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RESUMO

Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) estimulam o
desenvolvimento das plantas hospedeiras, e a planta, por sua vez, em conjunto com
as condicfes de cultivo, ttm um significativo efeito sobre a estrutura da comunidade
bacteriana da rizosfera. Nesse estudo, foi analisada a diversidade de rizobactérias
isoladas de milho inoculado com diferentes biofertilizantes e cultivado na presenca
de diferentes doses de nitrogénio. Além disso, foi avaliado o perfil dos isolados por
espectrometria de massa e o potencial de tais isolados na producéo de sideroforos,
protease, compostos inddlicos, cianeto e celulase e na solubilizagdo de fosfato;
atividades relacionadas a promocdo do crescimento vegetal. Os setenta e sete
isolados bacterianos obtidos a partir do uso de cinco diferentes meios de cultivo
(JMV, JINFb, NFb, LGl e LGI-P) livres de amonia, foram identificados pelo
sequénciamento parcial do gene 16S rRNA. O biofertilizante e as dosagens de
nitrogénio nao interferiram significativamente na composicdo da comunidade de
bactérias diazotréficas isoladas da rizosfera de milho. O meio JNFb permitiu o
isolamento de um nimero maior de individuos, e esses apresentaram maior riqueza
e diversidade. Dentre os isolados, houve a predominancia das classes B e y-
Proteobacteria, sendo Burkholderia o género mais abundante. A andlise por
espectrometria de massa mostrou potencial para separar géneros bem
representados em nivel de estirpe. Mais da metade dos isolados produziram
sider6foros (58%) e protease (50,7%); solubilizacdo de fosfatos (36,2%) e
aproximadamente um quarto deles (23,1%) foram capaz de produzir celulase. A
producdo de cianeto de hidrogénio se mostrou bastante rara, sendo detectada em
apenas 4,3% dos isolados, todos pertencentes ao género Pseudomonas sp. Todas
as bactérias analisadas apresentaram ao menos uma atividade e 55% apresentam
trés ou mais. Andlises de componentes principais indicaram que (1) os géneros
Burkholderia sp. e Luteibacter sp., tem correlacao significativa (p <0,05 ou p<0,001)
com a producao de protease, sideroforos e solubilizagcdo de fosfato, (2) Bacillus sp. e
Luteibacter sp., com producdo de compostos inddlicos e celulase e (3)
Pseudomonas sp., com produgcdo de protease, cianeto e siderdforos, compostos
indolicos e celulase. Diante da demanda de biofertilizantes de gramineas capazes
de substituir parcialmente ou integralmente o uso de fertilizantes quimicos, 0s
isolados que apresentaram diversas atividades promotoras do crescimento vegetal
se mostram promissores para aplicacdo como biofertilizante.

Palavras-chave: PGPR, biofertilizantes, 16S rRNA.



ABSTRACT

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) stimulate the development of their host
plant, and the plant, in turn, together with the culture conditions has a significant
effect on rhizospheric bacterial community structure. In this study, the diversity of
cultivable bacteria associated with the rizosphere of maize inoculated with different
biofertilizers and growth in different nitrogen doses was analyzed. It was also
evaluated the mass spectrometry profile of the isolates and their potential to produce
siderophores, protease, indole compounds, cyanide and cellulose, and to solubilize
phosphate, all activities related to plant growth promotion. The seventy seven
bacterial isolates obtained by the use of five different nitrogen-free media (JMV,
JNFb, NFb, LGI e LGI-P) were identified by partial sequencing of the 16S rRNA
gene. The biofertilizers and the nitrogen doses did not interfere in the composition of
the isolated diazotrophs from maize rhizosphere. JNFb medium permitted the
isolation of a greater number of individuals, and they presented the highest richness
and diversity. Among the isolates, there was a predominance of 3 e y-Proteobacteria
classes, being Burkholderia the most abundant genus. Mass spectrometry analysis
showed potential to separate well represented genus into strain, evidencing new
species of the Burkholderia genus. More than half of the isolates produced
siderophores (58%) and protease (50.7%); solubilize phosphate (36.2%) and
approximately a quarter of them (23.1%) were able to produce cellulase. The
hydrogen cyanide production showed to be rare, being detected in only 4.3% of
isolates, all belonging to the genus Pseudomonas sp.. All analyzed bacteria showed
at least one activity and 55% showed three or more. Principal component analysis
indicated that (1) Burkholderia sp. e Luteibacter sp. genus have significant correlation
(p <0,05 or p<0,001) with protease and siderophores production and phosphate
solubilization, (2) Bacillus sp. and Luteibacter sp. have significant correlation with
indole compounds and cellulase production and (3) Pseudomonas sp. has significant
correlation with protease, cyanide, siderophores, indole compounds and cellulase
production. Based on the demand for grass biofertilizers able to partially or
completely replace chemical fertilizers, the isolates which have several activities that
promote plant growth are promising to be used as biofertilizer. Some genus clearly
they share at least three equal activities featuring redundant function among them.

Key words: PGPR, biofertilizer, 16S rRNA.
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1. INTRODUCAO

A producdo de grdos tem aumentado substancialmente nas ultimas
décadas, em torno de 47% entre 1985 e 2005 (FAOSTAT - Food and Agriculture
Organization of the United Nations). Porém, estudos apontam gue esse crescimento
precisaria ser duas vezes maior para acompanhar o crescimento populacional, as
mudancas alimentares e 0 aumento do uso de bioenergia (FAO, 2009; PELLETIER e
TYEDMERS, 2010; KEARNEY, 2010; CIRERA e MASSET, 2010). A expanséao de
areas de cultivo e o aumento do uso de fertilizantes quimicos, na tentativa de
alcancar tamanha demanda, podem trazer consequéncias danosas para 0 meio
ambiente como a perda da biodiversidade e a liberacdo de poluentes no solo e na
agua doce (FOLEY et al, 2011).

A agricultura e a pastagem ocupam cerca de 12% e 26%, respectivamente,
de toda a superficie terrestre livre de gelo. A maior parte das areas restantes é
impropria para o cultivo, jA que sdo cobertas por desertos, montanhas, cidades e
reservas ecoldgicas (FOLEY et al., 2011). Mesmo diante dessas limitagbes, a
agricultura vem crescendo principalmente nos tropicos, onde é estimado que 80%
das novas areas de atividade agricola estdo substituindo florestas gerando
implicacdes ambientais negativas (GIBBS, et al. 2010; FOLEY et al., 2011).

1.1.CULTIVO DO MILHO (Zea mays)

O milho é uma das culturas de cereais mais importantes no mundo, pois
fornece alimento béasico para muitas populacbes. Além de compor a base da
alimentacdo de animais, serve também como matéria-prima para diversos produtos
dentro da induastria, como por exemplo, biocombustiveis. Nos paises em
desenvolvimento € uma importante fonte de renda para os agricultores. Devido a
esta importancia socioecondmica e a necessidade alimentar, cada vez mais
investimentos sé@o aplicados em tecnologia no campo da fertilizacdo e manejo de
pragas e doencas, com o objetivo de expandir a producéo deste cereal, aumentando
a rentabilidade de agricultores e otimizando o trabalho no campo (RIBEIRO FILHO,
2012; MEISSLE et al, 2010).
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No Brasil, a producdo do milho é distribuida em todo territério nacional
concentrando-se nas regides Sul e Centro Oeste com 30,6% e 43,9% da producéo
nacional respectivamente. A safra 2013/14 foi de 79,0 milhdes de toneladas
(Conab), e segundo estimativas com projecdes de 99,8 milhdes de toneladas em
2024/25 (MAPA, 2015).

Um dos nutrientes mais importantes para essa cultura € o nitrogénio, o qual
se encontra na atmosfera na forma molecular N2 e desta maneira ndo pode ser
assimilado pelas plantas. Dessa forma, a pratica agricola requer o uso de
fertilizantes nitrogenados quimicos para suprir a necessidade desse nutriente e
torna-lo disponivel para a planta (WALKER et al, 2012).

As abordagens atuais envolvem a aplicacdo de agroquimicos que, em
geral, aumentam os custos da producdo e podem gerar impactos ambientais
negativos (SALAMONE et al, 2010) pois alteram a populagcdo de organismos
benéficos incluindo polinizadores, decompositores e inimigos naturais (PIMENTEL
2005; MEISSLE et al. 2010). Fontes de fertilizantes estdo se tornando menos
abundantes (WALKER et al., 2012) e o uso de fertilizantes quimicos pode ter efeitos
adversos também sobre a qualidade das aguas subterraneas, tornando estas
praticas agricolas insustentaveis em longo prazo (SANCHEZ-PEREZ et al., 2003).

Portanto, ha uma necessidade de desenvolver estratégias e encontrar
alternativas que possam garantir o rendimento das culturas, proporcionando
seguranca ambiental e de protecdo enquanto mantém o equilibrio ecolégico em
longo prazo nos agroecossistemas. Assim, o uso de inoculantes contendo
rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR - Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) vem sendo testado e implementado para reforcar a producéo
sustentavel de diversas culturas agricolas (KUMAR et al., 2014; MAJEED et al.,
2015).

Desde a descoberta de rizobios em 1886, inoculantes com bactérias do
género Rhizobium sp. foram produzidos e comercializados em todo o mundo,
principalmente nos paises desenvolvidos (CATROUX et al.,, 2001; DEAKER et al.,
2004). Com o avanco dos estudos, outros géneros comumente encontrados
colonizando importantes culturas como Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia, e
Pseudomonas, passaram a ser avaliados quanto ao beneficio que proporcionam a
planta associada (ISLAM et al., 2009; BASHAN et al., 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez82.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC4362341/#B23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez82.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Majeed%20A%255Bauth%255D
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Esses microrganismos estabelecem comunidades no solo ou em diversas
partes da planta como na superficie aérea, dentro dos tecidos vegetais ou na regido
da rizosfera, sendo entdo denominadas bactérias da filosfera, bactérias endofiticas e
rizobactérias, respectivamente (LINDOW e BRAND, 2003; KNIEF et al.,, 2012;
GLICK, 2012).

1.2.MICROBIOMA DA RIZOSFERA

O termo rizosfera derivado da palavra grega “rhiza” — raiz e “sphere”
(esfera) — campo de influéncia, foi proposto primeiramente por Hilther (1904).
Rizosfera refere-se a uma fina camada de solo de cerca de 1 a 7 mm, intimamente
relacionado a raiz, que sofre influéncia pelo crescimento e atividade da raiz e pode
variar de planta para planta (UROZ et al., 2010; PRASHAR et al., 2014). J& o volume
de solo que ndo esta sob influencia da raiz € comumente chamado de solo néo
rizosférico (SNR), assim a rizosfera € considerada uma regido distinta do SNR
(MENDES et al., 2013; PRASHAR et al., 2014).

A rizosfera é entendida como um sitio de alta atividade (hotspot) para
inUmeros organismos sejam eles macro ou micro, uni ou pluricelular, como
demonstrado na Figura 1. Este local é considerado um dos ecossistemas mais
complexos da Terra (MENDES et al., 2013), onde ocorrem inumeras relagdes
associativas entre os diversos organismos que ali habitam, principalmente bactérias,

formando comunidades complexas.
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Figura 1. Visdo geral de (micro) organismos presentes na rizosfera. O tamanho do circulo
corresponde ao numero médio de genes (exceto para virus) encontrados nos genomas de
espécies representativas de cada grupo, o tamanho médio dos respectivos genomas esta
indicado entre parénteses e sua abundancia em colchetes. Microrganismos endofiticos,
incluindo endossimbiontes, ndo estéo representados (MENDES et al., 2013).

Mendes et al. (2013) apresentam diversos estudos que mostram
claramente que o gendtipo da planta e o tipo de solo sdo agentes moduladores do
microbioma da rizosfera. As plantas sdo capazes de recrutar membros especificos
da microbiota do solo para a regido da rizosfera, como mostrado por Rudrappa et al.
(2008), onde o acido malico presente nos exsudatos foi estimulante para Bacillus
subtilis. Levando-se em consideragdo que os nutrientes da rizosfera estdo sempre
variando dependendo da espécie vegetal, das condi¢des bidticas e abiodticas do solo
etc., diferentes microrganismos devem compor esse habitat. Sendo assim, a planta
pode ser considerada como um grande “meio de cultivo” para sua microbiota
(LOPEZ-GUERRERO et al., 2013; VACHERON et al., 2013).

A regulacdo de populacdes bacterianas especificas realizada pelas plantas

de acordo com os nutrientes que ela disponibiliza por meio dos exsudatos é
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denominada ‘efeito da rizosfera’. Tal efeito reflete uma diferenga notavel na estrutura
microbiana de solos cultivados e nao cultivados (PRASHAR et al., 2014).
Experimentos a campo revelaram mudanca na comunidade bacteriana tendo
enriqguecimento taxondmico especifico ou de grupos funcionais na rizosfera,
enquanto que o solo nao rizosférico se manteve estavel frente as mudancas (UROZ
et al., 2010; PRASHAR et al., 2014, MENDES et al. 2013).

Os exsudatos estdo entre os compostos secretados pelas raizes e
sementes e compreendem carboidratos simples, aminoacidos, acidos orgéanicos,
horménios vegetais, vitaminas, lipideos, enzimas, compostos aromaticos, compostos
fendlicos e muitos outros metabdlitos secundarios contendo carbono. A composicao
guimica, a taxa e a extensdo da exsudacdo dependem de condicdes ambientais
bidticas e abidticas e fatores genéticos que variam muito entre espécies vegetais
(PRASHAR et al., 2014).

Dentre a vasta gama de organismos encontrados na rizosfera, estédo
individuos que estabelecem relacdes neutras, relacfes benéficas, os que causam

efeitos negativos para a planta (patdgenos) e até patégenos de humanos (Figura 2).
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Figura 2. Visdo esquematica das funcdes e impacto dos microrganismos da rizosfera na
planta hospedeira, sendo benéfico “o bom”, patégeno “o mau” e patbgeno em humanos “o
feio”. (MENDES et al., 2013).

Os termos “bom”, “mau” e “feio” sdo usados de maneira arbitraria, para
melhor entendimento do microbioma, visto que uma espécie pode ser benéfica ou
deletéria, dependendo da condi¢cédo que se encontra (MENDES et al., 2013).

Os microrganismos benéficos para as plantas sdo aqueles cujas atividades
promovem o crescimento do vegetal ao qual estdo associados. Dentre as atividades
benéficas estd a disponibilizacdo de nutrientes e/ou a reducdo da incidéncia de
doencas (biocontrole) além de outras mencionadas na Figura 2, que serao melhor
discutidas a seguir (se¢do 1.3). Os efeitos negativos sdo aqueles que de alguma
maneira causam danos a planta.

Na terceira classe encontram-se 0s agentes causadores de doencas em
humanos, os quais usam a planta como hospedeiro intermediario, até entrar em
contato com o animal e/ou humano a partir da ingestao da planta, por exemplo. Tais
microrganismos encontram na rizosfera alta disponibilidade de nutrientes, protegdo a

radiacdo UV e disponibilidade de agua para dispersdo e protecdo contra
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dessecacdo. Uma vez que causam patogenicidade principalmente em pessoas com
a saude debilitada e/ou imunodeprimidas, sdo chamados de patdgenos oportunistas
(MENDES et al., 2013), no entanto comparado com 0s demais grupos, esses se
encontram em menor quantidade nesse ambiente (Figura 2).

Grande parte dos trabalhos mostra que ha predominancia do Filo
Proteobacteria na rizosfera, seguido de Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes e
em alguns casos Acidobacteria. Tais estudos buscam também correlacionar tais
grupos com suas funcdes na comunidade (DeANGELIS et al, 2009; UROZ et al,
2010; PEIFFER et al., 2013; MENDES et al., 2013).

Ha uma variedade de abordagens moleculares para estudar a expressao
de genes bacterianos na rizosfera a fim de compreender a funcionalidade desses
microrganismos e avaliar como os membros especificos do microbioma da rizosfera
percebem seu habitat a partir de estimulos biolégicos, fisicos e quimicos.
Identificaram-se genes em Pseudomonas fluorecens relacionados a aquisicdo de
nutrientes, resposta ao estresse e secrecdo. Estudos tém utilizado genes repérter
para verificar respostas da bactéria a carbono, nitrogénio e disponibilidade de
fosforo. Genes conhecidos sao significativamente alterados em resposta a
exsudatos, exemplificando uma correlagcdo existente entre a funcionalidade das
comunidades presentes nesse microambiente (RAINEY, 1999; MENDES et al.,
2013).

Lépez-Guerrero et al. (2013) relatam que nem todas as bactérias tem a
mesma capacidade de degradar compostos secretados pelas raizes ou oriundos do
solo. Pseudomonas, Burkholderia e Streptomyces possuem alta capacidade
degradadora e todas podem ser encontradas associadas a raiz, sendo que essa
capacidade pode ser vantajosa na rizosfera. O mesmo autor sugere que muitos
genes de rizébios com funcbes desconhecidas participam no catabolismo de
substancias da raiz, da rizosfera e do solo, e isso poderia ser aplicado a outras
rizobactérias.

Com o mesmo intuito de estudar a funcado das comunidades da rizosfera, Li
et al (2014) detectaram 6.201 genes, dos quais 93,2% foram relacionados com a
rizosfera e 32 % com solo ndo rizosférico. A presenca de familias génicas
relacionadas com a ciclagem de carbono, nitrogénio e enxofre, utilizacdo de fosfato
e resisténcia a antibiéticos foi significativamente maior na rizosfera que no solo néo

rizosférico. Mendes et al., (2014) observou especificidade funcional em grupos



23

taxondmicos da rizosfera de soja. Ou seja, substancias organicas liberadas a partir
da raiz podem suportar alta biomassa microbiana a atividade metabdlica e assim,
um conjunto de comunidades microbianas mais ativas e distintas na rizosfera
comparadas com aquelas no solo nao rizosférico (LI et al., 2014).

Segundo 0 mesmo autor, alguns microrganismos produzem metabdlitos
antimicrobianos toxicos para outros microrganismos, permitindo a eles colonizar e
proliferar na superficie das plantas, na presenca de outras comunidades
microbianas. A presenca e expressao desses genes fornece uma linha de defesa
primaria para as raizes e plantas contra o ataque de patdgenos oriundos do solo e
atuam na sua propria defesa, ganhando assim vantagem competitiva.

Em sintese, a composicdo do microbioma da rizosfera pode ser afetada e
alterada por fatores bibticos e abidticos, sendo a prépria planta a peca mais
importante na determinacdo das estirpes bacterianas predominantes, pois seus
exsudatos variam conforme a espécie vegetal ou cultivar e estagio de
desenvolvimento da mesma. Além disso, as comunidades bacterianas variam em
diferentes condic¢des fisico/quimicas do solo, distribuicdo de nutrientes, incorporacao
de residuos. Essas interacfes da planta com outros microrganismos, como bactérias
e fungos, por sua vez, alteram a exsudacao da planta, e toda essa variacdo reflete
diretamente no desenvolvimento da propria planta (VACHERON et al., 2013,
PRASHAR et al., 2014, MENDES et al., 2013; BERG & SMALLA, 2009). Em sistema
de manejo com rotacdo de culturas, foi observado que até mesmo a cultura anterior
exerce influéncia sobre a estrutura das suas comunidades microbianas do solo
(MAUL et al., 2014).

1.3.RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

Como ja discutido na secédo anterior, as relacdes ecoldgicas estabelecidas
entre bactérias e plantas podem ser de carater neutro, negativo ou positivo. Aqui,
teremos como foco de abordagem as rizobactérias (bactérias que habitam a
rizosfera) promotoras do crescimento vegetal (PGPRSs), as quais geram beneficios a
planta associada a partir da disponibilizacdo de mais nutrientes e/ou da reducao da
incidéncia de doencas (biocontrole) (ROBBS, 1991).
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Os mecanismos gerais de promo¢do de crescimento vegetal por esses
microrganismos podem ser diretos ou indiretos, incluindo: a) a Fixacdo Biologica de
Nitrogénio (FBN), (b) a sintese de fitorménios, como auxinas, citocininas e
giberelinas e compostos indolicos como acido-indol-acético — AlA, (c) a producao de
enzimas que modulam o crescimento e o desenvolvimento da planta como a 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase e (d) a solubilizacdo de minerais
(CATTELAN, 1999; ZAGO, DE-POLLI e RUMJANEK, 2000; ISLAM et al., 2009;
GLICK, 2012; VACHERON et al., 2013).

O biocontrole, por sua vez, é realizado utilizando-se das seguintes
estratégias: (1) competicAo por compostos organicos e micronutrientes com 0s
patogenos, (2) producdo de sideroforos, (3) producdo de metabdlitos secundarios
gue agem como antimicrobianos, (4) producdo de enzimas liticas extracelulares
(celulases, quitinases, glucanases, lipases e proteases) que podem agir de
diferentes maneiras afetando a integridade da célula do patdgeno, (5) ativacdo do
mecanismo de defesa da planta através da inducdo da resposta sistémica
(RAAIJMAKERS et al., 2009; ZAGO, DE-POLLI e RUMJANEK, 2000).

sidergforos
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Figura 3. Representacdo de algumas atividades promotoras do crescimento vegetal
realizadas por rizobactérias.
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Muitos microrganismos procariotos de vida livre ou simbiontes
(principalmente de plantas leguminosas) sdo capazes de fixar nitrogénio
atmosférico. O nitrogénio na forma molecular (N2), ndo é prontamente assimilado
pelas plantas, mas estas podem se beneficiar da capacidade desses
microrganismos de reduzirem N2 a NHz (aménia). Isso é possivel por meio do
processo conhecido como Fixacdo Bioldégica de Nitrogénio (FBN), o qual é
catalisado pelo complexo enzimatico denominado nitrogenase, encontrado somente
em procariotos (Bacteria e Archaea). Um exemplo € o género Azospirillum, o qual
apresenta potencial para realizacdo da FBN, e ja vem sendo utilizado como
inoculante de gramineas a campo (DOBEREINER, 1992; HUNGRIA et al., 2010;
MONTANEZ et al., 2012).

A producdo de sideréforos pelas bactérias aumenta a captura de ferro
pelas plantas devido a formacdo do complexo ferro-sideréforo (BENEDUZI,
AMBROSINI e PASSAGLIA, 2012). Sua importancia relaciona-se diretamente com a
absorcéo de ferro, elemento essencial a diversos processos biolégicos, ao ligar-se
ao ferro (Fe3+) disponivel na rizosfera, torna-o indisponivel também para os
fitopatdgenos, assim atua também no biocontrole (CROSA e WALSH, 2002; GLICK,
2012).

Os fitormbnios, como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido
abicisico, produzidos por bactérias associadas, levam a um maior éxito no
crescimento e desenvolvimento vegetativo (RAVEN et al, 2001). O AIA é uma auxina
natural que atua principalmente na formacéo de raizes laterais e pelos radiculares,
proporcionando um aumento na absorcao de nutrientes (PATTEN e GLICK, 2002).

Entre as enzimas produzidas, estdo as pectinases microbianas, que
catalisam a degradacdo de substancias pécticas as quais sdo importantes em
processos de biocontrole, simbiose e na decomposicdo de material vegetal,
auxiliando no ciclo do carbono (PEDROLLI et al, 2009). Microrganismos também
podem catalisar a oxidacdo de enxofre, melhorando assim a fertilidade do solo, ja
gue o sulfato produzido pode ser usado pelas plantas além de alterar a acidez do
solo ajudando na solubilizagdo de nutrientes (WAINWRIGHT, 1984).

A enzima ACC-desaminase quebra a molécula precursora do etileno,
reduzindo dessa forma a concentragdo desse fitormdnio durante o desenvolvimento
ou em situacdes de estresse da planta, como infeccdo por patdogeno (VESSEY,

2003). Picos de etileno sdo importantes para quebra de dorméncia da semente
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(ESASHI, 1991); entretanto, se manter alto o nivel de etileno apos a germinagéo,
esse inibe a expanséo das raizes (JACKSON, 1991).

Os microrganismos capazes de sintetizar a enzima celulase desempenham
papéis importantes no controle de patégenos inibindo a germinagéo de esporos ou 0
crescimento de fungos contendo celulose em sua parede celular. Além disso, tais
microrganismos disponibilizam nutrientes a planta pela hidrélise da celulose,
favorecendo assim o rendimento das culturas (BHAT, 2000). A acéo enzimatica das
celulases produzidas por bactérias rizosféricas nas moléculas de celulose e
hemicelulose presentes nas células das raizes da planta, facilitam a penetracdo de
rizobios e a nodulacdo, deste modo favorecem também a FBN (SINDHU e
DADARWAL, 2001).

O fosfato € um importante macronutriente para a planta, correspondendo a
0,2% do seu peso seco. E um nutriente limitante para o crescimento vegetal, tendo
em vista a participacdo ativa nas atividades metabdlicas e bioguimicas, além da
formacdo de &acidos nucleicos e fosfolipidios (GYANESHWAR et al., 2002). O
mecanismo mais comum de solubilizacdo de fosfatos minerais consiste na acédo dos
acidos orgéanicos sintetizados pelas bactérias. A producdo de acidos organicos
resulta em acidificacdo da célula microbiana e seu microambiente. Em
consequéncia, o fésforo inorganico é liberado do mineral pela substituicdo por Ca?*
(KUSS, 2006).

Diversos géneros vém sendo descritos como PGPR, entre eles encontra-
se: Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Bacillus sp., Bradyrhizobium sp., Rhizobium
sp., Gluconacetobacter sp., Herbaspirillum sp. e Azospirillum sp. (GLICK, 1995;
DOBBELAERE et al.,, 2003; LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009). A atuacdo na
promocdo do crescimento vegetal de modo geral ndo fica restrita a apenas um
género ou por apenas uma atividade, mas sim, pela atuacdo em conjunto de
bactérias que possuem diversas atividades (ISLAM et al., 2009).

Diante da potencialidade das PGPR como alternativa para o incremento da
producédo de alimentos sem aumentar as areas agricultaveis ou o uso de fertilizantes
guimicos, é imprescindivel a compreenséo do papel dessas bactérias no solo e na
planta hospedeira. Nesse contexto, o isolamento, a identificacdo e a caracterizagao
bioguimica dessas PGPRs sédo fundamentais para a compreenséo da sua fisiologia

e provavel funcdo no ecossistema.
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Determinar a diversidade genética e funcional das bactérias diazotréficas

cultivaveis presentes na rizosfera do milho.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar bactérias diazotréficas associadas a cultura de milho;

Identificar os isolados por sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.
Analisar o perfil dos isolados por espectrometria de massa.

Caracterizar os microrganismos isolados quanto a capacidade de produzir

protease, compostos inddlicos, sideroforos, cianeto e celulase;

Caracterizar os microrganismos isolados quanto a capacidade de solubilizar

minerais.

Relacionar a diversidade bacteriana com os tratamentos do milho.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.EXPERIMENTO DE CAMPO

O milho 30F53H (Pioneer) foi submetido a inoculacdo com diferentes
bactérias promotoras do crescimento vegetal (1L inoculante/50 kg de semente) e
sob diferentes doses de nitrogénio resultando em 11 tratamentos descritos na
Tabela 1. O experimento foi conduzido entre outubro de 2012 a margo de 2013 na
Fazenda Experimental da Fundacdo ABC (25°00°50""S, 50°09°18""W), localizada na
cidade de Ponta Grossa/PR (888m de altitude e clima Cfb de acordo com Képpen).
O isolamento das bactérias utilizadas nesse trabalho foi realizado a partir do solo

proveniente da rizosfera do milho no estagio R1.

Tabela 1. Tratamentos de inoculacéo e dosagem de Nitrogénio (Kg/ha) em campo
experimental de milho.

Tratamento | Dose de N Bactéria inoculada
(kg/ha)
1 30 Sem inoculacéo
2 160 Sem inoculacéo
3 30 Inoculante comercial AzoTotal (Total Biotecnologia)*
4 160 Inoculante comercial AzoTotal (Total Biotecnologia) *
5 30 Azospirillum sp. L26
6 30 Herbaspirillum sp. L27
7 30 Rhizobium sp. 8121
8 30 Enhydrobacter sp. 4331
9 30 Azospirillum brasilense HM053
10 30 Azospirillum brasilense Abv5
11 0 Sem inoculagéo

! Inoculante contendo Azospirillum brasilense Abv5 e Abv6.

O isolamento e a caracterizacdo de bactérias quanto a presenca de
atividades que contribuem para o crescimento vegetal foi realizado no Laboratério de
Biologia Molecular Microbiana (LABMOM - UEPG).
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3.2.ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS E QUANTIFICACAO DE
DIAZOTROFICOS

A retirada da planta do solo se deu por meio de um corte 10x10cm feito
com pa-reta, o solo aderido as raizes das mesmas (solo rizosférico) foi coletado.
Trés amostras (10x10cm) aleatérias de um mesmo tratamento foram coletadas e
agrupadas (gerando uma amostra composta) e secas ao ar, na sombra, gerando
terra fina seca ao ar (TFSA). ApOs a secagem, as amostras de solo rizosférico foram
peneiradas e armazenadas em sacos de papel até o momento das avaliacdes
microbioldgicas, as quais ocorreram até seis meses apos a sua coleta.

Para a realizacdo da contagem de microrganismos diazotroficos, 10 g de
TFSA de cada amostra composta foram incubados com 2 mL de agua destilada
esterilizada a 30 °C por 48 h. Ap6s este periodo, as amostras foram transferidas
para Erlenmeyer de 250 mL, contendo 90 mL de solugcédo salina esterilizada (NacCl
0,85%) e mantidas sob agitacao orbital (80 rpm) por 15 min a temperatura ambiente.
Apés a agitacdo, 0,1 mL da solucéo de solo foi submetido a uma diluicdo seriada
(102 a 10% em solucdo salina. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram
inoculadas em triplicata em frascos contendo 3 mL dos meios de cultura semi-solido
JMV, LGI, LGI-P, JNFb ou NFb livres de nitrogénio (DOBEREINER, ANDRADE e
BALDANI, 1999, Tabelas 02 e 03) para contagem pelo método do nimero mais
provavel (NMP) como descrito em Ddobereiner, Baldani e Baldani (1995). Todas as
etapas metodoldgicas que requeriam incubacao de bactérias foram realizadas a 30
°C.

Os frascos inoculados foram incubados por até 10 dias. Aqueles que
apresentaram a formacao de pelicula, indicadora de crescimento bacteriano, foram
selecionados para repicagem, a qual foi feita em novos frascos com 0 mesmo meio
semissolido, e incubados. Os isolados que apresentaram pelicula foram indicativos
de bactéria fixadora de nitrogénio.

Para efetuar o isolamento dos microrganismos diazotréficos, a massa de
células presente na diluicAo mais elevada, formada de duas das amostras da
replicata foram inoculadas em placas contendo o meio sélido correspondente ao
semissdlido (com adicdo de extrato de levedura e Agar) (DOBEREINER, ANDRADE
e BALDANI, 1999) e incubadas em estufa. Posteriormente, as colbnias isoladas
foram crescidas em meio DYGS liquido, e estocadas em glicerol 50% até a

caracterizacao bioquimica e molecular.
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Tabela 2. Composi¢cédo dos meios de cultura JNFb, NFB, JMV, LGlI, LGI-P e DYGS.
(DOBEREINER, ANDRADE e BALDANI, 1999).

Concentracaol/Litro

Composto
JNFb | NFB JMV LGI LGI-P | DYGS
Manitol - - 59 - - -
Glicose - - - - - 29
Acido mélico 59 59 - - - 29
Sacarose - - - 5g 100g -
Peptona Bacteroldgica - - - - - 1,59
Extrato de Levedura * 0,02g(0,05g| 0,19 0,02g | 0,02¢g 29
K:HPO, 0,69 | 0,59 | 0,69 029 | 0,2g | 0,59
KH2PO4 1,89 | - 1,89 0,69 0,69 -
MgSQO4.7H20 0,29 | 0,29 0,29 0,29 0,29 0,59
NacCl 0,1g | 0,19 0,1g - - -
CaClz.2H20 0,02g|0,02g| 0,029 0,02g | 0,029 -
NazM00O,.2H20 - - - 0,002g |0,002g| -
FeCls.6H,0 - - - 0,01g | 0,01g -
Azul de Bromotimol (0,5% em 0,2N
de KOH) 2mL | 2mL 2mL 5mL 5mL -
Fe EDTA (solucéo a 1,64%) 4mL | 4mL 4dmL - - -
Solug&o de micronutrientes** + + + - - -
Acido Glutamico - - - - - 1,59
KOH 4,59 | 4,59 - - - _
pH 58 | 65 [42-45|6,0-6,2| 55 6
Agar - semissolido 199 | 1,8g 2,1g 1,89 1,69 -
Agar — solido 17g | 15g 25¢g 159 25¢ 15¢

* Extrato de Levedura é usado apenas no meio sdlido, exceto para o meio DYGS, no qual

também é usado para o meio liquido.

** De acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Composicao da solucdo de cada micronutriente usada para os meios de

cultura.
Volume de cada composto
Composto Concentracdo na solucdo (g/L) adicionado no meio (mL/L)
NazMOO4.2Hzo 1 2
MnS04.H20 1,175 2
HsBOs3 1,4 2
CuS0.4.5H.0 0,04 2
ZnS04.7H.0 0,12 2
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3.3.CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES BIOQUIMICAS

Os isolados obtidos no isolamento foram avaliados quanto a producéo de
compostos inddlicos, cianeto, sideroforos, protease, atividade da celulase e
solubilizacdo de minerais. Para cada teste, foram feitos pré-indculos usando 20 pL
de células bacterianas estocadas em glicerol em 3 mL de meio DYGS liquido,

incubados a 30 °C por 24 — 48h, sob agitacdo de 180 rpm.

3.3.1 Atividade da Celulase

Para o teste da atividade enzimética da celulase, foi utilizada e adaptada a
metodologia descrita por Kasana et al. (2008), utilizando como corante o iodo de
Gram. Os isolados foram crescidos em DYGS (pré-inéculo) até a saturacdo e 5 L
do pré-inéculo foram colocados no centro de placas individuais (49x12mm) em
triplicata contendo 10 mL de meio agar celulose.

Este meio de cultivo foi preparado a partir da diluicdo de 2 g/L de NaNOs, 1
g/L de K2HPO4, 0,5 g/L de MgSO4, 0,5 g/L de KCl e 0,2 g/L de peptona bacteriolégica
com adicdo de 17 g/L de agar e 2 g/L de celulose, qual apresenta turbidez devido a
insolubilidade da celulose. As placas foram seladas com filme de PVC e incubadas
por cinco dias. Depois desse periodo foi vertido sobre o meio de cultivo 2 mL de
solugéo corante iodo de Gram (6,6 g/L de Kl, 3,3 g/L de iodo) durante 30 minutos.
Apbs o descarte da solucdo corante, a degradacao de celulose pode ser evidenciada
pela presenca de halos claros ao redor das areas de crescimento bacteriano. A
intensidade de producao de celulases foi avaliada como representado na Figura 4.
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Nenhuma Baixa Média produgéo Alta
produgdo -) produgao (+) (++) produgdo (+++)

Figura 4. Indicacdo da caracterizacdo da producdo de celulase. Auséncia de celulase (-)
auséncia de halo; producéo de celulase sendo baixa (+), média (++) ou alta (+++) de acordo
com as intensidades dos halos.

3.3.2 Producéao de Cianeto

Para a avaliacdo da producdo de cianeto foi utilizada a metodologia
descrita por Lorck (1948). Os pré-indculos dos isolados bacterianos foram crescidos
até a saturacdo, em seguida inoculados em triplicata em placas de 49x12mm
contendo 10 mL de meio agar nutriente constituido por 5 g/L de extrato de carne, 10
g/L de peptona, 5 g/L de NaCl, e 15 g/L de &gar, enriqguencido com 4,4 g/L de glicina.
Em seguida as placas foram invertidas e colocado papel germitest (previamente
autoclavado) umedecido com 500 pL de solucédo acido picrico (0,5%) filtrada, feita a
partir da solubilizacéo de 5 g/L de acido picrico e 20 g/L de carbonato de sédio. O
papel germitest foi colocado na tampa da placa, sem qualquer contato com o meio
de cultura.

Todas as placas foram incubadas por 48h. A presenca de HCN foi indicada
pela formacgdo do &cido isopurpurico no papel, responsavel por alterar a coloracao.
Os diferentes tons obtidos do amarelo para o vermelho indicaram a intensidade da

presenca de cianeto como mostra a Figura 5.
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Nenhuma Baixa Média | Alta produgdo
producdo (-) producdo (+) produgdo (++) (++4)

Figura 5. Indicacdo da caracterizacdo da producdo de Cianeto. Padrdo de coloracdo
indicando a formagé@o de &cido isopurpurico. Auséncia de producdo (-) Amarelo claro,
producédo sendo baixa (+) Amarelo escuro, média (++) Laranjado e alta (+++) Vermelho.

3.3.3 Producéo de Compostos Indélicos

A capacidade de producdo de compostos indolicos foi determinada de
acordo com o método descrito por Glickmann e Dessaux (1995), por meio da reacéo
com reagente de Salkowski. Esse teste foi realizado em placas de 96 pocos (Figura
6).0 pré-indculo para cada isolado, foi feito em DYGS enriquecido com triptofano
(0,5 g/L) e incubado por 48 h sob agitacdo de 180 rpm.

Uma amostra de cada inoculo foi coletada em microtubo e centrifugada a
13000 rpm (Microcentrifuga 5417C - Eppendorf), coletando-se 100 pL do
sobrenadante ao qual acrescentou-se 100 pL do reagente Salkowski (12 g/L de
FeClz em 7,9 M de H2S04) na proporcao de 1:1. Logo apds, a amostra foi incubada
no escuro durante 30 minutos a temperatura ambiente e procedida a leitura em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 540 nandémetros (nm). Para cada
isolado o teste foi realizado em quadruplicata.

A quantificag&o foi feita por meio de uma curva padréo (0 — 100 pM) a partir
de uma solucdo de AIA 5000 pM. A reacdo com o reagente de Salkowski resulta
coloracdo amarelada para auséncia de AlA e rosa avermelhado para a presenca de
AlA (Figura 6.A).

O restante do conteuddo do microtubo foi congelado para posterior
guantificacdo de proteinas totais conforme Bradford (1976), adaptado para

condicdes de realizacdo do teste em placas de 96 pocgos descritas por Schwab
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(2006). Para obter o valor final de producdo de compostos indolicos pelas bactérias
€ necessario realizar a quantificacdo de proteinas totais das mesmas, pois o
resultado se da por meio da concentracdo de AIA dividido pela concentracdo de
proteinas produzida pelas bactérias (UM/ pg) com o objetivo de normalizar a
comparacao entre os diferentes isolados bacterianos.

Para tal, as amostras foram descongeladas e submetidas a
homogeneizacdo do conteudo celular em agitador vortex. Deste material, 20 pL
foram adicionados na placa juntamente com 80 pl de agua ultrapura autoclavada e
100 puL de NaOH 0,2 M, deixando decorrer a lise celular, por cerca de 1lh, a
temperatura ambiente, sendo 0 mesmo teste realizado em quadruplicata. Apés, 20
puL deste material foram transferidos para outra placa e adicionado 200 pL do
reagente de Bradford, mistura foi homogeneizada e realizada a leitura em
comprimento de onda de 595 nm. A determinacdo da concentracdo de proteina
produzida pelas bactérias foi por meio de curva padrdo (0 — 50 pg/mL) de BSA
(albumina de soro bovino) a partir de uma solucéo de estoque de 500 pg/mL (Figura
6.B).

Figura 6. Indicacdo da caracterizacdo da producdo de compostos inddlicos. O teste foi
realizado em placas de 96 po¢cos. Em A: curva de calibracdo para as concentracdes de AlA
com reagente de Salkowski; cores mais avermelhadas indicam maior concentragdo do
composto. Em B: calibracdo da concentracédo de proteinas pelo método de Bradford (1976);
cores no tom azulado indicam maior concentragdo de BSA (proteina padrdo para o teste).
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3.3.4. Solubilizagc&do de minerais

A capacidade dos isolados de solubilizar os minerais fosforo e zinco foi
determinada em meio de cultivo desenvolvido por Pikovskaya (1948), enriquecido
com 0,5% de fosfato de tricalcio [Caz(PO4)2] e 0,12% de 6xido de zinco (ZnO) como
fontes de fosforo e zinco inorgéanico, respectivamente. Identificaram-se os isolados
com potencial de solubilizacdo pela formacdo de um halo claro ao redor da coldnia
(Figura 7).

Foram utilizadas placas contendo uma mistura de 80 mL agar Pikovskaya
(HIMEDIA) (31,3 g de agar Pikovskaya/L de agua destilada) com 0,8 mL de 6xido de
zinco 12% (concentracéao final de 0,12%), plaqueadas e incubadas a 30 °C por sete
dias. O diametro do halo de solubilizacdo foi medido aos trés e sete dias. A partir
dessas medidas, foram obtidos os indices de Solubilizagéo (IS) para cada isolado
por meio da férmula: IS = didmetro do Halo (mm) /didmetro da colénia (mm)
(BERRAQUERO, BAYA e CORMENZANA, 1976).

As bactérias foram classificadas conforme os indices de solubilizacao,
onde as estirpes que apresentaram 1S<2, 2>IS<4 e [S>4, foram classificadas
respectivamente como sendo de baixa, média e alta capacidade de solubilizagdo. As
bactérias que iniciaram solubilizacdo até o terceiro dia foram ditas precoces, apos
esse tempo foram consideradas tardias e aquelas que ndo apresentaram
solubilizacdo visivel até o 15° dia de avaliagdo foram classificadas como ‘ndo
solubilizadoras aparentes’ (HARA e OLIVEIRA, 2004).
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Figura 7. Indicacdo da caracterizacédo da solubilizacdo de minerais, pela formacéo de halo
claro em torno das col6nias.

3.3.5. Producéo de Protease

O teste para determinar a capacidade de producdo de protease foi
efetuado conforme descrito em Smibert e Krieg (1994) utilizando agar e leite
desnatado. A protease produzida pelas bactérias degrada as proteinas presentes no
leite, formando halo claro quando observado contra um fundo branco.

A producdo de protease foi ensaiada utilizando &gar (30 g/L de agua
ultrapura) autoclavado a 121 °C por 20min e leite em p6 desnatado (100 g/L agua
ultrapura) autoclavado em vapor fluente a 100 °C por 45min. Apés a esterilizacéo, as
soluc¢des foram misturadas (1:1, v/v) e plaqueadas. As bactérias foram inoculadas e
incubadas durante dois dias. As bactérias que apresentaram halo claro foram

classificadas como positivas para producéo de protease (Figura 8).
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Figura 8. Indicacdo da caracterizagéo da producédo de protease, pela formacao de halo claro
em torno das coldnias.

3.3.6. Producéao de Sideroforos

O pré-indculo foi realizado como descrito para 0s testes anteriores e em
seguida inoculados nos meios especificos para o teste descritos a seguir. Para a
realizacdo dos testes de producdo de sideroforos, foram seguidos dois protocolos,
sendo 1) CAS-Agar (Crome Azurol S) descrito por Schwyn e Neilands (1987) e 2)
meétodo O-CAS descrita por Pérez-Miranda et al. (2007).

Para o primeiro método, cada isolado foi inoculado em placas contendo
Crome Azurol S (CAS-agar - Fe lll), composto pelas seguintes solucdes: solugdo A
(0,0027 g de FeCls.6H20 em 9,917 mL de agua destilada e 0,083 mL de HCI 12,1M);
solugdo 1: MgSOa4 1 M; solugdo 2: CaClz 1 M; solucéo 3: Sacarose 20%; Solugéo 4:
10 x sais MM9: (3g KH2PO4, 5g NaCl, 1g NH4Cl em 100 mL de &gua); Solucdo 5:
0.0605 g Chrome Azurol S em 50 mL de 4gua e 10 mL da Solucdo A; solugédo 6
(0.0729 g Brometo de amonio hexadexil trimetil (HDTMA ou CTAB) em 40 mL de
agua) e meio base (15 g/L Agar; 30,24 g/L piperazina-1,4-bis (PIPES); solucdo de
NaOH 50% v/v até pH final 6,8). Para o preparo de 04 placas, adicionou-se em
erlenmeyer: 0,2 mL da solugéo 1; 0,01 mL da solucéo 2; 1 mL da solucdo 3; 10 mL
da solucdo 4; 6 mL da solucdo 5 e 75 mL do meio base. Homogeneizado e
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distribuidos nas placas de petri (Figura 9.A), inoculado 5 pL do pré-in6culo de cada
isolado, sendo distribuido no maximo 16 isolados/placa (Figura 9.B) e incubados (30
°C/24h), sideroforos foram detectados pela formacao de halo a volta das coldnias
(Figura 9.B).

Figura 9. Metodologia CAS-Agar (SCHWYN e NEILANDS, 1987) para detecgdo de
bactérias produtoras de sideréforos. Em A: placa de petri com o meio CAS-Agrar sem
inoculacédo de bactéria. B: crescimento bacteriano com formacéo do halo ao redor da colénia
caracterizando resultado positivo para o teste.

Para outra metodologia utilizada (O-CAS), os isolados foram inoculados em
placas com meio agar nutriente 28 g/L (HIMEDIA) (Figura 10. A), incubados por um
periodo de 24h a 30 °C. Apos esse periodo, 10 mL do meio CAS (preparado apenas
como meio revelador, sem a presenca de nutrientes — 0,0605 g/L CAS; 0,0729 g/L
brometo de amdnio hexadeciltrimetil (HDTMA/CTAB); 30,24 g/L de piperazina-1,4-
bis (acido 2-etano sulfénico) (PIPES), e 10 mL de 1 mM FeCI3 - 6H20 em 10 mM
HCI) foram adicionados sobrepondo inteiramente 0 meio agar nutriente, como meio
revelador (Figura 10. B). Apds 15min pode-se observar a formacéo de halo claro ou
mudanca de cor (de azul para purpura ou laranja, dependendo do tipo de sideréforo)
em torno dos microorganismos produtores (Figura 9. C). Esta metodologia foi
testada devido a toxicidade que o HDTMA pode apresentar no meio CAS-Agar
convencional, sobre as bactérias Gram-positivas, inibindo assim seu crescimento
(PEREZ-MIRANDA et al., 2007).

O teste CAS ¢é baseado na quelacédo do ferro por sider6foros, detectado
pela mudanca de cor do complexo CAS-ferro (SCHWYN e NEILANDS, 1987).
Quando um agente quelante como o sideroforo, retira o Fe(lll) do complexo
indicador universal de sideroforos (CAS), ocorre uma mudanga da cor de azul para
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purpura, a qual indica sideréforos do tipo catecol, ou de azul para cor laranja como

relatado por microrganismos que produzem hidroxamatos.

Figura 10. Metodologia O-CAS (PEREZ-MIRANDA et al., 2007) para deteccdo de bactérias
produtoras de sider6foros. Em A: isolados inoculados em placa de petri com o meio Agar
nutriente. B: sobreposicdo do meio (CAS) revelador sobre as colbnias. C: altera¢éo na cor
do meio sobre a colbnia, caracterizando resultado positivo para a atividade.

3.4.IDENTIFICACAO POR SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE 16S rRNA

Os isolados da cultura de milho foram submetidos a analise molecular
do gene 16S rRNA pela técnica de PCR de colbnia, realizada com o
oligonucleotideo iniciador universal 27F: 5 - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3’ e
1492R: 5’ - ACCTTGTTACGACTT -3 (LANE,1991). O programa de PCR usado foi:
1 ciclo de 2min a 94 °C, 25 ciclos de 45s a 94 °C, 45s a 60 °C, 75s a 72 °C e 1 ciclo
de 10min a 72°C. Em seguida, os produtos de PCR foram tratados com 5,2 U e 0,77
U de Exonuclease/SAP (shrimp alcaline phosphatase - Fermentas),
respectivamente, e incubados a 37 °C por 1h, seguido com a inativagdo das enzimas
a 80 °C por 30min. O produto amplificado de gene 16S rRNA foi parcialmente
sequénciado usando o primer 27F e 1492R e BigDye® Terminator v3.1
CycleSequencing Kit (AppliedBiosystems) em sequenciador de DNA ABI 3500
(Applied Biosystems).

As sequéncias derivadas de cada iniciador foram editadas,
extremidades com valor de Phred menor que 20 foram removidas (EWING et al.,
2005), gerando sequéncias de aproximadamente 800pb. Posteriormente, as
sequéncias derivadas dos primers 27F e 1492R de cada isolado foram alinhadas no

programa BioEdit (HALL et al, 1999), e uma sequéncia consenso de
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aproximadamente 1500pb foi gerada. A classificacdo taxon6mica das sequéncias
consenso foi realizada pelo programa RDP Il Classifier (WANG et al., 2007) e pelo
MEGA-BLAST (ZHANG et al., 2000). Os isolados foram classificados em nivel de
género quando suas sequéncias do 16S rRNA apresentaram valor maior que 97%
de identidade com sequéncias de referéncia presentes no banco do Ribosomal
Database Project (SCHLOSS et al., 2005) e no banco de dados “16S ribosomal RNA
sequences (Bacteria/Archaea)” do National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando a ferramenta BLASTn (ALTSCHUL et al.,
1997). As sequencias foram depositadas no GenBank — NCBI, sob cédigo de acesso
KX066708 - KX06676.

Para a andlise filogenética, alinhamentos foram obtidos usando INFERNAL
aligner (NAWROCKI et al., 2009) e editadas manualmente com programa GBlocks
(CASTRESANA, 2000). Modelo de substituicdo de nucleotideos foi selecionado
usando MEGA software versdo 6 (TAMURA et al., 2013). Arvore filogenética foi
gerada com algoritmo Maxima Verossimilhanca e a representacéo grafica da arvore
filogenética foi obtida pelo iTOL (LETUNIC e BORK, 2007). Foram inclusas nesta
andlise apenas as sequencias 16S rRNA dos isolados que apresentaram também a

analise de espectrometria de massas (descrito a baixo).

3.5.ANALISE POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS DO TIPO MALDI-TOF

Colbnias isoladas de uma cultura de cada isolado foram lavadas duas
vezes com 1 mL de agua ultrapura estéril, seguindo centrifugacdo por 2min a 12000
g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 5 pyL de acido
formico (35%) e 5 uL de acetonitrila (50%), seguindo centrifugacdo por 10min a
12000 g, e 8 pL do sobrenadante foi entéo transferido para um novo tubo. Cerca de
1 uL do sobrenadante foi depositado manualmente na placa do espectrémetro de
massa (Autoflex; Bruker Daltonics), e deixados secar a temperatura ambiente. Em
seguida, foi adicionado 1uL da matriz (a- ciano-4-acido hidroxicinamico 10 mg/mL
em acetonitrila 50 % e &cido trifluoroacético 2,5 %), e novamente deixado secar a
temperatura ambiente (STETS et al, 2013).

O processamento das amostras ocorreu com um espectrometro de massa

MALDI-TOF (Autoflex, Bruker Daltonics), o qual possui um laser de nitrogénio e
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utiliza o software Flex Control v. 3.0 (BrukerDaltonics). Os ions positivos foram
extraidos utilizando uma voltagem de aceleracdo de 20 Hz no modo linear e cada
espectro foi gerado pela soma dos ions obtidos de 1.000 pulsos do laser com etapas
de 100 em 100 pulsos em pontos da amostra variados. Os espectros foram obtidos
de forma manual com uma resolucdo minima de 600 e analisados em uma faixa de
relacdo massa/carga (m/z) de 2.000 a 20.000 utilizando como calibradores uma
mistura de insulina (5.734,51 m/z), ubiquitina | (8.565,76m/z) apomioglobina
(16.952,27 m/z), insulina cadeia B oxidada (3.493,6513 m/z), ribonuclease A (13.700
24 m/z) e citocromo C (12.360,97 m/z) (Protein Calibration Standard | — Bruker
Daltonics). O software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics) foi utilizado para o
processamento dos espectros, onde foi possivel a obtencdo das listas de picos por
meio do programa MS-Analyser (SANTOS et al., 2012).

A partir da obtengcdo dos espectros de cada amostra, foi descartada a
replicata que apresentava menor reprodutibilidade de picos, entdo um dendrograma
foi gerado pelo programa R (R Development Core Team, 2007) com as amostras em

duplicatas.

3.6.ANALISES DE DIVERSIDADE E ESTATISTICA

A analise de cluster, Andlise de Componentes Principais e perfis de
diversidade Rényi foram feitos com Cluster (MAECHLER et al., 2015), Vegan
(OKSANEN et al.,, 2007) e pacotes Biodiversidade (KINDT et al., 2005),

respectivamente, no programa R (R Development Core Team, 2007).
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4. RESULTADOS

4.1CAPITULO 1

Diversidade genética e funcional de rizobactérias diazotréficas cultivaveis

com potencial para a promoc¢ao do crescimento vegetal

Resumo

Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) estimulam o
desenvolvimento das plantas hospedeiras, e a planta, por sua vez, em conjunto com
as condicdes de cultivo, ttm um significativo efeito sobre a estrutura da comunidade
bacteriana da rizosfera. Neste estudo, foram isoladas e identificadas rizobactérias
cultivdveis associadas com a cultura de milho (Zea mays), analisado o perfil dos
isolados por MALDI-TOF e caracterizados quanto as suas atividades promotoras do
crescimento vegetal. Os setenta e sete isolados bacterianos obtidos a partir do uso
de cinco diferentes meios de cultivo (JMV, JNFb, NFb, LGl e LGI-P) livres de
amonia, foram identificados pelo sequénciamento parcial do gene 16S rRNA. O
biofertilizante e as dosagens de nitrogénio nao interferiram significativamente na
composicdo da comunidade de bactérias diazotréficas isoladas. O meio JNFb
permitiu o isolamento de um maior nimero de individuos, apresentando maior
rigueza e diversidade. Dentre os isolados, houve a predominancia das classes 3 e y-
Proteobacteria, sendo Burkholderia o género mais abundante. A andlise por
espectrometria de massa mostrou potencial para separar géneros bem
representados em nivel de estirpe. Mais da metade dos isolados produziram
sider6foros (58%) e protease (50,7%); solubilizacdo de fosfato (36,2%) e
aproximadamente um quarto deles (23,1%) foi capaz de produzir celulase. A
producdo de cianeto de hidrogénio se mostrou bastante rara, sendo detectada em
apenas 4,3% dos isolados, todos pertencentes ao género Pseudomonas sp. Todas
as bactérias analisadas apresentaram ao menos uma atividade e 55% apresentam
trés ou mais. Andlises de componentes principais indicaram que (1) os géneros
Burkholderia sp. e Luteibacter sp., tem correlacao significativa (p <0,05 ou p<0,001)
com a producao de protease, sideroforos e solubilizagcdo de fosfato, (2) Bacillus sp. e
Luteibacter sp., com producdo de compostos indélicos e celulase e (3)
Pseudomonas sp., com producdo de protease, cianeto, siderdforo, compostos
indolicos e celulase. Diante da demanda de biofertilizantes para gramineas capazes
de substituir parcialmente ou integralmente o uso de fertilizantes quimicos, 0s
isolados que apresentaram diversas atividades promotoras do crescimento vegetal
se mostram promissores para aplicacdo como biofertilizante.

Palavras-chave: PGPR, biofertilizantes, 16S rRNA.
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1.1 INTRODUCAO

A rizosfera € uma fina camada de solo ao redor da raiz que é imensamente
influenciada pelo sistema radicular (UROZ et al., 2010; PRASHAR et al., 2014). Esse
complexo ecossistema contém bactérias, fungos, oomicetos, nematoides,
protozoarios, algas, virus, archaea e artropodes; € moldado principalmente pelo tipo
de solo e o genotipo da planta, pois ambos afetam o padrédo de exsudacéo da raiz e
fisiologia (MENDES et al., 2013).

Muitos membros do microbioma da rizosfera fazem parte de uma complexa
cadeia alimentar que utiliza grandes quantidades de nutrientes liberados pelas
plantas (MENDES et al., 2013). Comparado com o solo nédo rizosférico, essa zona é
rica em nutrientes devido a acumulacdo de uma variedade de compostos organicos
liberados pela raiz por meio da exsudacdo, secrecdo e rizodeposicdo. Esses
compostos podem ser usados como fonte de carbono e energia pelos
microrganismos, que por sua vez, apresentam uma intensa atividade na rizosfera
(CHAUHAN et al., 2015).

Exsudacdo € conhecida por exibir variagdes quantitativas e qualitativas
entre diferentes espécies de plantas. Tem sido hipotetizado a longo tempo que a
diversidade de microrganismos presente na rizosfera de diferentes plantas, e
especialmente suas habilidades funcionais, podem ser ligadas a essas variagdes em
exsudatos. Padroes de exsudacdo sofrem alteragbes com a idade da planta e
localizac&o ao longo do sistema radicular. Geralmente, uma maior concentracao de
exsudatos é encontrada durante a fase inicial do crescimento, presumivelmente
devido a compostos armazenados na semente. Esses locais de exsudacdo
produzem exsudatos que variam em ternos de quantidade e composicdo. Essa
variacdo espacial e temporal de fontes de carbono que ocorrem dentro de um
sistema radicular sdo os fatores que provavelmente influenciam a composicédo e
estrutura da comunidade bacteriana associada a rizosfera. As estruturas dessas
comunidades podem ser categorizadas em ampla escala utilizando vérias técnicas,
incluindo abordagens genotipicas e fenotipicas. Em estudos dedicados ao ambiente
do solo, muitos métodos fenotipicos dependem de estirpes viaveis cultivaveis
(BAUDOIN, BENIZRI e GUCKERT, 2002).

A interacdo entre plantas e bactérias do solo podem ser benéficas,

prejudiciais ou neutras. Esse efeito esta relacionado com a abundancia de espécies
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microbianas especificas (MENDES et al.,, 2013). Rizobactérias que influenciam
positivamente o crescimento das plantas sdo denominadas de rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Rhizobacteria - PGPR).
O termo PGPR abrange diversos géneros de diferentes fontes e habitas que
representam grande diversidade fisiolégica, funcional e ecol6gica (CHAUHAN et al.,
2015). Estirpes de PGPR podem promover o crescimento e desenvolvimento das
plantas quer direta ou indiretamente. Estimulacao direta inclui fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), produgéo de fitormonios como auxinas citocininas a giberelinas,
solubilizagdo de minerais como fosforo e ferro e indugdo a resisténcia sistémica.
Estimulacdo indireta esta relacionada ao biocontrole, incluindo producédo de
antibioticos, quelacao de ferro disponivel na rizosfera (producdo de sideréforos),
sintese de enzimas extracelular para hidrolisar parede celular de fungos e
competicédo por nichos dentro da rizosfera (GLICK, 2012).

A aplicacdo de PGPR como inoculantes em culturas tem sido uma pratica
atrativa para promover o crescimento de soja (MAURICE et al., 2001), milho e trigo
(HUNGRIA et al., 2010), feijao (HUNGRIA et al., 2000) etc e diminuir ou abolir o uso
de fertilizantes e pesticidas, que frequentemente poluem o meio ambiente. Algumas
espécies de PGPR apresentaram promoc¢do do crescimento vegetal de diversas
culturas: por exemplo, Azospirillum associado com milho e trigo diminuiu a
necessidade de fertilizantes nitrogenados em 50% e aumentou a producdo em até
30% (HUNGRIA et al., 2010).

Decifrar o microbioma da planta é fundamental para identificar
microrganismos que podem ser explorados para melhorar o crescimento e a saude
das plantas (MENDES et al.,, 2013). Baseado nisso, a proposta deste estudo foi
isolar e identificar bactérias diazotroficas cultiviveis associadas com a rizosfera de
milho (Zea mays) tratadas com diferentes doses de nitrogénio e diferentes estirpes.
Além disso, verificamos também a estrutura da comunidade microbiana partindo da
hipotese que a inoculacao estaria afetando a composi¢cédo da comunidade bacteriana
e avaliamos as habilidades dos isolados em promover o crescimento vegetal para

indicar potenciais PGPR.
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1.2.MATERIAL E METODOS

Isolamento de bactérias diazotroficas da rizosfera do Milho

Milho (Zea mays L. 30F53H, Pioneer) foi crescido sob diferentes
inoculacbes e doses de nitrogénio, como descrito na tabela 4.1. O experimento
realizou-se na Fazenda Experimental da Fundacdo ABC (25°00°50°°S,
50°09°18 W), Ponta Grossa, Parana, Brasil em 2012.

Tabela 4.1. Tratamentos de inoculacdo e dosagem de Nitrogénio (Kg/ha) em campo
experimental de milho.

Tratamento Dose de N Bactéria inoculada
(kg/ha) (1L inoculante/50Kg de semente)
1 30 Sem inoculagéo
2 160 Sem inoculacéo
3 30 Inoculante comercial AzoTotal® (Total Biotecnologia) *
4 160 Inoculante comercial AzoTotal® (Total Biotecnologia) *
5 30 Azospirillum sp. L26
6 30 Herbaspirillum sp. L27
7 30 Rhizobium sp. 8121
8 30 Enhydrobacter sp. 4331
9 30 Azospirillum brasilense HM053
10 30 Azospirillum brasilense Abv5
11 0 Sem inoculagéo

! Inoculante contendo Azospirillum brasilense Abv5 e Abv6.

As plantas no estagio R1 foram removidas do solo por meio de corte
10x10 cm realizado com pa reta. O solo aderidos a raiz, considerado rizosfera, foi
coletado. Trés amostras aleatoérias de cada tratamento foram agrupadas e secas ao
ar, na sombra, gerando terra fina seca ao ar (TFSA). Apds a secagem, as amostras
de solo foram peneiradas (2 mm diametro) e armazenadas em sacos de papel sob
temperatura ambiente, até o momento das avaliacdes microbioldgicas (ocorridas
seis meses apds a amostragem). Dez gramas de solo da rizosfera foram incubados
com 2 mL de &gua destilada esterilizada a 30 °C por 48 h. ApOs a incubacéo, foi

realizada diluicdo seriada como descrito por Ddbereiner, Baldani e Baldani (1995).
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Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram inoculadas em triplicata em frascos
contendo 3 mL dos meios de cultura semi-solido JMV, LGI, LGI-P, JNFb e NFb livres
de nitrogénio (DOBEREINER, ANDRADE e BALDANI, 1999) para contagem dos
microrganismos diazotréficos pelo método do niumero mais provavel (NMP) como
descrito em Ddobereiner, Baldani e Baldani (1995). Apds duas inoculacdes
consecutivos pelicula no respectivo meio de cultura semissélido, a pelicula a partir
do tubo de diluicdo mais elevada foi plagueada em meio DYGS (DOBEREINER,
ANDRADE e BALDANI, 1999) para isolamento. Isolados eram mantidos em glicerol
50% a -20 °C até caracterizacdo bioquimica e molecular.

Atividade da Celulase

Atividade enzimatica da celulase, foi avaliada usando a metodologia
descrita por Kasana et al. (2008), substituindo carboximetilcelulose (CMC) por
celulose e usou-se o lodo de Gram como colorante. Os isolados foram crescidos em
meio liquido DYGS (DOBEREINER, ANDRADE e BALDANI, 1999) até a saturacéo,
e 5 pL das culturas foram inoculados no centro de placas de petri (49x12mm)
contendo 10 mL de meio &gar celulose (2g/L de NaNOs,1g/L de K:HPOa4, 0,5¢/L
MgSOs4, 0,5¢/L KCI, 0,2g/L peptona bacterioldégica com adicdo de 17g/L de agar e
2g/L celulose - exibindo turbidez devido a insolubilidade da celulose) em triplicata.
Todas as placas foram seladas com plastico filme e incubadas a 30 °C durante 5
dias. Depois do periodo de incubacédo foi transferido sobre o meio de cultura 2 mL
solucéo de iodo de Gram (KI 6,6 g/L; iodo 3,3 g/L) e incubadas por 30 min, apos a
solucdo foi descartada. A formacdo de halo ao redor das colbnias indicou a
degradacédo da celulose e os isolados foram arbitrariamente classificados pelo
potencial de producdo de celulose de acordo com a intensidade do halo de

degradacéao formado.

Producéo de Cianeto de Hidrogénio (HCN)

A producédo de HCN foi determinada de acordo com o método de Lorck,

1948. Células recém-crescidas em mios DYGS foram espalhadas em placas de
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49x12 mm contendo 10 mL de Agar nutriente (5 g/L de extrato de carne, 10 g/L de
peptona, 5 g/L de NaCl e 15 g/L de Agar e enriquecido com solucéo de glicina — 4,4
g/L). Papel germitest umidificado com 500puL de solucéo de acido picrico (0,5% acido
picrico e 2% carbonato de sodio) foi fixado na tampa das placas de petri, que foram
em seguida seladas com plastico filme e incubadas a 30 °C durante 48h. Quando
houve alteracdo na cor do papel germitest do amarelo ao marrom avermelhado foi
interpretada como atividade cianogénica, sendo os isolados arbitrariamente
classificados pelo potencial de produgcdo de HCN conforme a intensidade da cor

vermelha formada.

Produc¢édo de Compostos Inddlicos

A producdo de compostos indolicos foi determinada pelo método descrito
por Glickmann e Dessaux (1995), por meio da reacdo de Salkowski. Esse teste foi
realizado em placa de titulacdo de 96 pocos. Células crescidas em 3 mL de meio
liguido DYGS enriquecido com triptofano (0,5g/L) e incubadas a 30 °C por 48h sob
agitacdo de 180 rpm. Uma aliquota de cada amostra foi coletada em microtubo e
centrifugado a 13000 rpm (centrifuga 5417C — Eppendorf). Apos a centrifugacao, o
sobrenadante foi coletado e utilizado nas determinacdes de inddis totais, enquanto o
precipitado de células foi armazenado para a determinacdo do conteudo proteico,
conforme descrito a seguir, adaptado para realizar em placa de titulagdo 96 pocos
como descrito por Schwab (2006).

Para a determinacdo de auxina, 100 pL de reagente Salkowski foi
adicionado para 100pL de sobrenadante de amostra (razéo 1:1), deixado no escuro
durante 30min a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 530 nm. Teste
realizado em quadruplicata. A quantificacao foi por meio de curva de calibracdo (0 -
100 puM) preparada a partir da solugcdo de AIA 5000 pM. A reacdo de compostos
inddlicos com reagente Salkowski resulta em coloragdo amarela para teste negativo
e rosa avermelhado para o teste positivo. O conteddo proteico presente nos
respectivos precipitados de células foi determinado conforme Bradford (1976). Foi
adicionado 20 pL, do precipitado ressuspendido, em placas com 80 uL de agua
ultrapura esterilizada e 100 yuL de NaOH (0,2 M), deixando ocorrer lise celular por

1h, a temperatura ambiente. Depois, 20 pL deste material foi transferido para outra
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placa e adicionado 200 pL de reagente Bradford, com leitura em comprimento de
onda 595 nm. A determinacdo da concentracdo de proteinas totais no precipitado de
células foi por meio da curva de calibracdo (0 - 50 ug / ml) de BSA (albumina de soro
bovino) partir da solucdo de 500 pg/mL. No final, os resultados foram expressos

como a producéo de compostos indélicos / proteina (UM / pg).

Solubilizacdo de minerais

A capacidade de solubilizacdo minerais pelos isolados obtidos, foi
determinada em meio de cultura desenvolvido por Pikovskaya (1948) enriquecido
com 0,5% Cas (PO4)2 e 0,12% de ZnO como fontes de fosforo inorgéanico e zinco,
respectivamente. Os isolados com potencial de solubilizacdo foram identificados
através da zona de halo em torno das colénias. As placas foram incubadas a 30 °C.
Os diametros dos halos foram medidos com 03 e 07 dias de incubacdo. A partir
destas medicées, foram obtidos indice de Solubilizacéo (IS) para cada isolado foi
obtido pela razdo do diametro do halo (mm) pelo didmetro da colonia (mm)
(BERRAQUERO, BAYA e CORMENZANA, 1976).

As bactérias foram arbitrariamente classificadas de acordo com o indice de
solubilizagdo em IS <2, 2> IS <4 e IS> 4, baixa, média e alta capacidade de
solubilizacédo, respectivamente. As bactérias que comecam solubilizacdo até terceiro
dia foram consideradas precoces, apés terceiro dia considerado lento, quando nao
ocorreu solubilizacdo visivel até o 15° dia foram classificados como ‘nao

solubilizante aparente .

Producéo de Protease

A producgéo de protease foi como descrita por Smibert e Krieg (1994). O
ensaio foi realizado utilizando agar (30 g/L de agua ultrapura) autoclavado a 121 °C
durante 20 min e leite desnatado (100 g/L de agua ultrapura) autoclavado em vapor
fluente a 100 °C durante 45 min. Depois disso, as solu¢des foram misturadas e

plagueadas. Os isolados foram inoculados e incubados durante dois dias a 30 °C. A
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bactérias que apresentaram halo claro foram classificadas como positivas para

producao de protease.

Producédo de Sider6foros

Células crescidas em meio liquido DYGS foram usadas para o teste,
seguindo dois métodos, 1) CAS-Agar descrito por Schwyn e Neilands (1987) e II)
método O-CAS descrito por Pérez-Miranda et al., (2007). Para o primeiro método,
cada isolado foi inoculado em placas contendo Crome Azurol S (CAS-agar - Fe lll) e
depois submetido a incubacdo (30 °C/24h), a capacidade de producdo de
sidero6foros foi detectado pela formacéo de halo a volta das colénias. Para o preparo
de ~100mL de meio, utilizou-se 0,2mL de solugdo MgSO4 1M; 0,01mL de solucéo
CaCl2 1M; 1mL da solucao de sucrose 20%; 10mL de sais 10xMM9; 6mL da solugao
CAS+FeCl3(0.0605 g Chrome Azurol S em 50 mL de agua, misturado com 10 mL da
solucao de ferro 11l - 0,0027 g de FeCls.6H20 em 9,917 mL de agua destilada e 0,083
mL de HCI 12,1M),; 4mL da solu¢cdo HDTMA (CTAB) (0.0729 g Brometo de amoénio
hexadexil trimetil (HDTMA ou CTAB) em 40 mL de agua) e 75mL do meio base
(15 g/L Agar; 30,24 g/L piperazina-1,4-bis (PIPES); solucdo de NaOH 50% v/v até
pH final 6,8), o meio foi agitado cuidadosamente e distribuido em placas de petri e
inoculado 5 pL de cada isolado (em triplicata).

Pelo segundo método Overlay CAS (O-CAS), os isolados foram crescidos
em meio agar nutriente (28 g/L — HIMEDIA) por 24h a 30 °C, em seguida
adicionados 10 mL de meio CAS (preparado apenas como meio revelador, sem a
presenca de nutrientes — 0,0605 g/L CAS; 0,0729 ¢g/L brometo de aménio
hexadeciltrimetil (HDTMA/CTAB); 30,24 g/L de piperazina-1,4-bis (acido 2-etano
sulfénico) (PIPES), e 10 mL de 1 mM FeCI3 - 6H20 em 10 mM HCI) sobre a placa
como meio revelador. Apos 15 min foi possivel observar a mudanca de cor (de azul
para purpura ou laranja, dependendo do tipo de siderdforo) foi observada na forma

sobreposta, exclusivamente em torno dos microorganismos produtores.
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Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e Analises de sequéncias

Coldnias isoladas obtidas pela inoculacio em meio DYGS foram
suspensas em 10 pyL de &gua deionizada esterilizada e lisadas apdés 15 min de
incubacdo a 95°C. Em seguida, os seguintes reagentes foram adicionados a um
volume final de 30 pL: tampédo PCR 1X (Invitrogen); 0,2 uM de oligonucleotideo 27F:
5 - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3’ e 1492R: 5 - ACCTTGTTACGACTT -3
(LANE,1991); 2 mM MgClz; 0,2 mM dNTP (Invitrogen) e 1 U Tag DNA polimerase
(Invitrogen). O gene 16S rRNA foi amplificado usando o seguinte perfil de ciclos
térmicos: 2 min a 95°C; 25 ciclos de 45 s a 95°C, 45sa55°C e 1,5 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram separados em gel agarose 1,8% (TAE 1X) e
guantificados usando UVP Labwork Software (UVP Inc.). Os produtos amplificados
(20 pL) foram tratados com 10 U de exonuclease | (Biolabs, Ipswich, New England) e
1 U de Fosfatase alcalina (USB, Cleveland, Ohio, USA) a 37°C por 90 min, depois
inativadas a 80°C por 30 min (Werle et al.,, 1994). Os produtos de PCR tratados
foram sequénciados usando 0,5 pL de iniciadores 27F e 1492R (10 mM), 1 pL de Big
Dye Terminator mix (Applied Biosystems, Carlsbad, California, USA), 3 pL de
tampédo Big Dye 1X e agua ultrapura para volume final de 10 yL usando o seguinte
programa: 2 min a 96 °C e 30 ciclos de 15 s a 96 °C, 30 s a 55.4 °C e 4 min a 60
°C. O produto de PCR sequenciamento (10 pL) foi precipitado usando 2.5 pL de
acetato de amonia (7.5 puM), 60 pL de etanol absoluto e 10 pL de agua ultrapura
seguido por 45 min de centrifugac&do. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi lavado com etanol 70%, seco e dissolvido em formamida deionizada.
Sequenciamento foi realizado usando 24-capillary 3500xL System (Applied
Biosystems, Carlsbad, California, USA). Sequéncias foram tratadas usando
programa Phred (EWING et al., 1998). Sequéncias derivadas de cada
oligonucleotideo (27F e 1492R) foram alinhados pelo programa Bioedit (HALL et al.,
1999) e gerado sequéncia consenso de aproximadamente 1500 pb. A classificacédo
taxondmica foi realizada pelo programa RDP Il Classifier (WANG et al.,, 2007) e
MEGA-BLAST (ZHANG et al., 2000), sendo os isolados classificados a nivel de
género com valor acima de 97% de similaridade com sequencias de referencia no
banco de dados do Ribosomal Database Project (SCHLOSS et al., 2005) e no banco
de dados “16S ribosomal RNA sequences (Bacteria/Archaea)” do National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando a



51

ferramenta BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997). Apo6s identificacdo taxondmica as
sequencias foram depositadas no GenBank — NCBI, sob cdédigo de acesso
KX066708 - KX06676.

Para a analise filogenética, alinhamentos foram obtidos usando INFERNAL
aligner (NAWROCKI et al., 2009) e editadas manualmente com programa GBlocks
(CASTRESANA, 2000). Modelo de substituicdo de nucleotideos foi selecionado
usando MEGA software versdo 6 (TAMURA et al., 2013). Arvore filogenética foi
gerada com algoritmo Maxima Verossimilhanca e a representacdo gréafica obtida
pelo iTOL (LETUNIC e BORK, 2007). Foram inclusas na arvore filogenética apenas
as sequencias 16S rRNA dos isolados que apresentaram também a andlise de

espectrometria de massas (descrito a baixo).

Andlise por Espectrometria de Massas do Tipo MALDI-TOF

Colobnias isoladas de cada isolado foram lavadas duas vezes com 1 mL de
agua ultrapura estéril, seguindo com centrifugacdo por 2 min a 12000 g. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 5 uL de acido férmico
e 5 uL de acetonitrila, seguindo uma centrifugacéo por 10 min a 12000 g, e 8 uL do
sobrenadante foi entdo transferido para um novo tubo. Cerca de 1 puL do
sobrenadante foi depositado manualmente na placa do espectrometro de massa
(Autoflex; Bruker Daltonics), e deixados secar a temperatura ambiente. Em seguida,
foi adicionado 1uL da matriz (a- ciano-4-acido hidroxicinamico 10 mg/mL em
acetonitrila 50 % e &acido trifluoroacético 2,5 %), e novamente deixado secar a
temperatura ambiente (STETS et al, 2013).

O processamento das amostras ocorreu com um espectrdmetro de massa
MALDI-TOF (Autoflex; Bruker Daltonics), o qual possui um laser de nitrogénio e
utiliza o software Flex Control v. 3.0 (BrukerDaltonics). Os ions positivos foram
extraidos utilizando uma voltagem de aceleracdo de 20 Hz no modo linear e cada
espectro foi gerado pela soma dos ions obtidos de 1.000 pulsos do laser com etapas
de 100 em 100 pulsos em pontos variados da amostra. Os espectros foram obtidos
de forma manual com uma resolu¢cdo minima de 600 e analisados em uma faixa de
relacdo massa/carga (m/z) de 2.000 a 20.000 utilizando como calibradores uma

mistura de insulina (5.734,51 m/z), ubiquitina | (8.565,76m/z) apomioglobina
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(16.952,27 m/z), insulina cadeia B oxidada (3.493,6513 m/z), ribonuclease A (13.700
24 m/z) e citocromo C (12.360,97 m/z) (Protein Calibration Standard | — Bruker
Daltonics). O software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics) foi utilizado para o
processamento dos espectros, onde foi possivel a obtencdo das listas de picos por
meio do programa MS-Analyser (SANTOS et al., 2012).

A partir da obtencdo dos espectros de cada amostra, foi descartada a
replicata que apresentava menor reprodutibilidade de picos, entdo um dendrograma
foi gerado pelo programa R (R Development Core Team, 2007) com as amostras em
duplicatas.

Diversidade e Analise Estatistica

A andlise de cluster, Analise de Componentes Principais e perfis de diversidade
Rényi foram feitos com Cluster (MAECHLER et al., 2015), Vegan (OKSANEN et al,
2007) e pacotes Biodiversidade (KINDT et al., 2005), respectivamente, no programa
R (R Development Core Team, 2007).
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Setenta e sete isolados bacterianos foram obtidos a partir dos solos

coletados da rizosfera de milho submetido a onze tratamentos. Para tal isolamento,

foram utilizados cinco meios semissolidos contendo diferentes fontes de carbono,

sem nitrogénio. O namero de isolados obtido em cada meio € mostrado na Tabela

5.1. Como todos os isolados formaram pelicula, pode-se assumir que sao potenciais

fixadores de nitrogénio.

Tabela 5.1. Numero de isolados provenientes da rizosfera do milho obtido em cada

meio de cultivo utilizado.

Meio de Cultivo N° de Isolados
JNFb 20
NFb 17
JMV 17
LGI 18
LGI-P 5

O numero de isolados em cada tratamento foi semelhante, conforme

apresentado na Tabela 6.1 e o tratamento controle (T11) apresentou namero inferior

aos demais.

Tabela 6.1. Namero de isolados provenientes de cada tratamento utilizado.

Tratamento

N° de Isolados

T1 (30N sem inoculacéo)

T2 (160N sem inoculacéo)

T3 (30N+Azo Total)

T4 (160N+Azo Total)

T5 (30N+Azospirillum sp. L26)

T6 (30N+Herbaspirillum sp. L27)
T7 (30N+Rhizobium sp. 8121)

T8 (30N+Enhydrobacter sp. 4331)
T9 (Azospirillum brasilense HM053)
T10 (30N+Azospirillum brasilense Abvb5)
T11 (ON sem inoculacéo)

(oe]

H OO OO N O 0 © 00 ©




54

A classificacdo filogenética dos isolados foi realizada a partir do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. No total, foram identificados quatro filos,
sete classes, dez ordens, quinze familias e dezoito diferentes géneros. Trinta e nove
isolados pertencem a cinco géneros da classe Betaproteobacteria, doze isolados
pertencem a cinco géneros de Gammaproteobacteria, trés isolados a dois géneros
de Alphaproteobacteria, cinco isolados a trés géneros de Bacilli, seis isolados a dois
géneros de Actinobacteria e um isolado de Sphingobacteria (Figura 11.1). O género
Burkholderia foi o0 mais abundante, sendo isolado de todos os tratamentos.

Class

[l Betaproteobacteria
[l Gammaproteobacteria
[ ] sphingobacteria

[ Actinobacteria

[ Bacili

[ Alphaproteobacteria

Figura 11.1. Relac®es filogenéticas para os isolados bacterianos baseado nas sequéncias
de genes 16S rRNA. Sequencia de espécie tipo foram usadas como referéncia (identificadas
com o nome da espécie e numero de acesso). Sequéncias identificadas com codigos se
referem aos isolados do presente estudo. As setas coloridas mostram isolados que
agruparam em diferentes ramos no dendrograma de MALDI-TOF (abaixo). Arvore foi gerada
usando Neighbor joining com modelo TrN3 e correcdo gamma (o = 0.52) mostrando a
distribuicdo dos isolados bacterianos. O nimero em cada ramo corresponde ao valor de
bootstrap. As cores indicam a Classe de acordo com a legenda.
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Andlise por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF

Os isolados bacterianos foram também analisados pela técnica de
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF resultando em um dendrograma
gerado a partir dos espectros de massas obtidos (Figura 12.1) mostrando
agrupamento dos isolados pertencentes ao género Burkholderia sp. (mais
representativo) congruente com a identificacéo pelo sequenciamento parcial do gene
16S rRNA (Figura 11.1). No entanto, a disposi¢cdo dos isolados no agrupamento de
Burkholderia sp. na andlise por espectrometria de massas se apresentou diferente
das sequencias do gene 16S rRNA. Por exemplo, os isolados 7L4B e 6V4, 6J3 e
9N4, 1J2 e 9N5, 1V31 e 5V3 agruparam-se proximos pela sequencia 16S rRNA
(Figura 11.1) mas néo pelo espectro de massas (Figura 12.1). Os isolados de grupos
taxondmicos pouco representativos ndo apresentaram agrupamento congruente com
a filogenia de 16S rRNA, provavelmente devido a presenca de picos compartilhados

por varias espécies.
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L
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Figura 12.1. Dendrograma com base nos espectros de massa MALDI-TOF de células
inteiras dos isolados bacterianos da rizosfera do milho. O retangulo vermelho indica o cluster
de Burkholderia sp. identificado com base no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. As
setas coloridas destacam os isolados que eram agrupados no mesmo ramo na arvore do
gene 16S rRNA (acima). O dendrograma foi obtido com o programa estatistico R. Setas
pretas indicam: 1V31 e 5V3; setas vermelhas: 1J2 e 9N5; setas amarelas: 6J3 e 9N4; setas
azuis: 6V4 e 7L4B.

Além disso, agrupamentos do MALDI ndo puderam ser correlacionados
com atividades bioquimicas (Figura 15.1), devido algumas combinacdes serem
realizadas por isolados de diferentes ramos ou isolados do mesmo ramo presente

em diferentes atividades bioquimicas.
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Diversidade de rizobactérias diazotro6ficas cultivaveis

Baseado na identificacdo taxon6mica, a diversidade de rizobactérias
cultivaveis isoladas do tratamento de milho foi comparada. A rizosfera no tratamento
01 (T1; 30N sem inoculacéo) apresentou a menor riqueza e diversidade de géneros
seguido, em ordem crescente, por T9 (30N+A.brasilense HMO053) e T6
(30N+Herbaspirillum sp. L27), T8 (30N+Enhydrobacter sp. 4331), T10
(30N+A.brasilense AbV5) e T5 (30N+Azospirillum sp L26). Por outro lado, a rizosfera
nos tratamentos T4 (160N+AzoTotal), T3 (30N+AzoTotal), T7 (30N+Rhizobium sp.
8121) e T2 (160N sem inoculacdo) apresentaram o0s maiores indices de riqueza e
diversidade (Figura 13.1 A).

A riqueza e a diversidade de géneros isolados em cada meio de cultivo
também foram avaliadas (Figura 13.1 B). O meio JNFb mostrou-se menos seletivo,
proporcionando acesso a maior diversidade (géneros), seguido pelo NFb e LGI. O

meio de cultivo LGI-P apresentou o menor indice de rigueza e diversidade.
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Figura 13.1 Perfis de diversidade Renyi com base em géneros de bactérias. Os valores de perfil
para alfa = 0, 1, 2 e infinito indica a riqgueza de espécies, indice de diversidade de Shannon, logaritmo
do indice reciproco da diversidade de Simpson e Berger Parker, respectivamente. Se o perfil de uma
amostra foi consistentemente mais elevado do que o perfil para outra amostra, a amostra com o perfil
superior foi considerada mais diversificada. Quando as curvas de duas comunidades se cruzam, isto
significa que eles ndo podem ser classificados. A: comparacdo dos perfis de diversidade Renyi dos
diferentes tratamentos do milho realizados antes do plantio. B: comparacao dos perfis de diversidade
Renyi dos diferentes meios de cultivo utilizados para o isolamento. Somente tratamentos que
receberam pelo menos 30 kg/ha de nitrogénio foram analisados (T1-T10). T11 estava atrapalhando a
visualizacéo dos perfis de varios tratamentos.
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Alguns géneros foram isolados em apenas um dos meios de cultivo
testados (Tabela 7.1). Novosphingobium sp., Rhizobium sp., Achromobacter sp. e
Kosakonia sp. foram isolados apenas em JNFb, meio semisseletivo para
Herbaspirillum sp.; enquanto que Cupriavidus sp., Chitinophaga sp., Ralstonia sp. e
Paenebacillus sp. foram isolados apenas em LGI, meio semisseletivo para
Burkholderia sp. e Azospirillum amazonense; Staphylococcus sp. e Artrobacter sp.
foram isolados apenas em NFb, meio semisseletivo para Azospirillum sp. Enquanto
Enterobacter sp. foi isolado apenas em JMV, meio semisseletivo para Burkholderia
sp. Os demais géneros foram isolados em pelo menos dois diferentes meios de

cultivo e Burkholderia sp. apresentou crescimento nos cinco meios utilizados.

Tabela 7.1. Géneros isolados em meios de cultivo IMV, NFb, JNFb, LGI e LGI-P.
JMV NFb JNFb LGI LGI-P

Achromobacter sp. 01
Acinetobacter sp. 01 01 02
Arthrobacter sp. 04
Bacillus sp. 01 01 01
Burkholderia sp. 10 07 07 07 03
Chitinophaga sp. 01
Cupriavidus sp. 01
Enterobacter sp. 01
Kosakonia sp. 01
Leifsonia sp. 01 01
Luteibacter sp. 01 01
Novosphingobium sp. 01
Paenibacillus sp. 01
Pseudomonas sp. 02 02
Ralstonia sp. 01
Rhizobium sp. 02
Staphylococcus sp. 01

Variovorax sp. 01 01
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Andlise de Componentes Principais foi usada para avaliar a corelacdo entre
(1) diferentes tratamentos de campo (2) atividades bioquimicas apresentadas pelos
isolados, (3) taxonomia dos isolados e (4) meios de cultivo usados para o
isolamento, mas nenhuma corelagdo significativa foi observada (dados né&o

mostrados).

Caracterizacao das atividades promotoras do crescimento vegetal dos
iIsolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram caracterizados quanto as seguintes
atividades promotoras do crescimento vegetal: (1) atividade da celulase, (2)
solubilizacdo de minerais, (3) producdo de cianeto, (4) producéo de sideréforos, (5)
producao de protease e (6) producdo de compostos indolicos.

Foram avaliados sessenta e nove isolados e desses, 88,4% produziram
compostos inddlicos (Cl) numa taxa que variou entre 3,4 a 43.481,5 uM de Cl/ug de
proteina (dados ndo mostrados). Mais da metade dos isolados produziram
sideréforos (58%) e protease (50,7%), menos da metade se apresentaram
solubilizadores de minerais (36,2%) e aproximadamente um quarto deles capaz de
produzir celulase (23,1%). Numa taxa reduzida, em 4,3% dos isolados, foi detectada
a atividade de producéo de cianeto de hidrogénio.

Além da producdo de compostos inddlicos ser a atividade mais frequente
entre os isolados, essa € desempenhada por um maior niumero de géneros (16).
Varios géneros também foram capazes de produzir sideroforos (12), solubilizar
minerais (10) e produzir protease (07). Em contraste, a producdo de cianeto ficou
restrita a dois géneros, Arthrobacter e Pseudomonas. A distribuicdo dos géneros e
suas respectivas atividades de promocdo do crescimento vegetal podem ser

observadas na Figura 14.1.
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Figura 14.1. Diagrama de Venn. Distribuicdo dos géneros e atividades dos isolados do
milho.

Todos os isolados analisados apresentaram ao menos uma das atividades
testadas e 55% mostraram trés ou mais atividades. Bactérias das classes Alpha e
Betaproteobacteria apresentaram maior numero de isolados com atividades
positivas, sendo Burkholderia (B-Proteobacteria) o género com maior niamero de
isolados capaz de produzir protease, sideréforos, compostos inddlicos, celulase e
solubilizac&o de minerais.

Com base nos dados quantitativos de producdo (classificacdo baixa,
média, alta e valores mensurados), realizou-se uma andlise de componentes
principais entre os isolados e suas taxas de producéo para cada atividade testada.
As atividades bioquimicas que apresentaram correlagcdo positiva (p<0,05 ou
p<0,001) com os respectivos isolados (indicados pelo cddigo de identificacdo) estéao
indicadas como vetores (Figura 15.1), sendo eles producéo de celulase, compostos
inddlicos, cianeto, protease e sideréforos e solubilizacdo de minerais. Os isolados
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alocados nos quadrantes abaixo do eixo x apresentaram em sua maioria trés ou

guatro atividades bioquimicas positivas.
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Figura 15.1 Ordenacéo dos isolados bacterianos com base nas atividades que promovem o
crescimento das plantas por Andlise de Componentes Principais. Somente os dados
bioquimicos com p <0,05 (vermelho) ou p <0,001 (azul) para significancia apdés 999
permutacdes sdo exibidos. Cada ponto de vetor para a direcdo de aumento para uma dada
variavel e o seu comprimento indica a for¢a da correlacdo entre a variavel e as pontuacdes
de ordenacdo. IC = Indol Compounds, PS = Mineral Solubilization (refere-se a solubilizacéo
de fosfato e zinco). Losangos coloridos indicam: eBacillus sp.,+Pseudomonas sp.,
¢Burkholderia sp., ¢Luteibacter sp., ¢Acinetobacter sp., ¢Arthrobacter sp., ¢ Paenibacillus
sp., ¢ Chitinophaga sp.

Os isolados 5N4 (Bacillus sp), 2V32 (Luteibacter sp.), 8J4 e 8J6
(Pseudomonas sp.) apresentaram correlacdo positiva significativa com a producao
de compostos inddlicos. Os isolados Pseudomonas sp. 8J4 e 8J6 apresentaram
também correlacdo significativa com protease, e ainda mostraram alta producéo de
cianeto (HCN) e o ultimo, producéo de sideréforos (Figura 15.1).

Os isolados agrupados entre os vetores de protease e solubilizacdo de
minerais (PS) (Figura 15.1) foram identificados como Burkholderia sp.,
Pseudomonas sp., Arthrobacter sp., Chitinophaga sp., Luteibacter sp. e
Paenibacillus sp. Todos com excecdo do Uultimo, apresentaram essas duas
atividades, com indice médio de solubilizacdo de minerais e um isolado

(Acinetobacter sp.) com alto indice. Pseudomonas sp., Arthrobacter sp. e
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Luteibacter sp. e os isolados presente no quadrante superior direito da Figura 15.1,
apresentaram boa producdo de sideréforos, ja os isolados posicionados no
guadrante superior esquerdo, produziram apenas baixos niveis de compostos

inddlicos (sem correlacao significativa).

1.4. DISCUSSAO

Identificacdo taxonémica dos isolados

A maioria dos isolados bacterianos obtidos neste estudo pertencem a trés
classes (a, B e y) do filo Proteobacteria (Figura 11.1). Individuos desse filo ja foram
detectados em diversas culturas de importancia agricola como milho (PEIFFER et al,
2013), canola (CAMPOS et al, 2012), girassol (AMBROSINI et al, 2012) e ainda em
florestas de carvalho (UROZ et al, 2010) entre muitos outros. Proteobacteria engloba
uma ampla variedade de géneros, apresenta grande diversidade metabdlica e
contém a maioria das bactérias Gram-negativas conhecidas, tendo importancia
médica, industrial e agricola (MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2004). Muitos
genes envolvidos na FBN foram encontrados na rizosfera de milho, especialmente
no genoma de membros de Proteobacteria, bem como, genes envolvidos na
ciclagem de carbono, fosforo e enxofre (LI et al., 2014).

O género Burkholderia, apresentou maior abundancia de individuos no
presente trabalho. A ocorréncia deste género em solos e na rizosfera de milho, bem
como a sua atuacdo benéfica para as plantas vém sendo relatada (DI CELLO et al,
1997; BEVIVINO et al, 1998; CHIARINI et al., 2006; COMPANT et al., 2008).

Embora algumas espécies possam sobreviver em sedimentos e solo,
individuos do género Burkholderia que habitam a rizosfera podem influenciar o
crescimento da planta com a disponibilidade de fitormonios como auxinas
(CABALLERO-MELLADO et al., 2007) e diversas espécies desse grupo possuem a
capacidade de converter nitrogénio atmosférico a aménia (FBN) (MARTINEZ-
AGUILAR et al., 2008). Outro mecanismo € a reducéo dos niveis de etileno da planta
pela acdo da enzima l-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase (SUN,
CHENG e GLICK, 2009) e controle bioldgico pela producdo de sideroforos, qual é

considerado importante na supressado de microrganismos deletérios e patégenos do
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solo pela monopolizacédo do ferro disponivel no solo (LUGTENBERG e KAMILOVA,
2009; SUAREZ-MORENO et al., 2012). Em adicéo, espécies de Burkholderia s&o
catabolicamente versateis: tem a capacidade de utilizar um grande nuamero de
compostos aromaticos como fonte de carbono e energia, inclusive compostos
recalcitrantes (SUAREZ-MORENO et al, 2012). Além disso, agem na
biorremediacdo reduzindo a concentracdo de poluentes toxicos do ambiente
(SALLES, SOUZA e ELSAS, 2002). Espécies néo cultivaveis de Burkholderia foram
encontradas como endosimbiontes de fungos micorrizicos arbusculares, e genes
envolvidos na FBN se mostraram ativos ao menos durante a germinacao de esporos
(MINERDI et al., 2001). A grande versatilidade nutricional e metabdlica do género
Burkholderia certamente favorece o sucesso desse grupo na competicdo por
exsudatos da raiz e na colonizagdo de habitats como a raiz das plantas. Algumas
tém um consideravel potencial para reduzir a concentracdo e toxicidade de
poluentes quimicos ambientais.

Embora seja elucidada cada vez mais a importancia ecolégica do género,
incluindo atuacao na promoc¢ao do crescimento vegetal, existe uma resisténcia para
sua aplicacdo biotecnoldgica devido a patogenicidade de algumas espécies,
principalmente espécies relacionadas ao complexo B. cepacia (Bcc) e grupo B.
pseudomallei. Recentes trabalhos envolvendo andlises além das sequéncias do
gene 16S rRNA, como analises multilocus de genes housekeeping recA, gyrB, rpoB,
acdS, atpD, gltB, lepA, etc. sendo elas, com sequéncia de DNA ou proteinas
(SUARES-MORENO et al., 2012; ESTRADA-DE-LOS SANTOS 2013; SAWANA,
ADEOLU e GUPTA, 2014). Interessantemente, esses trabalhos tém sido
congruentes em mostrar que existe um agrupamento gendémico divergente entre
espécies do complexo B. cepacia e espécies que sdo ambientais. Esses resultados
levaram Sawana, Adeolu e Gupta (2014) a proporem uma nova reclassificacdo do
género dividindo o mesmo em Burkholderia e Paraburkholderia, sendo que o novo
género compreende as espécies ndo patogénicas. No entanto, essa classificacdo
ainda nao foi adotada completamente pela comunidade cientifica.

Além de Burkholderia sp., outros géneros da familia Burkholderiaceae
foram encontrados em nosso trabalho: Ralstonia e Cupriavidus. Possuem
versatilidade metabdlica, suportando condigbes adversas e apresentam forte
potencial para biorremediacdo (HABIBI, VAHABZADEH e ZAIAT, 2013; SHAH et al.,
2015; BRAUD et al.,, 2009). O género Cupriavidus originou-se ap0s uma
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reclassificacdo de Ralstonia (VANDAMME e COENYE, 2004) e muitas espécies
desse género apresentam potencial para biorremediacdo de ambientes poluidos
pela capacidade de degradar 2-4-D entre outros herbicidas (HAN, ZAHO e LI, 2015).
Entre esses, foram também observadas espécies que nodulam leguminosas e
possuem atividades promotoras do crescimento vegetal como FBN (da SILVA et al.,
2012), producdo de AIA e amobnia (PONGSILP, NIMMOI e LUMYONG, 2012).
Estirpes ja foram isoladas de varios ambientes como solo (incluindo campos
agricolas), nédulos de leguminosas, agua e amostras clinicas (CUADRADO et al.,
2010, da SILVA et al., 2012; ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2014).

Neste trabalho, isolados desses géneros foram caracterizados
fisiologicamente, apresentando atividades bioguimicas supostamente determinadas
como promotoras do crescimento vegetal, sugerindo seu papel ecolégico no
ambiente em que vivem e indicando potencial aplicacédo da biotecnologia.

Andlise por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF

Andlise Filogenética baseada no sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA, apresenta agrupamentos intrinsecos de isolados identificados
taxonomicamente como Burkholderia sp., com certa distancia da espécie referéncia
(Figura 11.1). Foi gerada arvore filogenética com sequéncias dos isolados
(Burkholderia sp.) e estirpes tipo de todas as espécies referéncia para género
(dados ndo mostrados) e obteve-se o mesmo padrdo de agrupamento, qual sugere
gue sejam novas espeécies.

A andlise de espectrometria de massas apresentou agrupamento bem
definido de Burkholderia sp. e isolados que se apresentaram proximos na filogenia
16S rRNA, se apresentaram distantes no dendrograma gerado a partir do padréo de
picos obtidos pelo MALDI-TOF (Figura 11.1) evidenciando a hipotese de novas
espécies do género.

A andlise de células inteiras por espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF € uma ferramenta poderosa para a rapida identificacdo de microrganismos.
Essa abordagem é amplamente utilizada para identificacdo de espécies bacterianas
de interesse clinico, auxiliando o diagnostico rapido de doencas (KEYS et al., 2004),

mas com capacidade de aplicacdo em inumeras outras areas, como controle de
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gualidade de alimentos, monitoramento ambiental, manejo agricola, etc. (DEMIREV
e FENSELAU, 2008). Apresenta sucesso na identificacdo ndo apenas de bactérias,
mas também outros microrganismos como virus e fungos (FRANCO et al., 2010;
STEVENSON et al.,, 2010), além de insetos (CAMPBELL, 2005) e helmintos
(PERERA et al., 2005).

A técnica baseia-se na deteccdo do peso molecular das proteinas mais
abundantes na célula, utilizando os dados de espectros de massa como fingerprint
de um organismo particular (SAUER e KLIEM, 2010). Porém é relativamente
recente, e com isso a cobertura dos bancos de dados para consulta dos espectros
ainda sado privados e contém numero limitado de microrganismos. Além disso,
amostras ambientais possuem uma alta diversidade bacteriana dificultando a
obtencdo de espectros em condicfes padronizadas, bem como sua consulta nos
bancos de dados de espectros de referéncia, atrapalhando a analise dos mesmos
(DIECKMANN et al., 2005; WUNSCHEL et al.,, 2005). Os dados deste trabalho
contribuem também para a expanséo de espectros no banco de dados.

Dentro do cluster de Burkholderia sp. (Figura 12.1), é possivel identificar
pequenos agrupamentos, sugerindo uma separacdo mais refinada dessas
rizobactérias, possivelmente a nivel de espécie e/ou estirpe. Stets et al. (2013) ao
analisar isolados de trigo, observaram maior resolucdo a nivel de género pela
analise de MALDI-TOF do que a filogenia baseada no gene 16S rRNA, separando
os isolados que compartilham alta identidade de sequéncia 16S rRNA em grupos
diferentes. No mesmo trabalho, para confirmag¢do da analise, os autores utilizaram
varias estirpes de trés espécies diferentes de Azospirilum (A. brasilense, A.
amazonense e A. lipoferum) e obtiveram agrupamento separado para cada espécie.
Esse resultado se da devido a andlise se basear no perfil proteico de cada individuo.
Embora seja relatado a variabilidade nos perfis espectrais devido a diversos fatores,
a maioria dos picos registrados em espectros de massa de células inteiras foram
atribuidos a proteinas ribossomais (STETS et al., 2013) quais sdo bastante
conservadas nas espécies bacterianas, associados aos demais grupos proteicos
diferencialmente expressos entre as espécies. Assim é possivel uma separacao
mais refinada que a filogenia pelo gene 16S rRNA, qual leva em conta apenas as
informacgdes desse gene.

Ferreira, L. et al. (2011) mostraram que perfil de MALDI-TOF pode ser
utilizado para diferenciar espécies da familia Rhizobiaceae. Espectros de massa
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foram comparados com agrupamentos baseados na filogenia de genes
housekeeping, além de gene 16S rRNA. Estirpes préximas, porém, com genes
housekeeping divergentes, foram perfeitamente distinguidos por MALDI-TOF.

Isso é particularmente importante, pois abre novos caminhos de grande
utiidade para estudos de ecologia e diversidade, com aplicagcdo na andlise de
grandes populacdes de isolados, permitindo a diferenciacdo de géneros, espécies e
até estirpes, monitoramento ambiental, manejo agricola, etc. (DEMIREV e
FENESLAU, 2008; FERREIRA, L. et al, 2011; STETS et al., 2013). Sendo também
uma técnica poderosa para aplicacdo biotecnoldgica, como por exemplo, na rapida
identificacdo na selecdo de novas estirpes com potencial de uso em biofertilizantes,
bem como analises de inoculantes ja em processo de comercializac&o, atribuido ao

baixo custo e facilitado preparo das amostras.

Diversidade de rizobactérias diazotréficas promotoras do crescimento

vegetal

A ocorréncia e a distribuicdo de bactérias na rizosfera séo influenciadas por
muitos fatores incluindo a planta hospedeira, seu estadgio de desenvolvimento,
praticas de cultivo (SMALLA et al., 2001; HOULDEN et al., 2008; FARINA et al.,
2012; MENDES et al., 2013). Neste estudo, rizobactérias cultivaveis associadas com
milho (Zea mays) em estagio R1, foram isoladas usando cinco meios semisseletivos
sem nitrogénio. Antes do plantio as sementes de milho foram inoculadas com
diferentes estirpes de bactérias promotoras do crescimento vegetal e diferentes
doses de nitrogénio.

A hipotese que os diferentes tratamentos de milho no campo, pode
interferir a comunidade de bactérias cultivaveis foi checada pelo sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA dos isolados. O efeito da inoculacdo sobre a comunidade
microbiana nativa do solo tem se mostrado bastante distinto. Salamone et al. (2010)
observaram alteracdo na densidade populacional em rizosfera de arroz inoculada
com estirpes de Azospirillum brasilense, sugerindo que estas podem modificar ao
menos temporariamente a comunidade bacteriana das plantas de arroz em
condicbes de campo. Dessa forma, altera-se também a funcionalidade da rizosfera,

pois em diferentes estagios da planta ocorreu variacdo no uso de diferentes fontes
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de carbono pelos microrganismos, que séo naturalmente encontrados nos exsudatos
radiculares. Piromyou et al. (2011), ao avaliar estirpes comerciais (Azospirillum sp. e
Azotobacter sp.) e estirpes isoladas de cultura de milho (Pseudomonas sp. e
Brevibacillus sp.) ndo observaram alteragdes na estrutura da comunidade bacteriana
relacionada com a inoculagcdo, mas sim aos diferentes estdgios de desenvolvimento
da planta. Enquanto Castro-Sowinski et al. (2007), afirmam que ao inocular PGPRs
a resposta ira depender das interacfes que ocorrerdo entre as populacdes nativas
de bactérias.

Em sintese, a inoculagdo pode causar impactos sobre grupos taxondmicos
especificos resultando em efeitos sobre as capacidades funcionais, causar efeito
transitorio dependendo do estagio de desenvolvimento da planta, ou ndo ocasionar
nenhum efeito (TRABELSI e MHAMDI, 2013). Segundo o mesmo autor, as
alteracdes observadas ou ndo pela inoculagdo também variam de acordo com as
técnicas de acesso a diversidade que sao utilizadas.

Além disso, o0 solo representa um ambiente altamente complexo e
heterogéneo, qual afeta a fisiologia da planta, os padrbes de exsudacao e
concomitantemente o microbioma da rizosfera. Um fator chave € o pH. A riqueza e
diversidade das comunidades bacterianas do solo diferem pelo tipo de ecossistema
e sdo explicadas pelo pH do solo (MENDES et al.,, 2013). No entanto, estudo
realizado Etto et al. (2014) com bactérias do solo de turfeiras acidas da mata
atlantica, mostrou que outro fator, como a precipitacdo, pode influenciar a
diversidade microbiana devido ao aumento dos niveis de agua, alterando o estado
redox do solo.

As perturbacbes que ocorrem na comunidade microbiana pelo efeito da
inoculacdo, podem ser vistas ndo como causas, mas como efeitos ecoldgicos de um
evento com aspectos importantes sobre a biodiversidade. Assim, a perturbacao
pode ter uma conotagdo positiva se for visto como algo que também pode contribuir
para a liberacdo de recursos ao ecossistema devido a alteracdes na sobrevivéncia
ou taxas de reproducéo, e/ou o aumento do numero de individuos que a comunidade
pode acomodar. Independentemente das causas ou efeitos ecolégicos, uma
perturbacdo surge em resposta a fatores externos que provocam mudangas na
estrutura e componentes funcionais de diferentes aspectos do sistema
(AMBROSINI, SOUZA e PASSAGLIA, 2015).
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Com base na analise de sequencias do gene 16S rRNA realizada neste
trabalho, quando comparados os tratamentos T1 e T2 ambos sem inocula¢do, mas
com diferentes doses de N (30 e 60 Kg/ha respectivamente), observou-se que T2
apresentou alto indice de riqueza e diversidade em relacdo a T1, sugerindo que a
dosagem de N poderia estar influenciando a estrutura da comunidade bacteriana.
Porém, comparando tratamentos com a mesma dosagem de N (T2 160N sem
inoculacédo; T4 160N+AzoTotal) observou-se que T4 (com inoculacdo) apresentou
maior riqueza e diversidade.

Adicionalmente, T3 e T7 com as mesmas doses de N (30 Kg/ha) e
diferentes espécies inoculadas (Azo Total — A. brasilense abv5/Abv6 e Rhizobium
sp. 8121 respectivamente) apresentaram altos indices de riqueza e diversidade em
relacdo aos demais; enquanto T6 (30N Herbaspirillum sp. L27) e T9 (30N A.
brasilense HM053) apresentaram exatamente os mesmos indices de riqueza e
diversidade (Figura 13.1 A). Esse resultado mostra que os indices de riqueza e
diversidade de bactérias cultivaveis sdo divergentes entre os tratamentos do milho
em experimento de campo, incluindo o fato de que ndo houve nenhuma correlagéo
positiva significativa entre os tratamentos, a taxonomia dos isolados e sua fisiologia
na analise de componentes principais. Diferentes fatores bidticos ou abioticos, nao
analisados neste trabalho, podem estar influenciando a modulacdo da comunidade
microbiana e néo a inoculacdo de diferentes PGPRs, logo a hipétese testada foi
descartada.

Em relacdo aos meios de cultivo utilizados para o isolamento de
diazotrofos, o meio JNFb apresentou maior riqueza e diversidade de géneros
seguido pelo NFb e LGIl. O meio de cultivo LGI-P apresentou o menor indice de
riqueza e diversidade corroborando com os dados apresentados na tabela 5.1, que
mostra um menor numero de isolados nesse meio, sendo eles identificados como
Bacillus sp. e Burkholderia sp. A partir dessas informagdes, pode-se inferir que o
meio LGI-P € menos eficaz para o isolamento de bactérias diazotroficas do solo
rizosférico comparado com os demais meios utilizados neste trabalho. Isso
provavelmente se da devido a sua composi¢cdo com alta concentracdo de glicose,
gue o torna mais seletivo no crescimento bacteriano.

Os microrganismos para 0s quais sao indicados esses meios de cultura
sdo potencialmente diazotroficos, ou seja, realizam FBN; algumas espécies

estabelecem relagdes associativas de vida livre ou sdo endofiticos facultativos como
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Azospirillum sp. e Burkholderia sp., e outros endofiticos, como Herbaspirillum sp.,
comumente em associacdo com gramineas, sendo que algumas espécies de
Burkholderia podem também nodular espécie de leguminosas (DOBEREINER,
BALDANI e BALDANI,1995; PERIN et al., 2006). Neste trabalho pudemos ampliar o
espectro de sele¢do dos meios utilizados, j& que outros géneros, além dos descritos
na literatura, apresentaram crescimento em apenas um dos meios.

Baseando-se nos resultados apresentados podemos sugerir o meio JNFb
para o isolamento dos seguintes diazotrofos: Herbaspirilum sp. (DOBEREINER,
BALDANI e BALDANI,1995) e Achromobacter sp., Kosakonia sp., Novosphingobium
sp. e Rhizobium sp. Meio NFb para Azospirillum sp. (DOBEREINER, BALDANI e
BALDANI,1995), Arthrobacter sp. e Staphylococcus sp. Meio JMV para Burkholderia
sp. (DOBEREINER, BALDANI e BALDANI,1995) e também para Enterobacter sp.
Por fim, meio LGI para Burkholderia sp. e Azospirillum amazonense (DOBEREINER,
BALDANI e BALDANI,1995; PERIN et al., 2006) e Chitinophaga sp., Cupriavidus sp.,

Paenebacillus sp. e Ralstonia sp.

Caracterizacdo fisioldégica dos isolados bacterianos por meio de

atividades promotoras de crescimento vegetal

Seis caracteristicas promotoras do crescimento vegetal foram avaliadas
para as bactérias isoladas neste estudo: producdo de sideréforos, cianeto de
hidrogénio (HCN), protease, celulase e compostos inddlicos (Cl), bem como
solubilizacédo de minerais.

Acido Indol-3-acético (AIA) é um importante fitorménio que coordena
diferentes processos de desenvolvimento em plantas. Sua producdo € também
difundida entre bactérias associadas a plantas onde desempenham um papel
fundamental no seu desenvolvimento (COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995;
KHALID et al., 2004 FARINA et al., 2012). A maioria dos isolados testados (61 de
69) mostraram capacidade para sintetizar Cl em diferentes concentracbes, na
presenca do precursor triptofano. Dentre esses, trés isolados apresentaram
correlagdo significativa para tal atividade, sendo identificados como Bacillus sp.,
Luteibacter sp. e Pseudomonas sp. (Figura 15.1).

O isolado 5N4 identificado como Bacillus sp. (Figura 11.1) produziu

43.481uM de Cl/ug de proteina e foi o destaque na producdo de compostos
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indolicos. Esse valor foi superior ao apresentado por outras espécies do género
Bacillus (93 a 1.693 uM de Cl/ug de proteina) relatadas por Goes et al. (2012). Tais
autores consideram bactérias com potencial para promocéo do crescimento vegetal
aquelas capazes de produzir pelo menos 850uM de Cl/ug de proteina.

Segundo a literatura, o género Pseudomonas se destaca na atuagao contra
patogenos (KARNWAL, 2009; SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2011; SEE-TOO et
al., 2016), e os nossos resultados indicam correlacdo desse género com a Cl,
sugerindo assim sua atuagcdo no crescimento vegetal ndo apenas pelo biocontrole.
Ja Luteibacter sp. ainda é pouco estudado, sendo relatado com atividade promotora
do crescimento vegetal apenas por Guglielmetti et al. (2013) com testes in vitro. A
producdo de CI registrada para o isolado 2V32 (Luteibacter sp.) foi superior em
relacdo ao isolado 8J4 (Pseudomonas sp.) (dados nd&o mostrados), sendo
congruente com o resultado encontrado por Guglielmetti et al. (2013) onde a
producdo de AIA por Luteibacter rhizovicinus M1MR1 foi superior a Pseudomonas
chlororaphis subsp. aurantiaca DSM 19603. Mirza et al. (2001) mostraram que a
producdo de CI por bactérias da rizosfera (ou de outras partes da planta), pode
variar entre diferentes espécies de um mesmo género e é influenciada pelas
condi¢cdes de cultura, estagio de desenvolvimento da planta e substrato disponivel.

Outra caracteristica atuante na promocdo do crescimento vegetal é a
producdo de cianeto. A cianogénese compreende um mecanismo potencial para o
controle de patégenos e de plantas daninhas, reduzindo a competicdo entre as
espécies, pois 0 mesmo acaba sendo um composto toxico para muitas espécies
microbianas (KREMER, 2001). Obtiveram-se, no presente estudo, trés isolados
(4,3%) com capacidade de produzir HCN, caracterizados com média (1/3) e alta
producéo (2/3) de acordo com metodologia apresentada na Figura 5. Sendo que os
ultimos, apresentaram correlacdo significativa com a atividade (Figura 15.1), ambos
identificados como Pseudomonas sp. (8J4 e 8J6).

Vérias espécies desse género tém sido investigadas na producédo de HCN
e outros compostos antifungicos, incluindo P. aeruginosa, P. fuorescens, P.
aureofasciens e P. chlororaphis (BLUMER e HAAS, 2000; MICHELSEN et al., 2015).
Espécies desse género sao indicadas por Pereira e Castro (2014) como os melhores
produtores de HCN entre as bactérias endofiticas de milho, com nossos resultados
estendemos essa informacdo também para rizobactérias. Kumar et al. (2012)

isolaram Pseudomonas sp. e Bacillus sp. do feijdo, capazes de produzir cianeto, no
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entanto os individuos pertencentes ao género Bacillus isolados neste estudo nao
apresentaram tal atividade.

Por outro lado, o isolado 3N5 apresentou média producdo de HCN. O
mesmo foi identificado pertencente ao género Arthrobacter (Figura 11.1). Estirpes
desse género sao descritas como promotoras do crescimento vegetal principalmente
em plantas halofitas (crescem em ambientes com elevada salinidade) pela atividade
da enzima ACC-desaminase e producdo de AIA (RUPPEL, FRANKEN e WITZE,
2013). Francis, Holsters e Vereecke (2010) apresentam varias interacdes entre
plantas e microrganismos, entre elas a producdo de fitormonios como AlA e
giberelinas, atividade da ACC-desaminase, resisténcia a metais como cadmio e
chumbo e solubilizacdo de ferro por espécies de Arthrobacter, estando também
entre as principais espécies diazotroficas do filo Actinobacteria. Contudo nédo se tem
relatado sua atuag&o no biocontrole pela producdo de HCN, assim, nosso resultado
associado aos demais trabalhos reforcam seu papel ecolégico e na melhoria do
desenvolvimento das plantas.

Nosso estudo também corrobora com os resultados encontrados por Islam
et al. (2009), os quais avaliaram a capacidade de produzir HCN em varias bactérias
diazotréficas, incluindo diferentes estirpes de Burkholderia, e obtiveram resultados
negativos. Esses resultados indicam também que essa habilidade ndo é
amplamente distribuida entre rizobactérias diazotroficas, visto que entre dezoito
géneros isolados, apenas Pseudomonas sp. (2 isolados) e Arthrobacter sp. (1
isolado) foram produtores de cianeto.

Outra atividade que esta relacionada ao biocontrole é a producdo de
celulases. Bactérias capazes de degradar a celulose podem apresentar um, dois,
trés ou mais genes relacionados a essa atividade em seu genoma, e estédo
distribuidas em diversos filos. Medie et al. (2012) estimaram que 62% dos genomas
ndo contém genes codificantes de celulases. Os microrganismos capazes de
sintetizar a enzima celulase desempenham um papel importante (1) no controle de
patogenos a partir da inibicdo da germinacdo de esporos ou do crescimento de
fungos contendo celulose em sua parede celular (BHAT, 2000) e (2) na facilitacdo da
entrada de rizébios no processo de nodulacdo (SINDHU e DADARWAL, 2001). No
presente trabalho, o isolado 2V32 identificado como Luteibacter sp. apresentou
correlacdo significativa com a atividade de celulase (Figura 15.1) e foi classificada

com alta producéo, ainda se mostrou capaz de produzir Cl, protease, sideroforos e
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solubilizar fosfato. Maki et al. (2011) isolou representantes de Bacillus sp.,
Paenebacillus sp., Microbacterium sp. e Streptomyces sp. com atividade de celulase,
porém nenhum do género Luteibacter sp. J& Guglielmetti et al. (2013) isolou uma
estirpe de Luteibacter (L. rhizovicinus MIMR1) com atividades promotoras do
crescimento vegetal coincidentes com a do isolado 2V32, mas nao foi capaz de
degradar proteina e celulose, evidenciando o potencial do isolado Luteibacter sp.
obtido nesse trabalho como PGPR com potencial biotecnoldgico.

Outros géneros também apresentaram tal atividade (Figura 14.1) sendo
eles: Leifsonia, Burkholderia, Pseudomonas, Kosakonia, Staphylococcus, Bacillus e
Enterobacter, com producdo variando entre baixa, média e alta, porém sem
correlacdo quando se avaliou todas as atividades em conjunto.

A solubilizacdo de minerais, principalmente fosfato, por microrganismos no
solo também se mostra um processo importante nos ecossistemas naturais e na
agricultura (MIKANOVA; NOVAKOVA, 2002; KUMAR et al., 2012). O fosfato é um
importante macronutriente para a planta, correspondendo a 0,2% do seu peso seco.
E um nutriente limitante para o crescimento vegetal, tendo em vista a participacéo
nas atividades metabdlicas e bioquimicas, além da formacdo de &cidos nucleicos e
fosfolipidios (GYANESHWAR et al., 2002). E extremamente abundante nos solos,
porém, encontrado principalmente na forma insolivel como complexos de matéria
organica ou na forma inorganica, precipitados com ions Ca*?, Fe*®* e AlI*3 ou
adsorvidos as superficies de particulas minerais do solo (FERREIRA, D. et al.,
2011), tornando-se indisponiveis para as plantas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). No
presente trabalho, 25 isolados de um total de 69 (36,2%) apresentaram capacidade
de solubilizar fosfato de célcio enriquecido com 6xido de zinco, distribuidos em dez
géneros (Figura 14.1). Apenas um isolado (Acinetobacter sp.) apresentou alta
producdo, 40% deles apresentaram média e 56% baixa producdo (dados néo
mostrados). Cinco géneros diferentes, Burkholderia sp., Arthrobacter sp.,
Chitinophaga sp., Paenibacillus sp., Luteibacter sp. e Acinetobacter sp.,
apresentaram correlacdo significativa com essa atividade (Figura 15.1). Outros
trabalhos apresentam frequéncias menores dessa atividade dentre bactérias
isoladas da rizosfera e endofiticas de raiz: 22 isolados de um total de 296 (7,44%)
(BENEDUZZI et al., 2008) e 59 de um total de 299 (19,74%) (AMBROSINI et al.,
2012). Nesse ultimo houve uma predominancia do género Burkholderia, assim como

no presente trabalho (Figura 14.1). Embora ocorra variagdo no numero de isolados
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entre os trabalhos, assegura-se que varios géneros diferentes possuem habilidade
para solubilizacdo de minerais como fosfato.

Andlise de componentes principais aponta que os isolados solubilizadores
de fosfato também apresentam correlacdo significativa com protease (Figura 15.1),
juntamente com Pseudomonas sp. 8J4 e 8J6. Com excecao de Bacillus sp., todos os
géneros que apresentaram atividade de protease (Figura 14.1) apresentaram
também correlacéo significativa para a mesma (Figura 15.1).

Juntamente com outras enzimas liticas (quitinases), as proteases podem
causar danos a célula de fungos patogénicos impedindo sua proliferacdo e
consequentemente desenvolvimento da doenca (AZEVEDO et al., 2000; MEENA et
al., 2001; KUMAR et al., 2012), quando esses microrganismos sdo endofiticos sdo
capazes de induzir a resisténcia sistémica contra os patdégenos invasores das
plantas hospedeiras (KALAI-GRAMI et al., 2014).

A producao de enzimas liticas como a protease, é comumente encontrada
em espécies de Bacillus e Pseudomonas (OLAJUYIGBE e AJELE, 2005; KALAI-
GRAMI et al., 2014). Nossos resultados ampliam o espectro de géneros com
capacidade para producao de tal enzima, visto que outros cinco géneros diferentes
foram encontrados.

Com excecdo de Paenibacullus sp. e Chitinophaga sp., todos os géneros
capazes de produzir protease também apresentaram correlacdo positiva com a
producdo de sideréforos, contabilizando quarenta isolados capazes de produzir
sideroforos, distribuidos em doze géneros diferentes (66,6% do total) (Figura 14.1) e
cinco deles com correlacéo significativa.

Dos isolados analisados neste trabalho, 58% possuem habilidade para
producdo de sideréforos. Goes et al. (2012) obtiveram 56,1% de isolados com tal
atividade (Bacillus sp. e Methylobacterium sp.) e Beneduzi et al. (2008) obtiveram
10,81% (Bacillus sp. e Paenibacillus sp.), enquanto Ambrosini et al. (2012) obtiveram
78,2% dos isolados, os quais sdo pertencentes a varios géneros, dentre eles
Burkholderia sp., Pseudomonas sp. e Enterobacter sp., géneros esses também
encontrados em nosso trabalho.

Para sobreviver com um fornecimento limitado de ferro, bactérias
sintetizam sideréforos — moléculas com alta afinidade por ferro (Fe3*). A producéo de
siderdéforos influencia indiretamente o crescimento vegetal, pelo biocontrole, onde a

competicao por ferro na rizosfera € controlada pela afinidade de ferro com sideroforo
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privando o fitopatdgeno de adquirir quantidades suficientes de ferro, limitando assim
sua proliferacdo. Esse mecanismo € regido também pela concentracdo dos varios
sideréforos envolvidos, cinética de troca e a disponibilidade do mesmo (BENEDUZI
et al., 2008; RAAIJMAKERS et al., 2009; GLICK, 2012). Por outro lado, a planta
pode se beneficiar diretamente pela absorcdo de ferro por meio do complexo ferro-
sideréforo (GLICK, 2012).

Os isolados posicionados no quadrante superior esquerdo da Figura 15.1
ndo apresentaram a capacidade de produzir HCN, protease ou sideréforos e nem de
solubilizar fosfato, porém produzem compostos inddlicos sem correlacao significativa
com essa atividade. Costa et al. (2014) constataram que os melhores produtores de
compostos indolicos ndo foram os melhores solubilizadores de fosfato sendo
congruente com os resultados encontrados neste trabalho.

Diante dos resultados obtidos, as estirpes que se destacaram foram (1)
Burkholderia sp. (6V3, 8L2 e 10N6) e Luteibacter sp. (7L4A), com producédo de
protease, sideroforos e solubilizacdo de fosfato (apresentando também producéo de
compostos inddlicos, porém sem correlacdo significativa); (2) Bacillus sp. (5N4) e
Luteibacter sp. (2V32), com producdo de compostos indolicos e celulase e (3)
Pseudomonas sp. 8J6, com producdo de protease, cianeto e sideréforos e 8J4 com
protease, cianeto, compostos inddlicos e celulase. Esses isolados foram
selecionados para estudos com inoculacdo e avaliagdo em plantas, devido aos

resultados promissores para aplicacao biotecnoldgica como biofertilizantes.
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5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho indicam a presenca de uma
diversa populacdo de rizobactérias diazotroficas cultivaveis, associadas com a
rizosfera do milho, a qual néo foi influenciada significativamente pelos biofertilizantes
e pelas dosagens de nitrogénio. Burkholderia sp., embora néo inoculada apresentou
maior abundancia entre os géneros identificados em todos os tratamentos incluindo
controle.

Dentre os diferentes meios de cultivo semissolidos livres de nitrogénio
utilizados para o isolamento, o meio JNFb gerou um maior nimero de isolados e
com maior diversidade sendo assim considerado o mais eficiente. Ja o meio LGI-P
permitiu obter poucos isolados sendo estes pertencentes ao género Burkholderia e
Bacillus. Meio JNFb indicado para Herbaspirillum sp. proporcionou o isolamento de
Achromobacter sp., Kosakonia sp. e Novosphingobium sp.; o meio NFb indicado
para Azospirillum sp. permitiu o isolamento de Arthrobacter sp. e Staphylococcus
sp.; 0 meio LGI, indicado para Burkholderia sp. e Azospirillum amazonense, permitiu
isolar Chitinophaga sp., Cupriavidus sp., Paenibacillus sp. e Ralstonia sp. e JMV
para Burkholderia sp., onde foi isolado Enterobacter sp.

Embora estudos anteriores relatem o melhor crescimento de Burkholderia
sp. nos meios JMV e LGI, a mesma apresentou crescimento em todos os cinco
meios de cultivos utilizados. Analises filogenéticas a partir da sequéncia do gene
16S rRNA e espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF indicam a presenca de
espécies/estirpes variadas e possivelmente algumas novas para 0 género
Burkholderia. A anélise por MALDI-TOF mostrou alta sensibilidade e resultados mais
refinados que o0 sequenciamento do gene 16S rRNA em amostras bem
representativas.

Todas as bactérias analisadas apresentaram pelo menos uma atividade
promotora do crescimento vegetal positiva, e trinta e oito (55%), apresentam trés ou
mais atividades positivas. Os géneros Bacilus sp., Pseudomonas sp., Burkholderia
sp. e Luteibacter sp., apresentaram correlacdo significativa positiva com a (1)
producdo de compostos inddlicos e celulase, (2) a producdo de cianeto e protease,
(3) a producao de protease e sideroforos, e solubilizagdo de fosfatos, (4) a producgéo
de compostos inddlicos, celulase, protease, solubilizagdo de fosfato e producéo de

sideréforos, respectivamente, evidenciando seu potencial como PGPR com
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perspectivas de aplicacdes como biofertilizantes, sendo selecionadas para testes em
plantas.

De modo geral observa-se uma diversidade de bactérias diazotroficas,
colonizando o mesmo ambiente, que apresentam funcionalidades semelhantes.
Grupos como Burkholderia sp., Arthrobacter sp., Chitinophaga sp., Paenebacillus
sp., Luteibacter sp. e Pseudomonas sp. claramente compartilham pelo menos trés
atividades iguais (solubilizacdo de fosfato, protease e sideréforos) caracterizando
funcdo redundante entre eles. Embora tenha sido observado variacdo de riqueza e
diversidade e diferente géneros em cada tratamento, estes compartilhavam as
mesmas atividades, mostrando que membros do microbioma trabalham juntos para

garantir o desenvolvimento bem-sucedido das plantas.
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