolor (66 bactérias), branca (41
bactérias), creme (1 bactéria) e amarela (28 bactérias). Dentre os isolados apenas
12 estirpes (9%) sdo Gram positivas: UFPRPALT 1-7, UFPRPALT 2-19, UFPRPALT
2-31, UFPRPALT 3-50, UFPRPALM 2-61, UFPRPALM 3-65, UFPRPALM 2-93,
UFPRPALM 3-103, UFPRPALM 1-114, UFPRPALM 1-126, UFPRPALM 1-128 e
UFPRPALM 1-133.

A maior parte das bactérias isoladas (91%) foi caracterizada como Gram
negativa. A proporcao obtida foi similar aos resultados relatado por Magnani (2005),
no isolamento de bactérias endofiticas em cana-de-agucar. Na literatura, foram
descritos diversos géneros de bactérias diazotroficas como Gram negativas. Pode-
se citar os géneros Rhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium (MARIN et al., 1999) e
Azospirillum (CARDOSO et al., 2010), Pseudomonas (FERNANDES et al., 2001),
Burkholderia (MOREIRA e CORREIA, 2005).

Porém, existem bactérias diazotroficas Gram positivas, como a Paenebacillus

azotofixans que € geneticamente diversa, podendo ser encontrada na rizosfera de



65

gramineas, como trigo e cana-de-agucar (BALDANI; BALDANI, 2005), e outras
espécies de Bacillus.

As informacfes adquiridas pela caracterizagdo morfolégica sdo muito
importantes no processo de selegéo de estirpes eficientes, principalmente quando
agregadas as caracteristicas bioquimicas e genéticas, pois constituem etapa inicial

para a identificacéo e posterior aplicacao desses isolados em campo.

4.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

Nas tabelas 8 a 10 estdo apresentados os resultados das analises
bioquimicas do indice de solubilizacdo de fosfato (ISF) e da concentracdo de AIA /
proteina (sem adicdo de triptofano e com adicdo de triptofano), por areade
isolamento. Os isolados foram divergentes quanto as suas capacidades em
solubilizar fosfato e produzir AIA. Para a solubilizacdo de fosfato, independente da
area e cultura, 69 isolados, ou seja, 51% do total ndo apresentaram capacidade
solubilizadora de fosfato, 14% apresentaram baixo indice de solubilizacdo (1S<2),
9,5% médio (IS<4) e 255% alto (IS24), com elevado potencial para o
desenvolvimento de biofertilizante.

Os valores de AIA variaram entre 19,94 pg de AIA mg* de proteina
(UFPRPALM1-134) a 1170,98 pug de AIA mg™ de proteina (UFPRPALM 2-32), sem a
adicao de triptofano, uma variagédo de 58 vezes na capacidade de producgéo de AlA.
Nesta mesma analise, porém com adicdo de triptofano, apenas 42
isolados (31%) foram capazes de produzir AlA e o0s niveis observados foram
maiores, variarando de 362,18 (UFPRPALM 3-65) a 5599,57 (UFPRPALM 3-80) ug
de AIA mg* de proteina, uma variacdo na ordem de 15 vezes. Dentre todos 0s
isolados, apenas 6 estirpes, obtidas a partir de plantas iscas de milho, ndo foram
capazes de sintetizar AlA.

Os controles bacterianos usados neste experimento foram H. seropedicae e
A. brasilense que nao apresentaram capacidade solubilizadora de fosfato. Arruda et
al. (2013) também relataram auséncia de solubilizacdo de fosfato por estas duas
espécies. Os controles conhecidos H. seropedicae e A. brasilense tiveram producéo
de AIA sem adicdo de triptofano de 135,76 e 90,08 ug de AIA mg™” de proteina,
respectivamente. Porém, com a presenca do triptofano somente H. seropedicae foi

capaz de sintetizar AlA (665,57 pg de AIA mg™ de proteina).
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Pedraza et al. (2004) verificaram niveis de 16,56 e 22,45 ug de AIA mg™* de
proteina para as estirpes Sp7 e Sp245 de Azospirillum brasilense. Fernandes (2012)
observou valores para isolados bacterianos em citros com diferentes habilidades
entre 1,36 e 264,4 pug de AIA mg™t de proteina, que embora ndo tenham sido
sequenciados e classificados taxonomicamente, demonstram uma grande variacao.
Na literatura, sdo descritas a capacidade produtora de AIA de 80,48 ug mL™ de AIA
para H. seropedicae e 36,12 pg mL™ de AIA para A. brasilense (ARRUDA et al.,
2013), embora sem possibilidade de comparacéo pelas unidades, os resultados
obtidos neste experimento concordam com esta tendéncia de H. seropedicae ser
mais eficiente na sintese de AlA.

Ao compararmos os resultados obtidos para muitos dos isolados, pode-se
concluir que dentre os isolados ha estirpes promissoras, ou seja, de alta
performance na indugdo de crescimento vegetal (Tabelas 8 a 10) com valores
superiores aos observados nos controles (estirpes ja usadas comercialmente).

Na tabela 8 estédo apresentados os resultados referentes a area 1 (Argissolo),
quanto a ISF e a producao de AlA, tendo como planta isca o trigo. Apenas o isolado
UFPRPALT 1-14 apresentou capacidade de solubilizacdo de fosfato média,
enquanto no milho, 11 isolados apresentaram capacidade alta de solubilizacdo de
fosfato e 8 isolados baixa capacidade. Os isolados UFPRPALM 1-121,
UFPRPALM1-124; UFPRPALM 1-129 e UFPRPALM 1-131 formaram o grupo das
estirpes com os maiores indices de ISF. Nesta mesma area, os resultados obtidos
para a producdo de AIA, agrupados pelo Scott-Knott (p<5%), apontam grupos
distintos quanto a producao de AlA: o isolado UFPRPALM 1-131 (866,24 ug de AIA
mg™ de proteina) apresentou os maiores valores sem triptofano no meio de cultura e
com a adicdo de triptofano, destacaram-se os isolados UFPRPALT 1-14 e
UFPRPALM 1-122, com 2607,70 e 2397,02 pg de AIA mg' de proteina,

respectivamente.
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Tabela 8. Caracterizacdo bioquimica através do indice de solubilizacdo de
fosfato (ISF) e da concentracdo de acido indol-3-acético (AIA) das estirpes
bacterianas isoladas na area 1 (Argissolo vermelho) de raizes de trigo e milho
na Regido Oeste do Parana, Palotina/PR — 2012

indice de Solubilizacdo de Concentracéo de AIA /
Fosfato Proteina
ISOLADOS f Halo (mm) / f Colénia (mm) (ug mg™

Baixo Médio Alto Sem Com

(1S<2) (1S<4) (1S24) triptofano triptofano
UFPRPALT 1-1 - - - 60,22 e -
UFPRPALT 1-2 - - - 97,00d -
UFPRPALT 1-3 - - - 99,60 d -
UFPRPALT 1-4 - - - 187,68 b -
UFPRPALT 1-5 - - - 192,06 b -
UFPRPALT 1-6 - - - 59,97 e -
UFPRPALT 1-7 - - - 116,28 d -
UFPRPALT 1-8 - - - 82,43d 168,29 e
UFPRPALT 1-9 - - - 65,96 e -
UFPRPALT 1-10 - - - 106,10d -
UFPRPALT 1-11 - - - 193,90 b -
UFPRPALT 1-12 - - - 5444 e -
UFPRPALT 1-13 - - - 72,56 e -
UFPRPALT 1-14 - 3,13 - 81,65d 2607,70 a
UFPRPALT 1-15 - - - 63,81e -
UFPRPALT 1-16 - - - 161,43 ¢ -
UFPRPALT 1-17 - - - 215,57 b -
UFPRPALM 1-111 1,16 b - - - -
UFPRPALM 1-112 - - - 53,10 e -
UFPRPALM 1-115 1,46 b - - 63,35¢e -
UFPRPALM 1-116 - - 5,30b 46,07 e 1914,64 b
UFPRPALM 1-117 - - 5,27b 98,91d 1056,58 ¢
UFPRPALM 1-118 - - 5,01b 7161e 751,21d
UFPRPALM 1-119 1,17 b - - 134,77 c -
UFPRPALM 1-120 1,17 b - - 238,79 b 714,62 d
UFPRPALM 1-121 - - 6,79 a 62,49 e -
UFPRPALM 1-122 - - 5,35b 158,19 ¢ 2397,02 a
UFPRPALM 1-123 1,96 a - - - -
UFPRPALM 1-124 - - 6,25 a 57,34 e 947,04 c
UFPRPALM 1-125 - - 5,93 a - -
UFPRPALM 1-126 - - 557b - -
UFPRPALM 1-127 1,32b - - 82,11 d 387,77 e
UFPRPALM 1-128 1,19b - - 164,94 ¢ -
UFPRPALM 1-129 - - 6,27 a 87,68d -
UFPRPALM 1-130 1,18 b - - 179,69 b 1226,67 ¢
UFPRPALM 1-131 - - 6,50 a 866,24 a -
UFPRPALM 1-133 - - - 126,08 ¢ -
UFPRPALM 1-134 - - - 19,94 e -
UFPRPALM 1-135 - - - 30,81 e 764,83 d
UFPRPALM 1-136 - - 4,22 b - -
S“;?;‘;&'éggm - - - 135,76 ¢ 665,57 d
Azospirillum
brasilri)ense ) ) ) 90,08d )

CV% 12,71 - 16,50 23,89 19,56

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na area 1 isolados da cultura do trigo e milho.
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Na area 2 (Latossolo vermelho), conforme apresentado da tabela 9, referente
aos isolados em trigo, foram observados apenas 4 isolados com médio ISF, sendo
que o isolado UFPRPALT 2-30 forma um grupo distinto aos demais. No milho,
bactérias solubilizadoras foram encontradas em maior nUmero e com os trés niveis
de solubilizacdo de fosfato (baixo, médio e alto). Os isolados UFPRPALM 2-89 e
UFPRPALM 2-95 apresentaram-se como 0s de maior capacidade solubilizadora
(indice médio de 7). Nos niveis médio e baixo para capacidade solubilizadora foram
encontrados 2 grupos distintos, com indices variando de 2,10 a 3,53 (ISF<4) e 1,24
a 1,75 (ISF<2).

Na analise de producao de AIA, entre todos os isolados coletados na area 2,
o0 isolado UFPRPALT 2-32 formou grupo distinto e superior aos demais em relacao
ao AIA sem adicdo do amino&cido precursor (Triptofano) (1170,98 pg de AIA mg™ de
proteina). Porém, com adicao do triptofano, este isolado ndo foi capaz de sintese da
auxina. O isolado UFPRPALT 2-33 obteve os maiores valores para a producao de
AIA quando o triptofano foi adicionado ao meio (3556,17 ug de AIA mg?' de
proteina).
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Tabela 9. Caracterizacdo bioguimica através do indice de solubilizacdo de
fosfato (ISF) e da concentragcédo de acido indol-3-acético (AlA) das estirpes
bacterianas isoladas na area 2 (Latossolo roxo) de raizes de trigo e milho na
Regido Oeste do Parand, Palotina/PR — 2012

Indice de Solubilizacéo de

Concentracéo de AIA /

Fosfato Proteina
ISOLADOS f Halo (mm) / f Colénia (mm) (ug mg ™
Baix o Médio Alto Sem Com
(1S<2) (1S<4) (1S24) triptofano triptofano

UFPRPALT 2-18 - 2,80b - 81,28d -
UFPRPALT 2-20 - - - 308,06 ¢ -
UFPRPALT 2-21 - - - 292,42 c -
UFPRPALT 2-22 - - - 100,66 d 625,76 e
UFPRPALT 2-23 - - - 446,54 b -
UFPRPALT 2-24 - 2,15 ¢ - 370,98 b 3054,10 b
UFPRPALT 2-25 - - - 285,51 ¢ 1634,50 ¢
UFPRPALT 2-26 - - - 268,97 c -
UFPRPALT 2-27 - - - 94,52 d -
UFPRPALT 2-28 - 291b - 73,81d -
UFPRPALT 2-29 - - - 141,57 d 1648,84 c
UFPRPALT 2-30 - 3,67 a - 159,95 d 1013,89d
UFPRPALT 2-31 - - - 61,14 d -
UFPRPALT 2-32 - - - 1170,98 a -
UFPRPALT 2-33 - - - 309,29 c 3556,17 a
UFPRPALT 2-34 - - - 74,44 d -
UFPRPALT 2-35 - - - 107,75d -
UFPRPALT 2-36 - - - 234,54 c -
UFPRPALT 2-37 - - - 100,13 d -
UFPRPALT 2-38 - - - 122,32 d 282,07 e
UFPRPALM 2-60 - - - 133,38 d 1281,84d
UFPRPALM 2-61 - - - 146,76 d -
UFPRPALM 2-62 - - - 74,45d -
UFPRPALM 2-63 - 3,53 a - 106,73 d -
UFPRPALM 2-68 - 2,10 c - 70,08d -
UFPRPALM 2-69 - - - 86,14 d -
UFPRPALM 2-74 1,31b - - 236,31 c -
UFPRPALM 2-75 - - - 50,82 d 572,28 e
UFPRPALM 2-76 - - - 422,06 b -
UFPRPALM 2-77 - - - 180,38 d 897,42 e
UFPRPALM 2-85 1,75 a - - 151,24 d -
UFPRPALM 2-89 - - 7,51a 152,76 d 2572,50 b
UFPRPALM 2-90 1,28 b - - 111,41 d -
UFPRPALM 2-91 - 3,05b - 69,13d 426,78 e
UFPRPALM 2-92 - 3,96 a - 73,84d -
UFPRPALM 2-93 - 3,32a - 97,05d -
UFPRPALM 2-94 1,24 b - - 87,63d -
UFPRPALM 2-95 - - 6,61 a 223,68 ¢ -
UFPRPALM 2-96 1,43 b - - - -
UFPRPALM 2-97 - - - 109,51 d 2830,41 b
UFPRPALM 2-106 - - - 80,06 d -
UFPRPALM 2-107 - - - 117,25d 1084,44 d
UFPRPALM 2-109 - - - 64,92 d -
UFPRPALM 2-110 - - - 155,85d -
Herbaspirillum - - - 13576d 66557 e
seropedicae

Azospirillum

brasiIIi)ense j ] ] 90,08 d ]

CV% 10,93 12,85 7,85 37,87 18,90

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na area 2 isolados da cultura do trigo e milho.
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Ao analisar a caracterizacdo bioquimica dos isolados coletados na area 3
foram observadas diferencas entre os isolados quanto a solubilizacdo de fosfato e
producdo de AIA. Na tabela 10 estdo apresentados os resultados da caracterizacao
bioquimica dos isolados obtidos de raizes de trigo e milho na area 3 (Nitossolo
vermelho). Para a variavel ISF e, tendo como plantas isca o trigo, somente dois
isolados foram capazes de solubilizar fosfato com IS médio e alto (UFPRPALT 3-48
e UFPRPALT 3-54, respectivamente).

Os isolados em plantas de milho puderam ser classificados nos trés niveis.
Destacaram-se os isolados UFPRPALM 3-70 e 3-78 (ISF<2); UFPRPALM 3-65 e 3-
102 (ISF<4) e UFPRPALM 3-66 e 3-103 (ISF>4) formando grupos distintos e de
maiores indices de solubilizacdo de fosfato. Em relacdo a capacidade de sintese de
AlA, todos os isolados foram capazes de sintetizar AIA em meio triptofano, com
excecdo do isolado UFPRPALT 3-48 (Tabela 10). O isolado UFPRPALM 3-73 com
449,16 pg de AIA mg™ de proteina constituiu grupo distinto em relacdo aos demais
em meio sem suplementacdo com triptofano e o isolado UFPRPALM 3-80 (5599,57
ng de AIA mg’ de proteina) em meio com suplementacdo. Este Gltimo obteve o
maior valor de concentragdo AlA por proteinas entre todos os isolados avaliados nos

trés tipos de solos e plantas iscas.
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Tabela 10. Caracterizacdo bioquimica através do indice de solubilizacdo de
fosfato (ISF) e da concentracdo de acido indol-3-acético (AIA) das estirpes
bacterianas isoladas na area 3 (Nitossolo vermelho) de raizes de trigo e milho na
Regido Oeste do Parana, Palotina/PR — 2012
Indice de Solubilizagéo de

Concentragdo de AIA /

Fosfato Proteina
ISOLADOS f Halo (mm) / f Colénia (mm) (ug mg ™

Baix o Médio Alto Sem Com

(1S<2) (1S<4) (1S24) triptofano triptofano
UFPRPALT 3-39 - - - 293,04 d -
UFPRPALT 3-41 - - - 92,93 ¢ -
UFPRPALT 3-42 - - - 51,21 h -
UFPRPALT 3-45 - - - 382,67 b 3023,62d
UFPRPALT 3-46 - - - 84,83 g -
UFPRPALT 3-47 - - - 84,66 g 4698,89 b
UFPRPALT 3-48 - 2,87a - - -
UFPRPALT 3-51 - - - 115,89 f -
UFPRPALT 3-52 - - - 65,57 h 904,56 h
UFPRPALT 3-53 - - - 160,78 f 2700,75 e
UFPRPALT 3-54 - - 561b 220,94 e 2050,48 f
UFPRPALT 3-55 - - - 88,06 g -
UFPRPALM 3-56 1,31b - - 80,22 g 498,70 i
UFPRPALM 3-57 - - - 64,59 h -
UFPRPALM 3-58 1,27 b - - 153,10 f -
UFPRPALM 3-59 - - - 73,80 ¢g -
UFPRPALM 3-64 1,38 b - - 57,21 h 816,02 h
UFPRPALM 3-65 - 3,13a - 54,68 h 362,18 i
UFPRPALM 3-66 - - 7,66 a 133,45 f 372381 c
UFPRPALM 3-70 1,62 a - - 49,95 h -
UFPRPALM 3-71 - - - 87,16 g -
UFPRPALM 3-72 1,39b - - 234,21 e -
UFPRPALM 3-73 - - - 449,16 a 1421,70 g
UFPRPALM 3-78 1,58 a - - 78,50 g 522,19
UFPRPALM 3-80 - - - 46,67 h 5599,57 a
UFPRPALM 3-86 - 2,02b - 99,10 ¢ 1180,37 g
UFPRPALM 3-87 - - 4,49 b 340,93 c 477,86 i
UFPRPALM 3-88 - - - 79,62 g -
UFPRPALM 3-98 - - - 106,42 g -
UFPRPALM 3-100 - - - 231,21 e -
UFPRPALM 3-101 - - - 166,70 f -
UFPRPALM 3-102 - 2,88 a - 24,10 h -
UFPRPALM 3-103 - - 6,99 a 88,24 g -
UFPRPALM 3-104 - - - 92,03 ¢ -
UFPRPALM 3-105 - - - 85,81¢ -
?;?S:gigggm - . . 135,76 f 665,57 h
Azospmllum i i i 90,08 g i
brasiliense

CV% 11,64 21,04 15,72 17,60 8,80

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na area 3 isolados da cultura do trigo e milho.
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As bactérias podem diferir quanto a habilidade de solubilizar fosfato. Sachdev
et al. (2010) observaram que bactérias do género Acinetobacter isolados da mesma
cultivar de trigo (HI1535), demonstraram diferentes habilidades em solubilizar P em
meio liquido sendo que estas apresentaram valores variando de 80 a 362 ppm de P.

Diante dos resultados obtidos, verifica-se uma grande variagdo entre 0s
isolados. Aqueles que apresentaram maior ISF (1IS24) seriam os de maior habilidade
na alteracdo do pH, na producdo de acidos organicos e na mineralizacdo pelas
fosfatases e fitases (AHMED et al., 2008).

Richardson et al. (2009) citam que a producdo de &cidos organicos €
dependente de fontes de C disponiveis na rizosfera e pode estar regulada por
repressdo catabodlica de acidos organicos como malato e succinato em
Pseudomonas sp. Deste modo, a presenca de um numero maior de bactérias
solubilizadoras na rizosfera do milho seria proporcional aos exsudatos que esta
espécie produz. Pedrinho et al. (2010) ao avaliarem isolados bacterianos da
rizosfera do milho verificaram uma variacdo na capacidade de solubilizar fosfato com
predominio dos géneros Burkholderia e Bacillus. Neste experimento, também houve
um predominio dos géneros Burkholderia e Bacillus e também Agrobacterium. El-
Komy (2005) observaram que Pseudomonas fluorescens e Bacillus megaterium
foram efetivas na solubilizacdo de P dos solos. Dados obtidos por Inui (2009)
confirmam que isolados do género Burkholderia constituiram um dos principais
grupos quanto a solubilizacdo de fosfato isolados em cana-de-agucar. Também,
observaram que isolado A5142 (Rhizobiaceae) apresentou atividade solubilizadora
de fosfato.

Entre os 136 isolados 12,5% apresentaram alta capacidade de solubilizagao
fosfato e 82,35% de sintetizar AIA em meio sem triptofano. Aqueles isolados que
nao apresentaram esta caracteristica poderiam ser considerados neutros. A
producdo de AIA pelas bactérias aumentaria o tamanho do sistema radicular,
permitindo que uma maior area de solo seja explorada em termos de nutrientes e de
agua pela planta, indicando estirpes promissoras para serem usadas como
biofertilizantes.

O AIA pode ser sintetizado por via dependente e independente de Triptofano.
Nas bactérias fitopatogénicas, tais como Agrobacterium tumefasciens e biovares de
Pseudomonas syringae, o AIA €& produzido pela via do intermediario indol-3-

acetamida (IAM) e tem sido relacionado a formacao de tumores em plantas.
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As bactérias benéficas sintetizam AIA predominantemente através do acido
indol-3-piravico (AIP). Esta capacidade de sintese pelas bactérias dependera da
composicdo dos exsudatos das plantas, porque o triptofano € precursor do AlA e
age na molécula sinal pela inducao dos genes ipdC/ppdC ( RYU e PATTEN, 2008).
Entretanto, nos testes varias estirpes produziram AIA na auséncia do Triptofano e
Nao na presenca.

Loper et al. (2012) ao compararem 10 diferentes cepas de Pseudomonas,
relatam que somente 2 delas foram capazes de produzir AIA pela via indol-3-
acetamida (IAM). Farina et al. (2012) citam diferentes habilidades de isolados
quanto a producdo de AIA. Os isolados puderam variar entre diferentes géneros,
sendo Agrobacterium, Burkholderia e Pseudomonas o0s que apresentaram oS
maiores indices e, dentro do mesmo género Burkholderia, 4 isolados foram

incapazes de produzir AlA.

4.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR

4.3.1 Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado

Dos 136 isolados, apenas 84 foram levados para a caracterizacdo molecular.
Isto ocorreu pelo fato da ndo sobrevivéncia de alguns isolados apds um periodo de
preservagdao, o que indica a dependéncia destes microrganismos de compostos
possivelmente fornecidos através da suspensdo do macerado vegetal. Além disso,
apontam para a presenca de um grande percentual de bactérias fastidiosas, cujas
necessidades nutricionais sdo desconhecidas e com impossibilidade de cultivo in
vitro por praticas laboratoriais de rotina (STOLTZFUS et al., 1997; ELBELTAGY et
al., 2001). Dey, Pal e Tilak (2012) relatam que apenas 1% da populacédo microbiana
pode ser cultivada in vitro.

O DNA gendmico de 84 isolados bacterianos foi extraido e submetido a
reacdo de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para amplificacdo de seus genes
16S rDNA. Essa reacao foi realizada com os pares de oligonucleotideos Y1-Y3. O
produto da reacdo de amplificacdo com os oligonucleotideos Y1-Y3 corresponde ao

gene 16S rDNA quase completo.
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A anadlise dos produtos de amplificacdo obtidos confirmou a obtencdo de
fragmento com tamanho esperado, cerca de 1500pb (Figura 6). Magnani (2005) e
Reis Jr, Teixeira e Reis (2004) também relataram o mesmo padrdo de bandas em

isolados bacterianos.

M 1 2 34 5§66 7 8 9101112 13 14 15 16 17 1819 20 21 A

1500 pb

Figura 6. Analises de PCR do gene 16S rDNA de isolados bacterianos escolhidos
aleatoriamente. Linha M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Linhas 1 a

21 — isolados bacterianos; Linha A — Azospirillum brasilense Ab-V5.
FONTE: a autora (2013).

Os fragmentos amplificados foram digeridos com as seguintes enzimas de
restricdo: Hae Ill, Hinf | e Rsa I. A enzima Hinf | produziu maior nimero de bandas
polimérficas (11), seguida pela enzima Rsa | com 8 bandas e Hae Il com 7 bandas.
O tamanho das bandas foi de 100 a 1100 pb. Como resultados obtidos, os perfis de
restricdo apresentaram grande variabilidade (Figura 7).

O dendograma construido a partir da matriz de dissimilaridade genética,
calculada pela analise do perfil de fragmentos de restricdo da regido 16S rDNA,
agrupou os isolados em 8 grupos distintos com 70% de dissimilaridade, ou seja 30%
de similaridade genética suficiente para a discriminacdo de diferentes grupos de
isolados. O grupo 1 consistiu de trés isolados, os grupos 2 e 6 foram formados por
dois isolados cada. O grupo 3 por oito isolados, o grupo 5 de cinco isolados e os
grupos 7 e 8 por apenas um isolado cada. O grupo 4 consistiu de 63 isolados
dividido em 2 sub grupos: 4A com 17 isolados e o 4B formado por 46 isolados.
Apenas oito isolados (dois isolados do grupo 1 e seis no 4B) apresentaram

semelhancas genéticas clonais.
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Figura 7. Dendograma gerado a partir de ARDRA, obtido por digestéo independente
do produto amplificado do gene rDNA 16S com as enzimas Hae Ill, Hinf | e Rsa |,
em gel de agarose ilustrando a relagdo (% dissimilaridade) entre os isolados de

plantas trigo e milho, nas trés areas de coleta.
FONTE: a autora (2013).

Os acidos nucléicos ribossomais (rRNA) sédo considerados biopolimeros
adequados para estudos de diversidade. Seus genes, o rDNA, sdo universalmente
distribuidos, sendo a molécula com maior grau de conservacdo existente. Sua
variabilidade pode se apresentar em maior ou menor extensédo em diferentes regides
da molécula (LANE et al.,1985).
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Diversos autores utilizaram a técnica do ARDRA para avaliar a diversidade
genética de isolados de plantas iscas (MENGONI et al., 2003; TEIXEIRA; MELO e
VIEIRA, 2005; TORRES, 2005; SUN et al., 2008). Reis Jr, Teixeira e Reis (2004)
analisaram por meio de ARDRA, o efeito do gendétipo da planta e do sitio de coleta
na diversidade intra-especifica de isolados de Azospirillum amazonense, oriundos de
associacfes com raizes de Brachiaria. Ruiz et al. (2000) utilizaram o ARDRA para
identificacdo de espécies de acetobactérias. Alguns autores tem ainda estudado a
diversidade genética de isolados de solo ou planta iscas, empregando enzimas de
restricio em produto da amplificacdo do gene NifH (BENEDUZI et al., 2008a;
BENEDUZI et al., 2008b; VENIERAKI et al., 2011; BENEDUZI et al., 2013).

Analisando a figura 7, pode-se perceber que o0s grupos 1, 6 e 7 consistiram de
isolados de plantas iscas de milho de diferentes locais de coleta. O grupo 8 consistiu
de isolados unicamente obtidos a partir do trigo, da area 1. Por outro lado, os demais
grupos consistiram de isolados de ambas as plantas iscas e locais de coleta.

Apesar de varios autores citarem que o tipo de solo tem influéncia sobre a
determinacdo da comunidade dominante bacteriana (BASHAN et al.,, 1995;
GERMIDA et al., 1998), ndao houve uma clara distingdo sobre o efeito do local de
coleta e a microbiota existente. Os dados obtidos também discordam de Reis Jr,
Teixeira e Reis (2004) que relataram uma influéncia do tipo de solo na variabilidade
dos isolados e que poderia ser atribuida as diferentes caracteristicas ambientais
(quimicas, fisicas e bioldgicas), principalmente a textura e umidade dos solos como
fator predominante na diversidade de espécies de Azospirillum amazonense. Latour
et al. (1996) observaram intensa influéncia exercida pelo tipo de solo na estrutura
populacional de isolados de Pseudomonas, sugerindo que as diferentes
caracteristicas ambientais existentes poderiam ser responsaveis pelo efeito
discriminatorio.

Dey, Pal e Tilak (2012) citam que o tipo de solo € o maior determinante na
estrutura das comunidades microbiana. Caracteristicas como textura e estrutura,
teores de matéria organica, estabilidade de microagregados, pH e presenca de
nutrientes essenciais como: N, P e Fe determinam os nichos microbianos. Além
disso, outros fatores como manejo dos solos, rotacao de culturas, uso de herbicidas,

fertilizantes e irrigacdo devem ser levados em conta também.



77

Em solos argilosos, com textura mais fina, haveria maior retencao de agua e
capacidade de troca cationica (CTC) resultando em maiores teores de nutrientes e
por isso maior comunidade microbiana (INUI, 2009; HUESO; GARCIA e
HERNANDEZ, 2012). O efeito ocorreria também, pela rizosfera radicular, onde os
exsudatos: acUcares e aminoacidos seriam adsorvidos e ficariam ligados as
particulas de argila e estariam menos disponiveis para as bactérias (KUSKE et al.,
2002). Hoper et al. (1995) observaram que solos de pH neutro (7) e argilosos
aumentaram a densidade da comunidade de Pseudomonas fluorescentes.

Vaidya et al., (2008) afirmam que solos com alto teor de matéria organica
(MO) apresentam maior microbiota por terem disponiveis maior fonte de C, P e N e
estas fontes aumentam a nutricAo e crescimento vegetal, permitindo uma alta
populacdo epi e endofitica. Os diferentes teores de matéria organica (MO)
observados nos 3 diferentes solos nao foram suficientes para modificar a microbiota,
pois o Argissolo vermelho (area 1), mais arenoso e de menor teor de MO (%)
apresentou maior diversidade de espécies dentre as sequenciadas, com 21
exemplares diferentes.

Os resultados obtidos monstraram n&o haver aparente correlagéo entre grupo
genotipico e producéo de AlA ou solubilizacéo de fosfato (Tabelas 8 a 10) indicando
gue estes mecanismos estéo presentes em determinadas bactérias independente do
perfil dos elementos ARDRA. Isto corrobora com informacgdes postuladas que muitas
bactérias diazotréficas sdo ubiquas, desempenhando além da FBN a solubilizagéo
de fosfatos insoliveis e producdo de AIA, que sdo mecanismos amplamente
distribuidos entre os microrganismos rizosféricos (KHAN et al., 2009; ZAIDI et al.,
2009).

4.3.2 Analise das Sequéncias do Gene 16S rDNA

O produto da amplificacdo do gene 16S rDNA foi preparado para reagao de
sequenciamento e as sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o programa
Segmatch que usa o banco de dados RDP (Ribosomal Data Project -
www.rdp.cme.edu). Essa andlise resultou na distribuicdo das sequéncias em oito
grupos, onde todas as sequéncias dos isolados foram analisadas em conjunto e

classificadas nesses grupos de acordo com a identidade de sequéncia (Tabela 11).
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Os isolados dos grupos | a IV pertencem a divisdo Proteobacteria dentro da
classe Gammaproteobacteria. No grupo | estdo os isolados da ordem
Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae, sendo estes: UFPRPALT 1-5,
UFPRPALT 1-8, UFPRPALT 1-14 (género Pantoea), UFPRPALT 2-23, UFPRPALT
2-26, UFPRPALT 2-28, UFPRPALT 2-36, UFPRPALT 3-45, UFPRPALT 3-46
(género Pantoea), UFPRPALM 2-77, UFPRPALM 2-91, UFPRPALM 1-127.

O grupo Il o isolado UFPRPALT 2-21 é o Unico representante da ordem
Pseudomonadales, familia Pseudomonaceae, género Pseudomonas. Ja no grupo lll,
da mesma ordem, porém da familia Moraxellaceae, género Acinetobacter estdo os
isolados UFPRPALT 2-37 e UFPRPALM 3-80. No grupo IV esta o isolado da ordem
Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae, género Stenotrophomonas
UFPRPALT 1-13.

A classe Alphaproteobacteria constitui o grupo V da ordem Rhizobiales,
familia Rhizobiaceae, género Agrobacterium, com maior numero de isolados:
UFPRPALT 1-1, UFPRPALT 1-2, UFPRPALT 1-3, UFPRPALT 1-4, UFPRPALT 1-6,
UFPRPALT 1-11, UFPRPALT 1-16, UFPRPALT 2-32, UFPRPALT 3-51, UFPRPALM
3-56, UFPRPALM 3-72, UFPRPALM 1-119, UFPRPALM 1-120, UFPRPALM 1-121 e
UFPRPALM 1-135. Ainda neste grupo V um isolado pertencente ao género Ensifer.

Outra classe dentro da divisdo Proteobacteria € a classe Betaproteobacteria
gue compreende o grupo VI, da ordem Burkholderiales, familia Burkholderiaceae,
género Burkholderia, onde foram incluidos os isolados UFPRPALT 1-10,
UFPRPALM 3-87, UFPRPALM 3-101, UFPRPALM 1-118 e UFPRPALM 1-122.

Os grupos VII e VIII pertencem a divisdo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Bacillales, sendo o grupo VI da familia Bacillaceae, género Bacillus, com os isolados
UFPRPALM 2-93, UFPRPALM 3-103 e UFPRPALM 1-128. E o grupo VIII da familia
Paenibacillaceae, género Brevibacillus o isolado UFPRPALM 1-133.
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Tabela 11. Provavel posicao taxondmica de bactérias isoladas de raizes de trigo e
milho em trés areas de mata na Regido Oeste do Parana, Palotina/PR — 2013
Dominio Bacteria
Divisdo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria

Grupo | Ordem Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
UFPRPALT 1-5 UFPRPALT 2-36
UFPRPALT 1-8 UFPRPALT 3-45
UFPRPALT 1-14 (género Pantoea) UFPRPALT 3-46 (género Pantoea)
UFPRPALT 2-23 UFPRPALM 2-77
UFPRPALT 2-26 UFPRPALM 2-91
UFPRPALT 2-28 UFPRPALM 1-127
Grupo Il Ordem Pseudomonadales

Familia Pseudomonaceae
Género Pseudomonas
UFPRPALT 2-21
Grupo Il Familia Moraxellaceae
Género Acinetobacter
UFPRPALT 2-37
Grupo IV Ordem Xanthomonadales
Familia Xanthomonadaceae
Género Stenotrophomonas
UFPRPALT 1-13
Classe Alphaproteobacteria
Grupo V Ordem Rhizobiales
Familia Rhizobiaceae
Género Agrobacterium

UFPRPALM 3-80

UFPRPALT 1-1 UFPRPALM 3-56
UFPRPALT 1-2 UFPRPALM 3-72
UFPRPALT 1-3 UFPRPALM 2-95
UFPRPALT 1-4 UFPRPALM 1-119
UFPRPALT 1-6 UFPRPALM 1-120
UFPRPALT 1-11 UFPRPALM 1-121
UFPRPALT 1-16 UFPRPALM 1-135

UFPRPALT 3-51
Género Ensifer
UFPRPALT 2-32
Classe Betaproteobacteria
Grupo VI Ordem Burkholderiales
Familia Burkholderiaceae
Género Burkholderia
UFPRPALT 1-10 UFPRPALM 1 -118
UFPRPALM 3-87 UFPRPALM 1 -122
UFPRPALM 3-101
Divisao Firmicutes
Classe Bacilli
Grupo VII Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
UFPRPALM 2-93
UFPRPALM 3-103
UFPRPALM 1-128
Grupo VI Familia Paenibacillaceae
Género Brevibacillus
UFPRPALM 1-133

As sequéncias parciais dos genes 16S rDNA de estirpes endofiticas isoladas de plantas de trigo e milho foram
analisadas utilizando o programa Segmatch (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp).
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As sequéncias também foram comparadas com sequéncias do banco de
dados publico GenBank através do programa BLASTn (NCBI-www.ncbi.nih.gov). Os
resultados dessa comparacdo estdo apresentados na tabela 12. Essa andlise
apresentou valores de score variando entre 867 e 1958, sendo o isolado UFPRPALT
2-23 0 que apresentou o menor valor (867) e o isolado UFPRPALT 1-3 o maior valor
(1958). Os resultados obtidos reproduziram os niveis hierarquicos da analise anterior
onde a maioria das sequéncias foi reunida em dois principais grupos, um junto a
familia Enterobacteriaceae e outro com a familia Rhizobiaceae. Nessa analise, o
isolado UFPRPALM 1-122 foi classificado como uma bactéria Burkholderia sp., os
demais foram classificados com o epiteto especifico.

Furnkranz, Muller e Berg (2009) relataram que bactérias do género
Agrobacterium, Rhizobium, Pectobacterium, Ochrobacterium, Bacillus,
Streptomyces, Pantoea e Burkholderia sp. foram isoladas a partir de girassol e
sorgo. Beneduzi et al. (2008b) ao isolaram bactérias de 7 diferentes regides
produtoras de trigo no Rio Grande do Sul, obtiveram 311 isolados, classificados em
40 grupos distintos, onde o género mais comum foi Pseudomonas. Farina et al.
(2012) isolaram bactérias endofiticas a partir de canola e verificaram grande
biodiversidade entre os isolados. Em 7 diferentes locais, 0os autores obtiveram 27
diferentes géneros bacterianos onde os géneros mais comuns foram Agrobacterium,
Pantoea, Pseudomonas, Burkholderia e Enterobacteria. Todos estes trabalhos
demonstram a grande biodiversidade de géneros existente nos solos e plantas iscas
estudadas, onde o tipo e nimero da comunidade microbiana naturalmente residente
de determinado solo dependeréa de varios fatores fisicos, quimicos e biolégicos e da
interagdo entre estes.

Todas as cepas isoladas foram avaliadas quantos aos perfis morfologico e
bioquimico, porém apenas 41 do total de isolados neste trabalho foram
sequenciadas. Destas, 22 foram isoladas do trigo e 19 do milho.



81

Tabela 12. Identificacdo preliminar com base na identidade da sequéncia parcial do
gene 16S rDNA, das bactérias isoladas de raizes de trigo e milho em trés areas de
mata na Regiao Oeste do Parana, Palotina/PR — 2013

Isolados Organismo mais relacionado Score Valor Identidade f-rr;gnr;a;r?tg no%::rfﬁgnk
UFPRPALT 1-1 Agrobacterium tumefaciens 1803 0.0 97% 1213 NR_041396.1
UFPRPALT 1-2 Agrobacterium tumefaciens 1810 0.0 93% 1206 NR_041396.1
UFPRPALT 1-3 Agrobacterium tumefaciens 1958 0.0 98% 1168 NR_041396.1
UFPRPALT 1-4 Agrobacterium tumefaciens 1954 0.0 98% 1171 NR_041396.1
UFPRPALT 1-5 Shigella flexneri 1572 0.0 97% 936 NR_026331.1
UFPRPALT 1-6 Agrobacterium tumefaciens 1932 0.0 97% 1173 NR_026331.1
UFPRPALT 1-8 Shigella flexneri 1371 0.0 93% 965 NR_026331.1
UFPRPALT 1-10 Burkholderia unamae 1825 0.0 96% 1189 NR_027569.1
UFPRPALT 1-11 Agrobacterium tumefaciens 1871 0.0 97% 1167 NR_026331.1
UFPRPALT 1-13 Stenotrophomonas rhizophila 1411 0.0 95% 971 NR_028930.1
UFPRPALT 1-14 Pantoea ananatis 896 0.0 85% 934 NR_026045.1
UFPRPALT 1-16 Agrobacterium tumefaciens 1445 0.0 95% 968 NR_026331.1
UFPRPALT 2-21 Pseudomonas chlororaphis 1319 0.0 94% 1216 NR_044974.1
UFPRPALT 2-23 Shigella sonnei 867 0.0 94% 682 NR_074894.1
UFPRPALT 2-26 Escherichia fergusonii 1609 0.0 97% 950 NR_074902.1
UFPRPALT 2-28 Shigella flexneri 1550 0.0 97% 970 NR_026331.1
UFPRPALT 2-32 Ensifer adhaerens 1646 0.0 98% 977 NR_042482.1
UFPRPALT 2-36 Escherichia fergusonii 1555 0.0 98% 945 NR_074902.1
UFPRPALT 2-37 Acinetobacter johnsonii 1576 0.0 97% 952 NR_044975.1
UFPRPALT 3-45 Escherichia fergusonii 1659 0.0 98% 955 NR_074902.1
UFPRPALT 3-46 Pantoea vagans 1112 0.0 89% 970 NR_102966.1
UFPRPALT 3-51 Agrobacterium tumefaciens 1513 0.0 93% 967 NR_026331.1
UFPRPALM 3-56 Agrobacterium radiobacter 1358 0.0 94% 979 NR_074504.1
UFPRPALM 3-72 Agrobacterium radiobacter 1565 0.0 98% 951 NR_074504.1
UFPRPALM 2-77 Enterobacter asburiae 1552 0.0 97% 961 NR_024640.1
UFPRPALM 3-80 Acinetobacter johnsonii 1567 0.0 98% 969 NR_044975.1
UFPRPALM 3-87 Burkholderia ambifaria 1576 0.0 97% 976 NR_074687.1
UFPRPALM 2-91 Enterobacter asburiae 1472 0.0 97% 921 NR_024640.1
UFPRPALM 2-93 Bacillus safensis 1611 0.0 97% 959 NR_041794.1
UFPRPALM 2-95 Agrobacterium fabrum 1376 0.0 97% 837 NR_074266.1
UFPRPALM 3-101  Burkholderia unamae 1459 0.0 94% 1050 NR_027569.1
UFPRPALM 3-103  Bacillus thuringiensis 1652 0.0 98% 957 NR_043403.1
UFPRPALM 1-118 Burkholderia cepacia 1500 0.0 94% 1175 NR_041719.1
UFPRPALM 1-119  Agrobacterium fabrum 1134 0.0 90% 1019 NR_074266.1
UFPRPALM 1-120  Agrobacterium fabrum 928 0.0 97% 563 NR_074266.1
UFPRPALM 1-121  Agrobacterium fabrum 1129 0.0 93% 786 NR_074266.1
UFPRPALM 1-122  Burkholderia sp. 1138 0.0 90% 991 NR_102890.1
UFPRPALM 1-127  Escherichia fergusonii 1154 0.0 97% 970 NR_074902.1
UFPRPALM 1-128 Bacillus megaterium 1557 0.0 97% 1038 NR_074290.1
UFPRPALM 1-133  Brevibacillus agri 1622 0.0 97% 954 NR_040983.1
UFPRPALM 1-135  Agrobacterium larrymoorei 1546 0.0 96% 979 NR_026519.1

Andlise baseada na identidade de sequéncias da regido Y1-Y3 do gene 16S rDNA com sequéncias do banco
de dados do Genbank. O programa utilizado foi 0 BLASTn. Organismo mais relacionado : organismo que
possui a sequéncia com a qual a sequéncia parcial do gene 16S rDNA do isolado bacteriano de raizes de
trigo ou milho que apresentou maior homologia. Score : pontuagéo do alinhamento. Valor E: probabilidade de
se encontrar aleatoriamente o mesmo alinhamento entre duas sequéncias. Identidade : porcentagem de
identidade entre a sequéncia do isolado de trigo ou milho e o organismo relacionado. Tamanho do
fragmento : tamanho da sequéncia. Acesso no GenBank : nimero de acesso da sequéncia do organismo
relacionado.
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Na tabela 13 estdo os 41 isolados sequenciados, de acordo com a area e a
planta isca em que foram isolados. Deste total, 8 sdo da espécie Agrobacterium
tumefaciens, os quais foram isolados somente de plantas de trigo, na area 1 (7) e na
area 3 (1). Outras espécies bacterianas foram isoladas somente em trigo, como
Shigella flexneri, (2 na area 1 e 1 na area 2), Stenotrophomonas rhizophila (1) e
Pantoea ananatis (1), isolados da area 1; Shigella sonnei (1), Pseudomonas
chlororaphis (1) e Ensifer adhaerens (1), obtidos na area 2 e Pantoea vagans (1) na
area 3.

Ja as espécies Agrobacterium radiobacter (2), Bacillus thuringiensis (1) e
Burkholderia ambifaria (1), foram isolados somente em plantas de milho na area 3,
Enterobacter asburiae (2) e Bacillus safensis (1) isoladas na area 2 e Agrobacterium
larrymoorei, Brevibacillus agri, Bacillus megaterium, Burkholderia cepacia e
Burkholderia sp. todos com 1 representante foram isoladas da area 1. Ainda isolado
do milho a bactéria Agrobacterium fabrum, com 3 representantes na area 1 e 1 na
area 2.

Dos sequenciados nenhuma espécie foi encontrada nas duas culturas e em
todas as areas de coleta. A espécie Escherichia fergusonii foi a mais amplamente
distribuida por ter sido encontrada em trigo nas areas 2 (2) e 3 (1) e em milho na
area 1 (1). Acinetobacter johnsonii foi isolado 1 representante na area 2 de
plantas de trigo e 1 na area 3 de plantas de milho e Burkholderia unamae além de
ter sido isolada na area 3 em milho, também foi isolada na area 1 em trigo, ambas

com 1 representante dessa espécie.
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Tabela 13. Numero de espécies identificadas pelo sequenciamento do gene 16S
rDNA dos isolados de plantas de trigo e milho nas trés é&reas, Palotina 2013
Espécies / Géneros TRIGO MILHO
Identificados Al A2 A3 Al A2 A3
Agrobacterium tumefaciens 7 - 1 - - -
Agrobacterium radiobacter - - - - - 2
Agrobacterium fabrum - - - 1 -
Agrobacterium larrymoorei - - -
Shigella flexneri 2 1 - - - -
Shigella sonnei - 1
Stenotrophomonas rhizophila 1 - - - - -
Enterobacter asburiae - - - - 2 -
Pantoea vagans - - 1 - - -
Pantoea ananatis 1 - - - - -
Pseudomonas chlororaphis - 1 - - - -
Ensifer adhaerens - 1

P W

Brevibacillus agri - - - 1

Escherichia fergusonii - 2 1 1 - -
Acinetobacter johnsonii - 1

Bacillus safensis - - - - 1 -
Bacillus thuringiensis - - - - - 1
Bacillus megaterium - - - 1 - -
Burkholderia unamae 1 - - - -
Burkholderia ambifaria - - - - -

Burkholderia cepacia - - - 1
Burkholderia sp. - - - 1 - -

Total 12 7 3 9

Al: Area 1 (Argissolo vermelho — Ipord/PR); A2: Area 2 (Latossolo roxo — Linha La Salle-Palotina/PR) e
A3: Area 3 (Nitossolo vermelho — Linha Aparecidinha-Palotina/PR).

N&o foi possivel observar influéncia da variedade sobre os agrupamentos
uma vez que alguns géneros puderam ser observados nos 3 tipos de solos e a
totalidade das bactérias isoladas ndo puderam ser sequenciadas e ou
caracterizadas ndo permitindo maiores conclusdes para 0s solos em questéo.
Rodrigues et al. (2006) também observaram resultados similares na caracterizagédo
de Burkholderia e Herbaspirillum a partir de plantas de arroz inoculados em 2 tipos

distintos de solo (argiloso e arenoso).
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4.4 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO DA INOCULACAO DE BACTERIAS NA
PROMOGCAO DO CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE TRIGO

Para verificar a capacidade associativa de alguns isolados com plantas de
trigo, foi realizado o experimento de inoculacédo in vitro, contando com condi¢des
gnobidticas que apresenta como vantagem a exclusdo da acdo de outros fatores
mimetizando a associacdo entre planta x bactéria. Para este estudo, foram
escolhidos seis isolados (UFPRPALT 1-1; 1-14; UFPRPALM 2-77; UFPRPALM 3-87;
UFPRPALM 1-121 e UFPRPALM 1-122), sendo que estes variaram em termos de
producdo de AIA, solubilizacdo de fosfato e origem de isolamento: milho e trigo
como planta isca. Os resultados obtidos no experimento séo apresentados na tabela
14.

Foram observadas diferencas em relagdo a associacdo com plantas de trigo.
O isolado UFPRPALM 3-87 (Burkholderia ambifaria) em associagcdo com o trigo
promoveu um aumento significativo no comprimento da raiz, massa fresca de parte
aérea. Tais resultados poderiam ser explicados pela maior capacidade deste isolado
em produzir AIA, o que corresponderia a maior comprimento da raiz e maior
interacdo com as plantas, uma vez que o isolado obteve o maior nimero de
unidades formadoras de col6nias (UFC) endofiticas (1,36-10°UFC mL™).

Por outro lado, o isolado UFPRPALM 1-122 (Burkholderia sp.) com
capacidade de sintese de AIA demonstrou ter um efeito inibitério sobre o
crescimento vegetal, promovendo reducdo no comprimento da raiz, altura das
plantas, massa fresca da parte aérea e radicular e apresentou baixa capacidade
associativa com o trigo (0,08-10° UFC mL™). Estes resultados evidenciam a
compatibilidade do gendtipo bacteriano para uma associacao benéfica com a planta,
e que independente da espécie vegetal em que foram isolados, os mesmos
interagem com diferentes plantas, como ocorreu com o isolado UFPRPALM 3-87
que foi isolado em milho e apresentou a melhor performance in vitro em plantulas de

trigo.
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Tabela 14. Caracteristicas morfofisiol6gicas avaliadas em plantulas de trigo in vitro, em fun¢éo da inoculacdo com diferentes isolados

de bactéria, e caracteristicas bioquimicas dos isolados, Palotina/PR — 2012

Caracteristicas morfofisiologicas das plantulas de

trigo inoculadas

Caracteristicas bioguimicas dos

isolados
ISOLADOS ALTURA  COMPR. MF Ms MF MS N EPIFITICA  ENDOFITICA | | op [AIA]/ [AIAY
RAIZ AEREA  AEREA RAIZ RAIZ  TOTAL [PROTEINA]  [PROTEINA]
(cm) (cm) (mg) (mg) (mg) (mg) (9Kg") ~ (10°UFCmLY)  (x10°UFCmL) (Mgmg ) T (gmg ™) Trp+
- Agrobacterium -
UFPRPALT 1-1 il 16,43a  12,50b 43,18 ¢ 601b  70,00ab 833a  59,50a - 0,20 - 60,22 b
UFPRPALT 1-14  pantoea ananatis 1500b  10,00bc 22,96 d 268c 27,00c 633ab  43,80f 1,90 013 3,13b 81,65 b 2607,70 a
UFPRPALM 2-77 Enterobacter asburiae 15,00 b 7,50 cde 39,78 ¢ 6,61 b 25,33 ¢ 4,66 ab 45,40 e 2,11 0,20 - 180,38 b 897,42 b
UFPRPALM 3-87  pyrholderiaambifaria 15,50 b 15,50 a 67,01 a 215a 63,00ab 8,00ab 4530e 0,31 1,36 449a 340,93 a 477,86 b
UFPRPALM 1-121  agrobacterium fabrum 13,10c  6,50de  53,76b 7,20b  2533c  3,00ab 50,40d 0,11 0,73 6,79a 62,49 b -
UFPRPALM 1-122  pgyrkholderia sp. 12,26d  3,00f 40,18 ¢ 535b  20,66c  1,66b 53,00 bc 0,13 0,08 535a 158,190 2397,02 a
Ab-V5 Azospirilum brasilense 16,50 a 6,50 de 53,28 b 635b  64,66ab 833a  53,60b 1,88 0,66 - 135,76 b -
SmR1 Herbaspirillum 665,57 b
Soromenicas 1503b  6,00e 41,00 ¢ 581b 57,66b  833a  54,10b 0,93 1,60 - 90,08 b
Controle 1653a  9,00cd  53,00b 6,81b  79.33a  800ab 52,10c - _ - -
CV% - 1,66 10,73 2,92 1221 14,36 36,29 0,96 - - 23,06 34,25 22,52

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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O isolado UFPRPALT 1-1 (Agrobacterium tumefaciens) promoveu um
aumento significativo na altura das plantulas, massa seca de raizes e teor de
nitrogénio total (NT) nos tecidos. Em termos de colonizacdo, a populacdo de
bactérias epifiticas e endofiticas foi de 0 e 0,2-10° UFC mL™, respectivamente,
demonstrando baixa capacidade de associacdo com as plantulas de trigo, embora
seja uma bactéria endofitica com capacidade de sintese de AIA. O isolado
UFPRPALM 1-121 (Agrobacterium fabrum) apresentou um efeito contrario nas
plantulas inoculadas que obtiveram uma diminuicdo na altura, comprimento da raiz,
massa fresca e NT, mesmo apresentando a presenca epi e endofitica (0,11 e
0,73-10°UFC mL™Y) nas raizes do trigo, indicando um efeito negativo para o
crescimento vegetal, compativel com a acdo de um fitopatégeno (Pedrinho et al.,
2010). O efeito negativo sobre o crescimento vegetal se daria pela producdo de
fitotoxinas que inibiriam o crescimento das plantas (BROWN e ROVIVA, 1999). Os
genaotipos vegetais diferem na producéo de diferentes exsudatos que suportariam a
atividade do inoculo, tolerando ou ndo substancias fitotoxicas.

Outro isolado em trigo, UFPRPALT 1-14 (Pantoea ananatis) apresentou niveis
medianos de producdo de AIA para meio sem triptofano, mas distinto e alto para
meio com triptofano (Tabela 14). Esta caracteristica, no entanto, ndo foi suficiente
para promover crescimento ou eficiente interacdo com plantulas de trigo que
apresentaram médias menores que o controle para a altura, massa fresca e seca da
parte aérea, massa fresca de raizes e teor de nitrogénio total nos tecidos. O nimero
de bactérias epifiticas e endofiticas encontradas em plantulas de trigo apés 5 dias de
inoculacdo foi de 1,9-10° UFC mL™ epifiticamente e 0,133-10° UFC mL*
endofiticamente.

Na interacdo planta x bactéria, o fato das caracteristicas morfofisiologicas
permanecerem iguais ao controle poderia significar um efeito neutro ou ndo negativo
para o desenvolvimento da planta. Embora o isolado UFPRPALM 2-77 (Enterobacter
asburiae) tenha apresentado a maior populacgéo epifitica (2,1-10° UFC mL™) nao
apresentou uma grande colonizacdo endofitica nas plantulas avaliadas (0,2-10° UFC
mL™). O efeito desta estirpe sobre o crescimento vegetal foi expresso em reducéo da
altura, massa fresca da parte aérea e massa fresca de raizes e nos teores de

nitrogénio total.



87

Os controles bacterianos usados neste experimento (Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae) apresentaram reducdo em algumas variaveis avaliadas
em relagcdo ao controle sem inoculagdo. A presenca da bactéria A. brasilense
promoveu média igual de altura e teores de NT superior ao controle. Para as
demais, ndo houve efeito da presenca bacteriana sobre o crescimento vegetal. A
populacdo epi e endofitica foi de 1,88 e 0,66-10° UFC mL™. Comparando-se com a
populacdo epi e endofitica obtida para a inoculagdo com H. seropedicae, observa-se
uma populagdo endofitica maior, demonstrando uma aptiddo maior desta estirpe
(1,60-10° UFC mL™) em colonizar esta espécie vegetal. Quanto as variaveis
avaliadas, a presenca desta bactéria reduziu a altura, o comprimento das raizes e
massa fresca da parte aérea, porém as plantulas tiveram meédias iguais ou
superiores nas variaveis avaliadas. Na literatura sdo descritos diversos trabalhos
apontando efeitos benéficos da interacdo entre gramineas e A. brasilense e H.
seropedicae (KENNEDY et al., 1997; RONCATO-MACCARI et al., 2003). Os
resultados obtidos apontam para respostas medianas destes controles na promocao
de crescimento vegetal, com estirpes de maior performance entre os isolados .

Furnkranz, Muller e Berg (2009) demonstraram que bactérias do género
Pantoea e Burkholderia sp. isoladas de plantas de girassol e sorgo, foram as mais
promissoras nos experimentos in vitro. Pantoea agglomerans YS19, isolado em
arroz, apresentou atividade de fixacdo de nitrogénio in vitro, sintese de quatro
diferentes fitormonios, incluindo AIA com promocédo de crescimento das plantas
reinoculadas (FENG; SHEN; SONG, 2006).

Varios fatores podem interferir na interagdo planta x bactéria em condic¢des in
vitro. Os resultados obtidos para este ensaios de associagcdo apontam para a
recomendacdo de um periodo maior para que a associagdo possa promover efeitos
benéficos ou deletérios as plantas. No presente estudo pode-se inferir que o periodo
de cinco dias apd6s a inoculacdo nédo foi suficiente para promover modificacdes
evidentes nas raizes e/ou crescimento das plantulas de trigo, por ndo terem sido
observadas alteracdes morfolégicas nas raizes em todos os tratamentos aplicados
(dados ndo mostrados). Long et al. (2008) observaram aumento na area radicular
apos sete dias de inoculacdo em plantulas oriundas de sementes inoculadas e

germinadas in vitro.
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Furlan (2013) relatou que a associacdo de plantulas de trigo com 28 dias
apos germinacao, inoculadas in vitro com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae promoveram diferencas substanciais na morfologia radicular,
aumentando a superficie e a massa fresca e seca das raizes. Neiverth (2011)
também observou diferencas significativas entre os diferentes genétipos de trigo cv
Coodetec associados com as mesmas estirpes. Possivelmente, um maior tempo de
co-cultivo e estadio fenoldgico das plantulas sejam importantes fatores para se levar
em consideracdo durante a avaliagdo da associacdo planta x bactéria in vitro.
Selecdes in vitro e in vivo podem contribuir para o melhor screening de isolados com
potencial biofertilizante, principalmente em condigcbes gnobidticas (KHALID;
ARSHAD e ZAHIR, 2004; FURNKRANZ; MULLER e BERG, 2009).

4.5 AVALIACAO DO EFEITO DA PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL NAS
CULTURAS DO TRIGO E DO MILHO: ENSAIO DE INOCULACAO EM VASO

Dois tipos de solo, contrastantes quanto a fertilidade, foram usados neste
experimento para verificar o efeito bacteriano no crescimento e nutricdo vegetal. As
variaveis; altura de plantas, massa fresca e seca e teores de nitrogénio total
apresentaram-se maiores numericamente nos resultados obtidos em solo com alta
fertilidade (AF) (Tabela 15). Tais resultados reforcam a importancia agronémica da
nutricdo mineral para o bom desempenho produtivo das espécies agricolas. A
populacdo microbiana endofitica natural dos solos, também variou em relacdo a
fertilidade dos mesmos. Solos com alta fertiidade (AF) apresentaram uma
populacdo microbiana que variou de 0,166 a 21,66-10° UFC mL™ (epifiticamente e
endofiticamente, respectivamente) para o trigo e solos com baixa fertilidade (BF) nao
apresentaram populacdo microbiana endofitica detectavel (Tabela 16).

Foram observados resultados distintos para as variaveis avaliadas nos trés
grupos (I — A. brasilense, Il — isolado UFPRPALT 1-14 e lll — UFPRPALM 3-87),
onde diferentes isolados (e/ou tipos bacterianos) e diferentes condi¢cdes de
fertilizacdo (NPK; Sulfato de aménio e NPK+ Sulfato de amoénio) foram usados. A
presenca bacteriana parece nado ter contribuido para o aumento do crescimento
vegetal em solos de alta fertilidade, ndo promovendo crescimento na biomassa
distinto do controle sem fertilizagdo (Tabela 15). Pelo contrario, em alguns casos a

presenca bacteriana diminuiu significativamente os resultados em relacdo ao
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controle. Por outro lado, em solo de baixa fertilidade, a inoculagdo com os isolados
bacterianos promoveu diferencas positivas e significativas.

Para o grupo | onde a estirpe bacteriana utilizada foi A. brasilense, as
diferencas foram percebidas nos teores de NT acumulados em 45 dias em presenca
da bactéria e sob diferentes condicbes de fertilizacdo (Tabela 15). Houve um
acréscimo de 66% nos teores de NT (A. brasilense); 100% (A. brasilense + sulfato
de amonio) e 154% (A. brasilense + NPK + sulfato de amdnio). Os resultados
demonstram um efeito potencializador da bactéria na absorcdo do fertilizante pela
planta. Porém, se compararmos a aplicacdo de NPK + Azospirillum, observa-se uma
reducdo de 20% nos valores de NT quando a bactéria € inoculada. Nas demais
variaveis ndo houve uma resposta significativa, apenas a altura da planta foi

incrementada em condig&o da presenga do isolado + NPK + sulfato de amonio.

Tabela 15. Caracteristicas morfofisiolégicas de plantas de trigo inoculadas com os
isolados, Palotina/PR — 2013

TRIGO
Grupo | BF AF BF AF BF AF BF AF
TRATAMENTOS ALTURA MF AEREA MS AEREA N TOTAL
(cm) (%) ()] (9Kg-)
Controle 25,63 b 44,83 a 0,29 a 3,26 b 0,09 a 0,60 a 23,60d 42,90 a
A. brasilense 27,53 b 37,63 ¢ 0,40 a 257b 0,11a 0,53 a 39,30 bc 26,10 b
A. brasilense + NPK 23,40 b 39,87 bc 0,25 a 3,07b 0,08 a 0,70 a 31,20 cd 21,30 b
A. brasilense + Sulfato 24,73 b 42,07 ab 0,35a 511a 0,09 a 0,86 a 47,50 b 41,50 a
A. brasilense + NPK + Sulfato 36,10 a 43,17 ab 1,18 a 4,11 ab 0,32 a 0,77 a 60,00 a 35,00 a
CV% 9,74 3,79 83,41 18,11 88,88 21,38 8,85 9,50
TRIGO
Grupo Il BF AF BF AF BF AF BF AF
TRATAMENTOS ALTURA MF AEREA MS AEREA N TO'I;AL
(cm) (¢)] @ (9Kg)
Controle 25,63 a 44,83 a 0,29 b 3,26 a 0,09 a 0,60 a 23,60 c 42,90 a
UFPRPALT 1-14 24,06 a 40,90 ab 0,40 ab 2,47 a 0,11 a 0,45 a 37,40 b 37,20 a
UFPRPALT 1-14 + NPK 26,73 a 39,83 ab 0,32ab 2,49a 0,08 a 0,53 a 41,90 b 19,10 b
UFPRPALT 1-14 + Sulfato 34,40 a 37,23 b 0,78 a 2,73 a 0,20 a 0,50 a 35,90 b 39,80 a
UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato 29,80 a 43,50 ab 0,72ab 3,92a 0,16 a 0,71 a 60,10 a 43,00 a
CV% 14,88 6,83 34,20 23,02 34,97 24,49 6,28 8,86
TRIGO
Grupo IlI BF AF BF AF BF AF BF AF
TRATAMENTOS ALTURA MF AEREA MS AEREA N TO'I;AL
(cm) © @ (9Kg™)
Controle 25,63 a 44,83 a 0,29 a 3,26 a 0,09 a 0,60 a 23,60a 42,90 ab
UFPRPALM 3-87 25,53 a 41,33 Db 0,32 a 2,23 a 0,11a 0,43 a 29,20a 31,00 bc
UFPRPALM 3-87 + NPK 27,76 a 44,66 a 0,37 a 3,39a 0,10 a 0,61 a 40,90a 28,40c
UFPRPALM 3-87 + Sulfato 30,10 a 42,46 ab 0,40 a 2,88 a 0,10 a 0,51 a 39,80a 38,20 abc
UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato 31,76 a 44,73 a 1,19 a 4,71 a 0,24 a 0,74 a 61,80a 50,90 a
CV% 13,00 2,54 79,88 28,73 64,56 28,14 14,99 13,29

BF: Baixa Fertilidade; AF: Alta Fertilidade. Médias seguidas da mesma letra minlscula na coluna nédo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Este efeito potencializador do A. brasilense poderia reverter em ganhos para
as plantas se o efeito fosse extrapolado para o final do ciclo fenolégico, podendo o
NT ser convertido em maior conteudo proteico de graos entre outros. O teor de
nitrogénio total das plantas poderia estar diretamente correlacionada com a
populacdo endofitica. Estas bactérias que estariam dentro das plantas encontrariam
condicbes mais favoraveis para fixar N, e transferi-lo para as células
(BHATTACHARJEE; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2008).

Embora os teores de NT da planta representem apenas um indicio da fixacao
bioldgica de nitrogénio, este processo é dependente de energia e € influenciado pela
quantidade e pelas fontes de C exsudada pela planta hospedeira, além de outros
compostos disponiveis como: NO3, O, e Mo (BASHAN e BASHAN, 2010; NAHER et
al., 2011). Pedrinho et al. (2010) relataram que os efeitos da inoculacdo de A.
brasilense Ab-V5 nas plantas de milho promoveram aumentos na altura, massa
seca e fresca das plantas. No entanto, Naiman et al. (2009) nao observaram
diferencas em variaveis produtivas de plantas de trigo quando inoculadas com A.
brasilense. Em experimento realizado em vaso, Ferreira et al. (2010) relatam que a
resposta a A. brasilense também foi dependente da cultivar.

A presenca de fertilizantes na forma de NPK e sulfato de amoénio
apresentaram um efeito negativo sob a populacdo microbiana epi e endofitica do
isolado em questdo (Tabela 16). Em solos de alta fertilidade (AF) a adicdo de
fertilizantes (NPK e sulfato de aménio) parece ter diminuido a populacgéo epifitica em
relacdo ao tratamento apenas com a presenca da inoculacdo. No entanto, a
populacao endofitica foi maior apontando para uma colonizagéo interna das plantas
de trigo. Excecdo a regra, foi o tratamento onde a adubacdo de cobertura foi
aplicado em sementes inoculadas, cujo nimero ficou em 5-10° UFC mL™. Aira et al.
(2010) observaram uma proporcionalidade inversa na dosagem dos fertilizantes e
atividade bacteriana. Shaharoona et al. (2008) observaram que bactérias do género
Pseudomonas inoculadas em trigo com fertilizantes (NPK) tiveram sua eficiéncia
reduzida proporcionalmente a concentragéo destes fertilizantes.

O grupo Il consistiu da inoculagdo do isolado UFPRPALT 1-14 (Pantoea
ananatis) de modo similar ao grupo I, os tratamentos ndo promoveram respostas
positivas na altura, biomassa ou teores de NT em solos de AF, evidenciando que as
condi¢bes de inoculagéao e fertilizagcado ndo foram percebidas pelas plantas avaliadas.
Parece evidente, que a adubacao e inoculagéo foram desperdigcadas em solo de AF,
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mas, em condi¢cdes de BF, as respostas séo distintas e positivas para os teores de
NT, em especial. As plantas respondem ao aumento de fertilidade pela presenca do
NPK e sulfato de aménio ou de ambos. Além do efeito potencializador da fertilizacao
(tratamentos com isolados + NPK; isolado + sulfato e isolado e ambos fertilizantes),
a presenca do isolado foi por si suficiente para que os niveis de NT fossem similares
aos obtidos pelos tratamentos onde a fertilizagdo com NPK foi aplicado e superior ao
controle (Tabela 15).

O interessante é que, embora o isolado UFPRPALT 1-14 (Pantoea ananatis)
nao tenha promovido diferencas significativas no experimento in vitro, 0 mesmo
promoveu em vasO uma resposta positiva. Esta resposta distinta pode ser
possivelmente explicada por um efeito maior do periodo de crescimento, onde a
bactéria pode associar-se por 45 dias e aumentar a populacdo epi e endofitica
(23,33-10° e 15.10° UFC mL™, respectivamente) (Tabela 16). A presenca de
fertilizacdo diminuiu a populacdo epi e endofitica do isolado UFPRPALT 1-14 em
plantas de ambos os solos (AF e BF). Este isolado foi obtido a partir de plantas de
trigo e responderam a reinoculacdo. Egorenkova et al. (2000) citam que nos
resultados por eles obtidos, isolados de trigo quando reinoculados, responderam

melhor em trigo por uma aderéncia mais eficientemente daquele isolado.

Tabela 16. Populacdo microbiana endofitica em plantas de trigo e milho,
Palotina/PR, 2012/2013

TAF TBF MBF TAF TBF MBF
TRATAMENTOS EPIFITICA ENDOFITICA
(x10° UFC/mL) (x10° UFC/mL)

Controle 0,16 - 31,66 21,66 - 33,33

A. brasilense 9,83 7 1,33 16,66 1,65 0,08

A. brasilense + NPK 2,33 43,33 25 95 33,33 5

A. brasilense + Sulfato 0,33 8,33 21,66 5 13,33 20

A. brasilense + NPK + Sulfato 0,50 38,33 1 25 23,33 20
UFPRPALT 1-14 4,66 23,33 26,66 138,33 15 45
UFPRPALT 1-14 + NPK 6 0,7 8,33 83,33 15 0,05
UFPRPALT 1-14 + Sulfato 0,66 20 181,66 85 5 290
UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato 3,66 18,33 0,5 88,33 8,33 41,66
UFPRPALM 3-87 0,16 3,33 51,66 500 3,33 71,66
UFPRPALM 3-87 + NPK 0,83 16,66 5 26,66 21,66 8,33
UFPRPALM 3-87 + Sulfato 2 16 61,66 31,66 19,5 4
UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato 2,5 1 35 23,33 0,4 27

TAF: Trigo em solo com alta fertilidade; TBF: Trigo em solo com baixa fertilidade; MBF: Milho em solo com
baixa fertilidade.
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O isolado UFPRPALM 3-87 avaliado no grupo lll quanto aos efeitos da
fertilizacdo e inoculacdo no crescimento de plantas de trigo, apresentou resultados
similares aos grupos anteriormente descritos em condi¢cdes de solo com AF. Néo
houve uma resposta distinta e superior da presenca de bactérias e fertilizantes em
solos de alta fertilidade, embora a presenca exclusiva da inoculagdo promoveu uma
reducdo na altura e nos teores de NT das plantas, evidenciando um efeito negativo
deste isolado nestas variaveis (Tabela 15).

A populacdo epifitica apresentou aumentos da ordem de 15 vezes quando
NPK e adubacéo de cobertura foram realizadas nas plantas de trigo. Ja, a populagéo
endofitica observada nas plantas inoculadas com esta estirpe diminuiu em 88% pela
presenca dos fertilizantes (Tabela 16).

Em condi¢Bes de BF, a presenca da bactéria UFPRPALM 3-87 ndo acarretou
em respostas significativamente superiores em relacdo ao controle. Embora este
isolado tenha apresentado a melhor performance in vitro, em vaso nao manteve as
mesmas respostas. Em relagcdo ao crescimento da populacdo bacteriana, esta
populacao foi maior em solos de BF e a presenca da fertilizagdo com NPK promoveu
um aumento, na populacdo bacteriana, da ordem de 5 (epifitica) e 6,5 vezes
(endofitica). A adubac&o na forma de sulfato de aménio promoveu a diminuicao
desta populacdo em 3% e em 10% quando comparado ao tratamento com NPK
(Tabela 16).

Os resultados obtidos nos trés grupos (I, Il e Ill) onde diferentes isolados
(e/ou tipos bacterianos) e diferentes condi¢cdes de fertilizacdo foram usados na
semeadura do milho, a presenca exclusiva da(s) bactéria(s) parece nao ter
contribuido para 0 aumento expressivo no crescimento vegetal em solos de baixa
fertilidade (Tabela 17).

Os dados obtidos para o grupo | onde a estirpe bacteriana utilizada foi A.
brasilense, as diferengas detectadas em todas as variaveis avaliadas, mas a reposta
foi maior a presenca de fertilizantes, especificamente do NPK e nédo a inoculacéo (A.
brasilense) para as variaveis altura, massa fresca e seca de parte aérea. Quando o
indculo foi aplicado conjuntamente com o sulfato de aménio, maiores teores de NT
foram observados nos tecidos vegetais. Estes resultados foram distintos e
superiores em relacdo ao controle no grupo I, 0 que poderia ser possivelmente
explicados pelo fato desta fertilizacdo ter ocorrido apenas 15 dias antes da coleta
dos dados, determinando fonte recente e ciclagem do N a partir do fertilizante, o que
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explicaria os altos teores de NT. A inoculacado promoveu uma performance similar ao
controle para todas as variaveis avaliadas, porém, neste experimento, o incremento
do NT pela presenca bacteriana foi de 43% e para massa seca 10%, embora as
outras variaveis altura e massa fresca apresentaram redu¢des quando a bactéria A.

brasilense esteve presente (7% e 0,7%,respectivamente).

Tabela 17. Caracteristicas morfofisioldégicas de plantas de milho inoculadas com
os isolados, Palotina/PR — 2012

TRATAMENTOS - MILHO -
Grupo | ALTURA MF AEREA MS AEREA N TOTlAL
(cm) @ @ (9Kg)
Controle 26,33 ¢ 1,26 ¢ 0,20 b 39,00 c
A. brasilense 24,33 c 1,27 c 0,22 b 56,00 bc
A. brasilense + NPK 58,33a 12,88a 1,48 a 83,00 b
A. brasilense + Sulfato 27,66 c 1,74 c 0,23 b 156,30 a
A. brasilense + NPK + Sulfato 48,00b 7,47b 131la 140,00 a
CV% 9,00 23,06 21,77 15,36
Grupo I ALTURA MF AEREA MS AEREA N TOTAL
(cm) @ )] (9Kg)
Controle 26,33b 1,26b 0,20 b 39,00 d
UFPRPALT 1-14 24,33 b 1,28 b 0,22 b 57,00 cd
UFPRPALT 1-14 + NPK 48,00 a 6,85 a 1,00 a 93,00 bc
UFPRPALT 1-14 + Sulfato 28,26 b 1,45b 0,23 b 181,00 a
UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato 46,33 a 5,36 a 0,87 a 125,00 b
CV% 15,39 23,02 24,49 18,95
Grupo Il ALTURA MF AEREA MS AEREA N TOTAL
(cm) ) @ (9Kg)
Controle 26,33¢c 1,26¢ 0,20 c 39,00 c
UFPRPALM 3-87 2533¢ 1,18c¢ 0,23 ¢c 59,30 ¢
UFPRPALM 3-87 + NPK 52,00 a 8,80 a 1,43 a 102,60 b
UFPRPALM 3-87 + Sulfato 29,83 c 1,63 bc 0,23 ¢ 159,00 a
UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato 43,00b 394D 0,65b 169,60 a
CV% 13,00 28,02 28,53 12,97

Médias seguidas da mesma letra miniscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Na comparacdo das trés estirpes bacterianas ou os trés grupos, pode-se
observar respostas distintas em relagcdo ao isolado, a planta e a adubacédo. A
populacdo epifitica e endofitica encontrada em plantas de milho nos diferentes

tratamentos aplicados teve comportamento similar ao obtido para as plantas de trigo.
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Plantas de milho avaliadas no grupo | apresentaram uma populagéo epifitica
diminuida pela presenca de fertilizantes. Numericamente esta reducédo foi maior
quando o NPK e sulfato de amdnio foram aplicados demonstrando a sensibilidade
das bactérias aos fertilizantes. Por outro lado, a populagdo endofitica aumentou e
manteve-se igual quando NPK + sulfato de amdnio foram aplicados, e menor quando
somente NPK foi aplicado durante a semeadura. Quando apenas o A. brasilense foi
inoculado, a populagéo epi e endofitica permaneceu baixa (1,33 e 0,08-10° UFC mL’
Y. A baixa fertilidade natural do solo poderia reduzir as fontes nutricionais (fonte de
carbono) desta bactéria, restringindo seu crescimento até que plantas (raizes)
estariam aptas para realizar a associacao.

As respostas obtidas para o grupo Il e Ill, onde os isolados UFPRPALT 1-14 e
UFPRPALM 3-87 foram avaliados quanto ao potencial de promoc¢ao de crescimento
em vaso, apresentaram as mesmas tendéncias descritas para a bactéria controle
(Tabela 17). As plantas de milho parecem ter respondido mais a adubacao
(especialmente ao NPK) que a presenca do indculo, onde houve diferenca
significativa entre o tratamento com NPK e controle em todos os parametros
avaliados. Acréscimos maiores foram observados para o teor de NT, quando a
inoculacao + sulfato de amonio foram aplicados: 4,6 vezes para UFPRPALT 1-14 e 4
vezes para UFPRPALM 3-87. A mesma tendéncia foi observada para os tratamentos
com inoculagdo + NPK + sulfato de amoénio (3,2 vezes para UFPRPALT 1-14 e 4,3
vezes para UFPRPALM 3-87).

Os isolados avaliados apresentaram comportamentos distintos nas plantas de
milho: a populacdo microbiana ao redor da area radicular do isolado UFPRPALT 1-
14 apresentou uma diminuicdo quando o NPK foi aplicado (8,33 e 0,05-10° UFC mL’
! epifitica e endofitica, respectivamente). Excecao foi o tratamento onde o in6culo foi
aplicado durante a semeadura e 30 dias apos foi aplicado o fertilizante nitrogenado
em cobertura (181,6:10° UFC mL™). A colonizacdo da &rea radicular pela
UFPRPALT 1-14 ndo acrescentou beneficios nas variaveis avaliadas para as plantas
de milho. Estes resultados discordam de Egorenkova et al. (2000) que afirmam que
haveria uma maior afinidade do isolado em espécies das quais teriam sido
previamente isolados.

Uma estirpe bacteriana serd habil para associar-se com as plantas se a
mesma apresentar uma colonizagdo eficiente e se adaptar fisiologicamente as

condicdes de solo. Esta adaptacdo fisioldégica seria também uma adaptacdo as
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condicdes de baixos teores nutricionais e ou outras condi¢fes fisico-quimicas, alta
eficiéncia no aproveitamento dos exsudatos liberados pelas plantas (VAN
OVERBEEK et al., 1997). Berg (2009) citam que as bactérias para se associarem as
plantas devem ser habeis na coloniza¢do da planta: isto envolve reconhecimento,
aderéncia, invaséo, colonizacao e crescimento da populagéo bacteriana.

Varios autores relataram sobre efeito do genoétipo vegetal sobre as
comunidades bacterianas (DOORNBOS et al.,, 2011; BOUFFAUD et al.,, 2011;
KIRZINGER e STAVRINDES, 2012). A superficie radicular é composta pelas
paredes celulares e mucigel formado por polissacarideos e proteinas secretadas
pelas plantas. Dey, Pal e Tilak (2012) citam que as plantas exsudam uma grande
variedade de compostos: etileno, aclcares, aminoacidos, acidos organicos,
vitaminas, polissacarideos e enzimas e que 0s exsudatos das raizes dependem do
genotipo vegetal sendo determinantes para a formacédo da comunidade rizosférica.
Estes sinais gerariam uma especificidade na interacdo planta x bactéria que seria
uma caracteristica do gendétipo e estirpe dependente (DROGUE et al., 2012). Os
exsudatos atrairiam as bactérias até as raizes em diferentes niveis qualitativos e
guantitativos (HARDOIM; OVERBEEK e ELSA, 2008; HARTMANN et al., 2009;
SHELUD’KO et al., 2010).

Outros autores relatam ainda que a quantidade e composicao dos exsudatos
variam também ao longo da extensdo da raiz e podem ser modificadas pelo estadio
fenoldgico vegetal, pela concentracdo de nutrientes do solo e estresses bidticos e/ou
abioticos (NEUMANN, 2007; MARSCHNER, CROWLEY e RENGEL, 2011; DEY;
PAL e TILAK, 2012).

Bhattacharyya e Jha (2012) comentam que sdo os aminodcidos e acgucares
gue provém fonte de energia e nutrientes para as bactérias, resultando em um maior
crescimento populacional tanto na rizosfera quanto fora dela. H4A também uma
interacdo entre comunidades microbianas, pois uma comunidade poderia converter
0S exsudatos vegetais em outras formas aproveitadas por outras comunidades
bacterianas. Oliveira et al. (2009) citam respostas de crescimento vegetal superiores
para uso de mixes bacterianos com diferentes estirpes em cana-de-acgucar. Deste
modo, a rizosfera e considerada uma ambiente ecoldgico dinamico de intensa

interacdo planta x bactéria.
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Neste trabalho, a populagcdo microbiana associada as plantas de milho foi
maior numericamente nos controles quanto comparada a do trigo (198% e 53%
respectivamente para epifiticas e endofiticas) (Tabela 16). Apesar de apenas 30%
dos isolados tenham sido sequenciados, os dados demonstram uma maior
competéncia do milho em criar uma comunidade bacteriana em redor de suas
raizes, pois 60% dos isolados foram encontrados nesta espécie (Tabela 7 e 13). No
milho sdo relatados que os exsudatos radiculares sdo compostos de 65% de
acucares, 33% de 4cidos organicos e 2% de aminoacidos (BAUDOIN et al., 2003;
AIRA et al., 2010). No trigo, sdo escassos os trabalhos que tratam sobre a
caracterizacdo de exsudatos em diferentes cultivares. Martin (1977) observaram
quantidades de acgUcares e aminoacidos variando entre 5,9 a 9,2% e 13,4 a 17,2%,
respectivamente para a cv de trigo Gabo.

Vargas et al. (2012) observaram respostas distintas em cultivares de arroz
inoculados com Azospirillum brasilense, demonstrando que as diferencas séo do
genaotipo especifico e ocorrem por expressao diferencial de alguns genes. Kumar et
al. (2007), observou que em 9 isolados de Azotobacter, apenas 2 destes foram
preferencialmente atraidos por trigo e 7 pelos exsudatos de plantas de algodéo. A
diferenca seria pela composicdo de exsudatos em diferentes tipos de acidos
organicos.

Gough et al. (1997) demonstrou que a presenca de outros compostos nos
exsudatos como flavonéides (narigenina, murecila, quercetinas e daidzeinas)
promoveriam quebras ou rupturas nas raizes laterais pelas quais ocorreria a
colonizacéo de alguns isolados como o que ocorre com H. seropedicae . Monteiro et
al. (2012) também relataram a presenca de proteinas T3SS usadas para translocar
proteinas chamadas moléculas efetoras através do citoplasma de células
eucarioticas, alterando o metabolismo celular em beneficio da bactéria, no caso da
patogenicidade ou de ambos, no caso da simbiose e associacao.

A composicao da comunidade epi e endofitica da rizosfera das plantas parece
ser imprevisivel. Hardoim, Overbeek e Elsa (2008) sugerem que o fator
preponderante a ser levado em conta para a selecdo de bactérias promotoras de
crescimento, seria a fitosfera, ou seja, a especificidade vegetal em relacdo a

microbiota deveria ser considerada mais que o fator solo.
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Khalid, Arshad e Zahir (2004) quando avaliaram isolados selecionados com
alta producéo de AIA em trigo, observaram respostas distintas: na cv Pasban-90 as
bactérias promoveram aumentos no comprimento de raizes, na altura, no peso seco
e fresco da parte aérea e no nimero de perfilhos; mas na cv Inglab-91 ndo foram
observados aumentos nas variaveis avaliadas. Em experimentos em vaso, Vargas et
al. (2012) ao avaliarem a performance de isolados de Burkholderia kururiensis em
arroz observaram resultados negativos para o aumento das raizes laterais. Para
plantas inoculadas com A. brasilense, os resultados foram positivos, mas distintos
para os cv de arrroz usados. Enquanto a cv IAC 4440 obteve um aumento da ordem
de 75%, a cv IR42 obteve 143% de incremento radicular apos 10 dias de inoculacao,
evidenciando a caracteristica genotipo dependente da interacdo planta x bactéria.
Asghar et al. (2002) demonstraram incrementos de 11 a 52% na massa seca de
plantas de Brassica inoculadas com bactérias diazotroficas.

Os dados obtidos nos experimentos em vaso concordam com Egamberdieva,
(2007) que relata que a capacidade associativa bacteriana é afetada pela condi¢cao
nutricional dos solos, onde os melhores resultados foram obtidos em solos de baixa
fertiidade. Os resultados obtidos para trigo em solos de AF e BF apontam para
observacdo de que o estado nutricional das plantas teria implicacées na eficiéncia
da associacao planta x bactérias pelo fato do estado nutricional vegetal influenciar a
composicao dos exsudatos que por sua vez influencia a producédo de AIA (LOPER et
al., 2012).

O tipo de solo € o maior determinante da microbiota endofitica (SINGH et al.,
2009; LONG et al., 2008). Hueso, Garcia e Hernandez (2012) comentam que a
atividade microbiana é afetada diretamente pela fertilidade e umidade dos solos.
Outro fato a ser levado em consideracdo é o das plantas selecionarem uma
comunidade microbiana em particular e a presenca de outros microrganismos in loco
influenciaria o sucesso da colonizacdo. Em vaso, o solo AF apresentou uma
microbiota residente. A dindmica das comunidades microbianas em facilitar ou
dificultar a instalacdo de espécies pela competicdo por nutrientes possui um papel

importante no processo de colonizacdo (LONG et al., 2008).
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Este fato poderia explicar parcialmente a auséncia de respostas da
inoculacdo em solos AF onde uma microbiota residente ja estava presente. Os
mesmos autores observaram que dos 139 isolados obtidos de Nicotina attenuata
apenas metade destas apresentaram efeitos benéficos para o crescimento vegetal,
outras tiveram um efeito neutro ou patogénico.

Os resultados também demonstram que a populacdo bacteriana é sensivel a
aplicacao de fertilizantes com a inoculacédo e a maior populacéo epifitica do isolado
UFPRPALT 1-14 possivelmente poderia ser explicada pelo fato da aplicacdo do
fertilizante ter ocorrido 30 dias apds a inoculagéo, permitindo as bactérias o aumento
populacional (Tabela 16). A mesma tendéncia foi observada para a populacbes
endofiticas (290-10° UFC mL™). Para a outra estirpe bacteriana UFPRPALM 3-87,
observa-se para populagéo epifitica a mesma tendéncia da UFPRPALT 1-14, porém
a populagéo endofitica diminuiu com a aplicacao do(s) fertilizante(s) (Tabela 16).

Ensaios in vitro e em vasos séo Uteis para verificar a capacidade de
recolonizacdo das plantas hospedeiras e ndo hospedeiras com uma simples
inoculacdo. Neste experimento, ambos os isolados foram capazes de inocular
ambas espécies vegetais em diferentes condi¢cdes de fertilidade. Interessante
ressaltar, que o isolado UFPRPALM 3-87 (Tabela 16) foi habil em recolonizar a
planta hospedeira, pois a populacdo endofitica (71,6-10° UFC mL™) foi 14% maior
que a epifitica em condi¢cdes controle. Baldani et al. (1986) testaram diferentes
isolados e concluiram que aquelas obtidas na mesma espécie vegetal (homadlogas)
foram mais eficientes do que as provenientes de espécies diferentes.

Em trigo e em milho, por serem espécies diferentes, poderiam ter diferencas
na composicao dos exsudatos, o que explicaria respostas distintas dos experimentos
em vaso com as duas espécies, que foram inoculadas com as mesmas estirpes
bacterianas.

A especificidade do hospedeiro parece ser fundamental na compreensao do
processo de interacdo entre plantas e bactérias (KIRZINGER e STAVRINDES,
2012). O gendtipo vegetal é quem modela a comunidade de bactérias PCV nos
termos do tamanho e composicdo (BOUFFAUD et al.,, 2011). A propensdo para
colonizar e estimular o crescimento vegetal de um grupo restrito de plantas envolve
mecanismos de reconhecimento do hospedeiro pela bactéria e aproveitamento

pelas plantas dos beneficios desta interacéo, ou seja um ajuste sintonizado.
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O uso crescente de fertilizantes nitrogenados e fosfatados necesséarios a
producdo agricola e a alta exigéncia energética para a producdo dos fertilizantes
industriais, além do impacto ambiental provocado por lixiviagdo destes produtos, o
uso de bioferitizantes ou bioinoculantes constitui uma alternativa promissora. As
bactérias podem otimizar alguns processos naturais disponibilizando fertilizantes
minerais que parcialmente supririam as necessidades das plantas através da FBN e
solubilizacdo de P, K e outros macro e micronutrientes (PEDRINHO et al., 2010;
DAWWAM et al., 2013).



5 CONCLUSOES

1 — Foi observada grande diversidade da comunidade bacteriana provenientes das
trés areas de coleta em milho e trigo;

2 — As técnicas moleculares identificaram oito diferentes grupos geneticamente
distintos sendo que estes foram posicionados em oito grupos filogenéticos;

3 — Nao houve diferenciacdo dos géneros e espécies bacterianas nos diferentes
solos coletados e plantas iscas utilizadas;

4 — Os isolados puderam ser agrupados em diferentes grupos em relacdo a
capacidade de solubilizar fosfato e producéo de AlA;

5 — Foi observado o processo de colonizacdo dos isolados nos experimentos in vitro
e em vaso, e as populacdes epi e endofiticas foram distintas;

6 — No experimento in vitro, foram obtidas respostas distintas para a promocao de
crescimento vegetal sendo que o isolado UFPRPALM 3-87 (Burkholderia) foi o que
apresentou as melhores respostas para os parametros morfofisiolégicos avaliados e
o isolado UFPRPALT 1-14 (Pantoea) foi 0 que apresentou menor efeito promotor de
crescimento;

7 — Em vaso, os isolados ndo apresentaram respostas de promocao de crescimento
vegetal em solos de alta fertilidade;

8 — Em vaso e em condicdes de baixa fertilidade, o género Pantoea (UFPRPALT 1-
14) foi o que apresentou a melhor performance em termos de aumentos dos teores
de nitrogénio da parte aérea em plantas de trigo;

9 — Houve uma resposta diferencial da populacdo microbiana entre espécies

vegetais e condicOes de fertilizacdo e/ou inoculacao.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser considerados como uma
etapa preliminar no processo de desenvolvimento de biofertilizantes/bioinoculantes
com isolados localmente obtidos para solos de baixa fertilidade. Apenas seis
isolados sequenciados foram avaliados quanto a capacidade associativa e
promocao de crescimento vegetal e ainda existem outros isolados promissores com
altos indices de ISF e sintese de AIA que nao foram avaliados. Além disso, sera
necesséria a caracterizacdo dos mesmos para outras atividades de promocao de
crescimento vegetal como atividade da nitrogenase e sintese da AAC deaminase,
entre outros. Porém, o grande desafio ainda sera caracterizar isolados que
promovam crescimento vegetal, que sejam viavéis economicamente em solos de

alta fertilidade que é a realidade regional.
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ANEXOS

ANEXO A: MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

MEIO DYGS (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA; VICTOR, 1986)

2,0 g L™ de Glicose

1,0 g L™ de Acido Mélico

1,5 g L™ de Peptona Bacterioldgica
1,0 g L™ de Extrato de Levedura

0,5 g L™ de KHPO,

0,5 g L™* de MgS0O,. 7H,0

1000 mL de agua destilada

pH ajustado para 6.0 com KOH (10%)
20 g L™ de agar

MEIO LG (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995)

20,0 g L™ de Sacarose

0,05 g L™ de K,HPO,

0,15 g L™ de KH,PO,

0,02 g L™ de CaCl,

0,20 g L™ de MgS0,. 7H,0
0,002 g L™ de Na,;M004.2H,0
0,01 g L™ de FeCl5.2H,0

5,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em etanol)
1,00 g L™ de CaCO;

1000 mL de agua destilada

pH ajustado para 7.0 com NaOH
15 g L™ de agar

MEIO LGD (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995)

20,0 g L™ de Glucose

0,05 g L™ de K,HPO,

0,15 g L™ de KH,PO,

0,01 g L™ de CaCl,

0,20 g L™ de MgS0,. 7H,0
0,002 g L™ de Na;M004.2H,0
0,01 g L™ de FeCls.2H,0

2,0 mL*de azul de bromotimol (sol. 0,5% em etanol)
0,01 g L™ de NaHCO;

1000 mL de agua destilada

pH ajustado para 7.0 com NaOH
15 g L™ de &gar



MEIO NFb (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995)

5,0 g L™ de Acido Malico

0,5 g L* de K,HPO,

0,2 g L* de MgSO,. 7H,0

0,1 gL™* de NaCl

0,02 g L* de CaCl,.2H,0

2,0 mL de micronutrientes (solugéo A)
2,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH)
4,0 mL de FeEDTA (solugao 1,64%)
1,0 mL de vitaminas (solucéo B)
4,5gL" de KOH

1000 mL de agua destilada

pH ajustado para 6.5 ou 6.8 com NaOH
15 g L™ de agar

Solucéo A - Micronutrientes para 1000 mL:

0,04 g de CuS0O,4.5H,0
1,20 g de ZnS0O4.7H,0
1,40 g de H3BO3

1,00 g de Na;M00QO,4.2H,0
1,175 g de MnS0O,4.H,0
1000 mL de agua destilada

Solugéo B — Vitaminas para 100 mL:

10 mg de biotina
20 mg de piridoxol-HCI
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Dissolver em banho maria e completar o volume para 100 mL com agua destilada e
manter a solucdo em geladeira.

MEIO JNFb (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995)

5,0 g L™ de Acido Malico

0,6 g L™ de K,HPO,

1,8 g L™ de KH,PO,

0,2 g L™ de MgS0,. 7H,0

0,1 g L™ de NaCl

0,02 g L™ de CaCl,.2H,0

2,0 mL de solucdo de micronutrientes (idem meio NFb)
2,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH)
4,0 mL de FeEDTA (solucéo 1,64%)

1,0 mL de vitaminas (idem meio NFb)

4,59 L* de KOH

1000 mL de agua destilada

pH ajustado para 5.8 KOH

17 g L™ de &gar
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MEIO LGI (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995)

5,0 g L™ de Sacarose

0,2 g L™ de K;HPO,

0,6 g L de KH,PO,

0,2 g L™ de MgS0O,. 7H,0

0,02 g L* de CaCl,.2H,0

0,002 g L™ de Na;M00,.2H,0

5,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH)
4,0 mL de FeEDTA (solugao 1,64%)
1,0 mL de vitaminas (idem meio NFb)
1000 mL de agua destilada

pH ajustado para 6.0 a 6.2 com H,SO4
15 g L™ de &gar

MEIO LGI-P (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995)

100 g L™ de Sacarose

0,2 g L* de K,HPO,

0,6 g L™ de KH,PO,

0,2 g L* de MgSO,. 7H,0

0,02 g L™ de CaCl,.2H,0

0,002 g L™ de Na;M004.2H,0

5,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH)
0,01 g L™ de FeCl;.6H,0

1000 mL de agua destilada

pH ajustado para 5.5 com acido acético
17 g L™ de &gar

MEIO NBRIP (NAUTIYAL et al., 2000)

10 g L™ Glicose

2,5gL* CaHPO,

0,2 g L™ NaCl

0,1 g Lt MgS0,4.7H,0
0,2gL*KCI

0,5 g L™ extrato de levedura
0,002 g L MnS0,4.7H,0
0,002 g L FeS0,.7H,0
0,024 g L™ azul de bromofenol
1000 mL de agua destilada
pH ajustado para 7.0

15 g L™ de &gar



SOLUCAO A (MEDRADO, 2011)
Para quantificacdo de proteinas totais

= 1,0 mL do Reativo B

= 1,0 mL do Reativo C

= Completa para 100mL™ com Reativo A
Reativo A:

= 20gL"de NayCos

= 4,0gL*deNaOH

= 1000 mL de agua destilada

Reativo B:

= 1,0gL'de CuSO,
= 100 mL de agua destilada

Reativo C:
= 2,09 L™ Tartarato de Sédio e Potéssio
= 100 mL de agua destilada
HIPOCLORITO ACIDIFICADO
20 mL de Solugao A

4,0 mL de Solucao B
2,0 mL de Solugéao C

Solucéo A

= 50 mL de Hipoclorito de Sédio (NaOCI 5%)

= 50 mL de agua destilada autoclavada
Solucéo B

= 160 mL de KH,PO4 1M

= 40 mL de HCI concentrado

= 250 mL de agua destilada autoclavada

Solugéo C

= 500 uL de Tween 80 a 1%
= 50 mL de agua destilada autoclavada

Completa para 200 mL de agua destilada autoclavada
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CORANTE IV
0,125 mg de azul de bromofenol

= 20 g de sacarose
= Dissolve em agua ultra pura para um volume final de 50 mL

MEIO DE CULTURA MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)

Sol. Composto g100mL * mL L™ de meio
A NHsNO3z* 16,50 10
B KNO3* 19,00 10
C CaCl,.2H,0 4.4 10
D KH.-PO, 1,7 10
E MgSO,.7H,0 3,7 10

Sol. Composto gL? mL L de meio
F Na2EDTA 3,360 10
FeS04.7H20 2,780
MnS0O4.H20 3,380
ZnS04.7H20 1,720
H3BO3 1,240
G Kl 0,166 5
CuS04.5H20 0,005
Na2Mo04.2H20 0,050
CoCI2.6H20 0,005
VI Tiamina 0,02
TA Piridoxina 0,1
Ml Ac. Nicotinico 0,1 S
NAS Glicina 0,4
Inositol 20
SACAROSE 30

*Nutrientes suprimidos (sem adi¢&o de N).



