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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Joao Tiago CorreiaCaracterizacao fisiologica e genética de bactérias
potencialmente diazotroficas associadas a capim lgaidria. 2012. 143p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal e PastageDssertacdo) — Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académicaadan®uns, PE.

As gramineas do génermBrachiaria sdo largamente utilizadas por todo o Brasil,
tolerando uma série de limites e condi¢es reststde utilizacdo, o que corrobora para
que seja largamente cultivada em todo territoriciareal. As mudancas ocorridas nos
sistemas agricolas, em sua maioria, tém por fiaddda melhoria da qualidade
ambiental, neste sentido conhecer a diversidadeohiéna associada a estes sistemas
tem sido til para sustentabilidade dos ecossiseama aperfeicoamento da producéo,
onde a associacdo de gramineas com bactérias rdfecad pode proporcionar
crescimento vegetal e representa uma alternativamipsora para o melhor
desenvolvimento e desempenho vegetal. Diante doséxjpo objetivo deste trabalho foi
isolar bactérias potencialmente diazotroficas aadas as gramine&s decumbens B.
humidicola cultivadas na Regido Agreste do Estado de Pernames nichos
rizosfera e endofitico de raiz, avaliando-se caré&ticas funcionais e variabilidade
genética. Apdés o isolamento em meio semi seletiaoa gfixacdo de nitrogénio
atmosférico (meio NFb semi-sélido) e em meio néaketise ocorreu a selegéo
funcional dos isolados bacterianos quanto a cafatibas envolvidas com a promocao
de crescimento vegetal, e a variabilidade genétitayés da técnica de BOX-PCR e
PCR-DGGE do genaifH. As caracteristicas fenotipicas analisadas forixagéo
biolégica de nitrogénio (FBN), producdo de aciddoinacético (AIA) por diferentes
rotas bioquimicas, solubilizacdo de fosfato inorg&n producdo de enzimas
extracelulares e da molécudaorum sensingNos resultados obtidos ficou evidente a
elevada e variavel funcionalidade das bactériascastas a estas gramineas em ambos
0S meios (com destaque para os isolados provesieiateneio NFb, que apresentou
maior frequéncia de isolados positivos para osseavaliados), espécies vegetais e
nichos avaliados. Nas bactérias associadas as rgrasnise observou fixacdo de
nitrogénio atmosférico em diferentes concentrag&esal no meio de cultura, producao
de AIA por diferentes rotas bioquimicas com e semresenca do precursor L-
triptofano, solubilizacdo de fosfato inorganico canpresenca de diferentes fontes de
carbono, producdo de enzimas extracelulares (selufgectinase e amilase) e molécula
quorum sensingIndependente da técnica utilizada para o estuwlovatiabilidade
genética foi observado elevada diversidade gengéica os isolados tanto da raiz como
do rizoplano das gramine& decumben® B. humidicola Desta forma é possivel
concluir que tal associacdo bactéria-planta-solteparoporcionar varios beneficios a
planta, ndo apenas a fixacdo biologica do nitragéRiortanto, investimentos em
pesquisas utilizando a associacdo gramineas finaafpactérias sdo de fundamental
importancia pelo elevado valor que estas represensaalimentacao animal.

"Comité Orientador: Prof. Dr. Fernando José Freitéd=RPE (orientador); Prof2. Dra.
Julia Kuklinsky-Sobral — UAG/UFRPE (co-orientadgralProf. Carlos Ribeiro
Rodrigues — UAG/UFRPE (co-orientador).



ABSTRACT

OLIVEIRA, Joao Tiago CorreiaGenetic and physiological characterization of
diazotrophic bacteria potentially associated with Bachiaria grasses.2012. 143p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal e PastageDssertacdo) — Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académicaadan®uns, PE.

The genufBrachiaria grasses are widely used throughout Brazil, enduairseries of
restrictive limits and conditions of use, which drora para that is widely cultivated
throughout the country. The changes in agricultsgdtems, mostly aiming at the
improvement of environmental quality, in order took the microbial diversity
associated with these systems has been useful dosygtem sustainability and
improvement of production, where the combinationgodisses with diazotrophs can
provide plant growth and represents a promisingradttive for the better development
and plant performance. Given the above, the obabf this study was to isolate
diazotrophic bacteria potentially associated gm&edecumbensnd B. humidicola
cultivated in Agreste region of Pernambuco Staiehes in the rhizosphere and
endophytic root, evaluating functional and genefaciability. After isolation on semi
selective fixation of atmospheric nitrogen (NFB sssiid medium) and in a non-
functional selection was the selection of bactesalates for characteristics involved
with the promotion of plant growth and genetic ahiiity, using the technique of BOX-
PCR and PCR-DGGE ofifH. The phenotypic characteristics were analyzedobical
nitrogen fixation (BNF), production of indole acetiacid (IAA) by different
biochemical pathways, inorganic phosphate soludtitim, production of extracellular
enzymes and the quorum sensing molecule. The sestidined evidenced the high and
variable functionality of the bacteria associatedhwhese grasses in both media
(especially the ones from the middle NFB, with thighest frequency of positive
isolates for the evaluated tests), plant specied @iches evaluated. In bacteria
associated with the grass was observed fixatiatrabspheric nitrogen in different salt
concentrations in the culture medium, producindedént biochemical pathways by
EIA with and without the presence of precursor yptophan, solubilization of
inorganic phosphate in the presence of differenircs of carbon production of
extracellular enzymes (cellulase, pectinase andas®yand quorum sensing molecule.
Regardless of the technique used to study the igewatiability was observed high
genetic diversity for isolates from both the roatdathe rhizoplane of grassés
decumbensand B. humidicola Thus we conclude that this association bactdaatp
soil can provide several benefits to the plant, jost the biological nitrogen fixation.
Therefore, investments in research using the asocigrasses/bacteria are essential
for the high value they represent in animal feed.

‘Comité Orientador: Prof. Dr. Fernando José Freitéd=RPE (orientador); Prof2. Dra.
Julia Kuklinsky-Sobral — UAG/UFRPE (co-orientadgralrof. Carlos Ribeiro
Rodrigues — UAG/UFRPE (co-orientador).



1 INTRODUCAO GERAL

O nitrogénio apresenta grande relevancia na pradagécola, principalmente
em relagcéo ao custo total de implantacdo e mandergs culturas (Sala et al., 2005).
O preco atual dos fertilizantes nitrogenados ed&cionado a varios fatores, tais como:
aumento da demanda causada por uma crescenteid@desfobal de alimentos, dieta
mais diversificada e com isso maior quantidade efg@lifantes nitrogenados sendo
requerido, aumento da producéo vegetal necessdmaappoducao de biocombustivel, e
aumento dos custos de transporte (Bhattacharge 8008; Afonso et al., 2011).

O fertilizante € uma@ommoditydo mercado mundial sujeito as forcas globais de
mercado, a volatilidade e aos riscos (Oliveiralgt2010). De elevada importancia,
tanto para as plantas como para a nutricdo ananmadfogénio contribui para o aumento
da capacidade de suporte da pastagem, prolongandapacidade produtiva e
melhorando a qualidade da dieta e 0 desempenh@bfiiaris et al., 2009; Hayat et al.,
2010; Reis et al., 2010).

Portanto, praticas de manejo que aumentem a dfiai@o uso de fertilizantes
nitrogenados e, principalmente, que aperfeicoemrasessos biolégicos envolvidos no
fornecimento deste nutriente para as plantas saqrdede importancia para a
diminuicao dos custos de producao das culturaggéBeaschi et al., 2007; Chubatsu et
al., 2011).

Nas gramineas, o nitrogénio acumulado pode sereprente de duas fontes
distintas, uma amplamente conhecida que € reseltdat absor¢cdo do nitrogénio
presente no solo de forma natural ou incorporada p&tica da fertilizacao e, outra,
relacionada com a fixacdo bioldgica do nitrogénkBN), por bactérias, ditas

diazotroéficas, associadas as plantas. Sendo éste fibnte considerada como de suma
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importancia e potencialmente promissora para muilamtas cultivadas no pais
(Egamberdiyeva et al., 2007; Roesch et al., 200ésBh et al., 2010).

E sabido que as bactérias exercem inimeras fuaéesda FBN, dentre estas
pode-se citar a solubilizacdo de fosfato inorgamiczintese de fitohorménio (Loredo-
Osti et al., 2004; Araujo et al., 2010). Essas drsad podem estar presentes em
diferentes habitats, apresentado elevada divessidamfoldgica, fisiologica e genética
o0 que Ihes confere enorme interesse como poteranddnpromotoras de crescimento
vegetal (Moreira et al., 2010; Castro et al., 2011)

Diante do exposto, o presente trabalho teve conjetieds: isolar bactérias
potencialmente diazotréficas associadas aos nighosfera e endofitico de raiz de
plantas deBrachiaria decumbens Brachiaria humidicola cultivadas no Agreste
Meridional do Estado de Pernambuco, estimar a dadsi populacional, caracterizar
fenotipicamente e quantitativamente os isoladotsebacos para producdo de acido
indol acético, solubilizacdo de fosfato inorganismducéo de enzimas extracelulares e
da moléculaguorum sensing além de avaliar a diversidade genética bacteriana
dependente e independente de cultivo, por meiot@étascas de BOX-PCR e PCR-

DGGE, respectivamente.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Brachiaria spp.

Capins do génerBrachiaria apresentam importante papel na producéo de carne
e leite, viabilizando a pecuaria em diferentes gipge solos e regibes. Sendo
considerado pantropical, esse género de gramimraseata seu centro de origem e

diversidade no continente africano, sendo suascespétensivamente utilizadas na



3

alimentagcédo de ruminantes nas regides tropicaigqamr o mundo (Reis Junior et al.,
2003).

Diversas sdo as espécies de gramineas forragmmsais que se apresentam
como opgoOes para a formacao de pastagens no Besilp o potencial d&rachiaria
spp. reconhecido desde a década de 50 (Zimmer, €19818; Monteiro et al., 1995;
Franco & Rosa, 2003). Das espécies mais utilizadestacam-s&. decumbensB.
brizanthg B. ruziziensise B. humidicola(Silva et al., 2010), devido ao elevado valor
forrageiro, adaptabilidade e tolerancia a soloda&e de baixa fertilidade (Franco &
Rosa, 2003; Usberti & Martins, 2007). Essas espémesentam grande flexibilidade
de uso e manejo, tolerando uma série de limitagies condicdes restritivas de
utilizacdo, o que corrobora para que seja cultivanaelevado percentual dos 200
milhdes de hectares de pastagens por todo o BBaxidey et al., 2006; Tavares Filho

et al., 2011).

2.2 Interacdo entre bactérias e plantas ndo legunosas

Sendo a planta um amplo e diversificado nicho patanizacéo por bactérias,
estas podem ser organizadas, de acordo com o &#&athde colonizacdo, em trés
grupos: o primeiro formado por bactérias de vidaeli que habitam a rizosfera; o
segundo por bactérias associativas, capazes daizanloos tecidos vegetais na
superficie externa (epifiticas); e o terceiro apnés-se no interior do tecido vegetal
ocupando espacos intra e intercelulares (enddjti¢iloreira & Siqueira, 2006;
Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Richardsoal.e2009; Moreira et al., 2010;
Castro et al., 2011).

O sistema radicular caracteriza-se como o prindipedl de colonizacdo das
bactérias, tanto endofiticas quanto epifiticas l{&idson et al., 2009; Castro et al.,

2011). As bactérias endofiticas podem ser encadragm raizes, caules, folhas,
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sementes, frutos, pdolen, e dentro de nédulos derliegsas (Rosenblueth & Martinez-

Romero, 2006; Magnani et al., 2010). Os enddéfitodem se translocar do sistema
radicular para outros 6rgaos das plantas atrave@sakns do xilema e floema, durante o
desenvolvimento do vegetal (Kuklinsky-Sobral et 2004; Compant et al., 2008). E

por estarem presentes nos mais diversos orgaosaieg@ foram isolados de uma

grande variedade de plantas, tais como: gramineagéiras (Reis Junior et al., 2008),
trigo (Silva et al., 2004; Spaepen et al.,, 2008)hon(Ramos et al., 2010), arroz

inundado (Verma et al., 2004 ), cevada (Silva et28l04), uva (Compant et al., 2008),
batata (Reiter et al., 2003), morango (Dias e&09), cana-de-acucar (Magnani et al.,
2010; Pereira et al., 2012), café (Vega et al.5200anana (Ting et al., 2008), soja
(Kuklinsky-Sobral et al., 2004), abacaxi (Baldattaal., 2010), entre outras.

A espécie vegetal compreende um universo onde sdisegspécies podem ser
encontradas (Ferng et al.,, 2011). Como exemplosasiciacdo entre bactérias
diazotréficas com gramineas, pode-se citar a assTientre espécies bacterianas tais
como, Gluconoacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum erapedicae e

Herbaspirillum rubrisubalbicansom plantas de cana-de-acucar (Barretti et ab8R0

2.3 Fixacao biolégica de nitrogénio

Os micro-organismos diazotréficos podem colonizarentes habitats, como o
solo, em associacdo com plantas, e em ambientégudedoce ou marinha (Moreira &
Siqueira, 2006). Em todos os casos é fundamenpaksenca de redutores, como a
ferredoxina e flavadoxina, de ATP (adenosina tti#fy, de uma via assimilatoria de
amonia (NH), além do complexo nitrogenase (responsavel pelaversdo do
nitrogénio molecular em amoénia) (Taiz & Zieger, 8)Gendo o mais frequentemente

encontrado nos micro-organismos diazotréficos estosl até o momento, a forma
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classica ou dependente de molibdénio (Mo) e fer@),(codificada por o genmif
(Teixeira et al., 1998; Nunes et al., 2003; Fraretha., 2009).

A estabilidade da molécula de nitrogénio atmosténiesultante de sua estrutura
molecular, faz dela um gas ndo reativo a temperafumbiente, sendo necesséria
elevada quantidade de energia para quebra da tigglegdo dessa molécula, para a
producao de amoénia (Troeh & Thompson, 2007).

No processo de fixacdo, a reducdo do substratomietagenase envolve trés
tipos basicos de transferéncia de elétrons: o jmonueorre a reducdo da Fe-proteina
por carregadores de elétrons, o segundo a transfarée um Unico elétron a partir da
Fe-proteina para MoFe-proteina, atraves de um ggocdependente de Mg-ATP (no
minimo 2 Mg-ATP/elétron transferidor) e o terceardransferéncia de elétrons para o
substrato ligado ao sitio ativo de MoFe-proteinartdhto, em oOtimas condicdes, a
estequiometria a reacao catalitica responsavergelegdo do plpara formacéo de duas
moléculas de amoénia € usualmente descrita coma@pEeixeira et al., 1998; Nunes et

al., 2003; Kerbauy, 2004; Bhattacharjee et al. 3200

N2 + 16 Mg-ATP + 8e+ 8H' Nitrogena§e 2NH H, + 16 Mg-ADP + 16Pi,
(onde, e- simboliza elétron e Pi simboliza o fasfabrgéanico).

A amonia formada é protonada ‘JH convertendo-se, em amonio ou ion
amoniacal (NH"), constituindo-se na forma de fato encontradacéhgas (Kerbauy,
2004).

2.3.1 Fixacéo bioldgica de nitrogénio por bactériaassociadas a gramineas do
géneroBrachiaria

A primeira associacdo estudada detalhadamente @miaegraminea forrageira
tropical e bactérias fixadoras de nitrogénio faa#a entrdPaspalum notatunigrama
batatais) eAzotobacter paspaliem 1966 pela engenheira agrbnoma, pioneira em

biologia do solo, Dra. Johanna Ddbereiner (BaldarBaldani, 2005). Esta interacéo
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resultou em aproximadamente 10% do nitrogénio alsslom pela planta (20 kg de
N/ha/ano) via fixacao bioldgica (Reis Junior et 2009).

Mesmo com as observacfes de perda de N em granBreedsaria, relatos na
literatura indicam a ndo reducdo significativa eradptividade em alguns genotipos
deste género, essas perdas de N poderiam estarsgntias pela fixacao bioldgica de
nitrogénio, que pelos poucos estudos disponivedena ser responsavel pela fixacao
de 30 a 45 kg de N/ha/ano no sistema solo-plartdd®y & Victoria, 1986; Loureiro
& Boddey, 1988; Reis Junior, 2004).

Diferentes trabalhos, tais como: Brasil et al. 0&0e Reis Junior et al., (2008),
entre outros, ja haviam comprovado a existéncia adaociacdo de bactérias
diazotréficas com gramineas do génBrachiaria, porém diferentes espécies vegetais
parecem obter contribuicdes via FBN de forma difei@da, comd. decumbens e B.
humidicolacom saldo de N via FBN bem mais significante qgeetas apresentadas
por B. radicanse B. ruziziensigLoureiro & Boddey, 1988).

Embora estudos tenham mostrado que as contribuigiiesFBN né&o
ultrapassaram 30% a 40% do N acumulado pelas plaatguantidade de N fixado por
bactérias diazotroficas e passado a planta podsuigiente para proporcionar um
balanco nulo ou até positivo de N para o sisten@@anta, em sistemas de manejo
mais extensivos, permitindo, desta forma, maiorgémdade da pastagem com
produtividade aceitavel (Reis Junior, 2003).

Trabalhos vém demonstrando que diferentes espéeelsactérias estdo em
associacdo com gramineas do gémeechiaria em diferentes nichos, entre estas estao:
Azospirillum sp Bacillus sp, Pseudomonas spRhizobium sp.Sphingomonas sp.

Stenotrophomonas sg Xanthomonas sySilva et al., 2010).



2.4  Diversidade genética de micro-organismos

As bactérias apresentam imensa diversidade gergttsempenham funcdes
primordiais na manutencéo dos ecossistemas. Apgasalevada importancia dos micro-
organismos o numero de grupos microbianos conhe@ddescritos que caracteriza a
diversidade de espécies, configura uma pequenaelpada elevada diversidade
microbiana encontrada na natureza (Pace, 1997 eAtalet al., 2008a).

O grande avanco do conhecimento sobre a diversidadeobiana foi
proporcionado gragas a evolucdo das metodologidsottegia molecular, aplicadas ao
estudo do meio ambiente (Amann et al., 1995). Aotmiente a diversidade baseava-se
em técnicas de cultivo, porém o cultivo de micrgamismos fornece informacdes
limitadas, devido a ndo existéncia de meios des@iljue reproduzam com precisao 0s
diferentes nichos ecolégicos no ambiente de labooa(Roesch et al., 2010; Andreote
et al., 2009).

Varios beneficios cientificos sdo esperados arpdaimelhor conhecimento
sobre a diversidade microbiana (Hunter-Cevera, ;1B8&do-Osti et al., 2004; Torres
et al.,, 2008; Moreira et al., 2010), dentre est=ta o papel desempenhado pelas
comunidades microbianas nos ambientes terresweoahecimento de suas interagbes
com as plantas. Neste aspecto, varios estudosx@lorado a diversidade de bactérias
associadas as plantas, obtendo-se novas informagées o conhecimento de
mecanismos envolvidos na interacdo bactéria-pl@ftklinsky-Sobral, et al., 2004;
Reis Junior et al., 2006; Andreote et al., 2008sst(0 et al., 2011).

Os avancos na biologia molecular permitiram questd® da genética dos
micro-organismos progredisse consideravelmentepréamendo sua classificacdo e
diagnostico, mas também a melhor compreensédo devslizcdo e filogenia e nivel de
associagdo com a espécie vegetal e idade fenol@ickeote et al., 2008b; Silva et al.,

2010).
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Dentre estas técnicas hd a extracdo do DNA (acesoxirribonucléico)
gendmico, o uso da reacdo em cadeia da polimeRSR (- Polimerase Chain
Reaction, a analise do gene 16S rRNA e outros marcadaelBNA, como o BOX
(técnica dependente de cultivo) que identifica agarorganismos no nivel de género e
espécies, além de permitir as correlacées entreéeatebe gendtipo (Cheneby et al.,
2000). A técnica BOX-PCR amplifica regides repeiidencontradas no genoma
bacteriano (os elementos Box) (Marques et al., P0®8o PCR-DGGE (PCR-
Denaturing Grandient Gel Electrophoregigtécnica independente do cultivo) que
possibilita 0 acesso a diversidade genética da lpofes bacterianas de diferentes
nichos (Lacava et al., 2006; Andreote et al., 20p8)mitindo a analise funcional com a

utilizacdo de DGGE para genes especificos commergtH (Saito et al., 2007).

2.5 Potencial biotecnoldgico de bactérias assocesdas plantas

De elevada importancia para agricultura, a asséciagicro-organismo/planta
pode promover elevados beneficios, reduzindo ase&tae de fertilizantes quimicos e
promovendo o crescimento vegetal (Egamberdiyev@y;20Qira-Cadete et al., 2012,
Santos et al., 2012). Entretanto os gendtipos dgsnsmos envolvidos na associacao
podem determinar os resultados bioldgicos desteepar(Loredo-Osti et al., 2004),
influenciando nos diferentes mecanismos que estamhados na promocgédo de
crescimento vegetal, tais como, a fixacédo biolégieaitrogénio, producdo de enzimas
extracelulares, solubilizacdo de fosfato inorganismducéo de fitorhGmonio, entre
outros.
2.5.1 Enzimas extracelulares

As enzimas extracelulares produzidas por microfosgaos sdo capazes de
degradar compostos organicos como o amido, a peetancelulose (Uenoje & Pastore,

2007), desta forma tornando-se um produto de granteieesse biotecnologico para as
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indUstrias (tais como, tecido, alimentos, papekeeoutras), por apresentar menor custo
e maior facilidade de producédo e manipulacao (Sitval., 2006; Oliveira et al., 2007;
Souza et al., 2008).

Neste contexto, as enzimas que compdem o0 complezimaético responsavel
por romper a parede celular vegetal sdo amplamestteladas (Signor et al., 2010),
sendo utilizada com intuito de propiciar 0 aumed#digestibilidade de silagens e
racoes, a extracdo de amido, pigmentos e OleostaiegéPandey et al., 2001,
Compestrini et al., 2005; Signor et al., 2010).mMlda importancia industrial, diversos
trabalhos vém evidenciando a importancia de enzooa® a pectinase e a celulase, no
processo de penetracdo e colonizacdo das plantgsapge das bactérias endofiticas
(Robledo et al., 2008; Compant et al., 2010).

2.5.2  Solubilizagcéo de fosfato inorganico

ApoOs o nitrogénio, o fosforo € o macronutriente srianitante do crescimento
vegetal, fazendo parte de processos biologicos armbossintese, sintese de ATP e
DNA. Os solos podem apresentar deficiéncia de fégbor encontrar-se indisponivel
para as plantas em formas inorganicas insoluveangKet al., 2002; Souchie &
Abboud, 2007; Barroso & Nahas, 2008; Richardsaal.ef009).

Alguns micro-organismos possuem a capacidade débibphr fontes de P
inorganico (bactérias solubilizadoras de fosfatorganico), disponibilizando-o em
forma assimilavel a planta, por meio da produca@mamas, compostos quelantes e
complexantes, que vao variar de acordo com as iespétcrobianas e as formas
quimicas de fosfato (Novais et al., 2007), dimidaire otimizando o uso de fertilizantes
fosfatados na agricultura (Rodrigues et al., 2@x@jchie & Abboud, 2007). Segundo
Shuimi et al., (2009) as bactérias solubilizadatadosfato vém recebendo a atencéo
dos pesquisadores pela possibilidade de apresentar@s de um mecanismo de

promocao de crescimento vegetal, como a fixacaotroeyénio atmosférico.
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2.5.3 Sintese de fitohormonios da classe das auxna

O é&cido indol acético (AlA) é o fitohormdnio que lhmar caracteriza a classe das
auxinas (Hayat et al., 2010), sendo produzido wasi$ de crescimento ativos dos
vegetais (como o meristema apical, gemas axilaréshas jovens) e por bactérias
associadas as plant@auiss et al., 2007; Berg, 2009),

O AIA é sintetizado por varias rotas bioquimicagsna principal utiliza o
aminoacido triptofano como precursor (Taiz & Zejg@d06; Richardson et al., 2009).
Segundo Kuss et al. (2007), alguns géneros baobsrisdo capazes de sintetizar alta
concentracdo de AlA por via metabdlica independédntériptofano, como é o caso do
géneroAzospirillum que além de fixar o nitrogénio, produz AIA viapdadente e
independente do triptofano. Nao sendo influencigddo nicho de colonizacao
bacteriano (Ferreira et al., 2011).

2.5.4  Producao de moléculaguorum sensing

O mecanismo de monitoramento populacionalQuorum SensingQS) pode
regular a producdo de metabolitos secundariosoenzatdo de biofilme (Choudhary et
al., 2009). As moléculas de QS atuam no mecanisen@ainunicacdo microbiana
(Nadell et al.,, 2008) e as bactérias que utilizessag moléculas estdo associadas
principalmente a plantas e animais (Kievit & Iglé&w2000). Acyl lactona homoserina
(ALH) é o tipo de molécula sinalizadora dominan@arfilli & Bassler, 2006), sua
concentracdo em funcdo da densidade populaciopsiaaa expressdao de genes
responsaveis por diferentes fenoétipos (Rumjanek ,e2004).

Segundo Melo et al. (2012), os biofiimes s&o ctuisidbs de bactérias, estas
aderidas a uma determinada superficie e envolyidesuma matriz de polimeros
organicos, visando a protecao (Rumjanek et al.4pe8Cdavorecendo a manutencdo da
densidade populacional, desta forma facilitandontesracées benéficas ou deletérias

entre plantas e bactérias (Pinton et al., 2010).
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Os biofilmes ndo apenas apresentam a funcdo des¢hmt conferindo
vantagens, tais como, a elevagdo da resisténciaxia@¢do e aderéncia, além de
facilitar o desenvolvimento dos micro-organismos eéifierentes particulas suportes

(Pereira et al., 1997; Nadell et al., 2008; Andzezital., 2009; Melo et al., 2012).

BIBLIOGRAFIA CITADA

AFONSO,J.R.; ART, O.; COSTA, D.S. et al. Combina;de fontes de nitrogénio no
desenvolvimento e rendimento do feijoeiResquisa Agropecnologica Tropical
v.41, p.391-398, 2011.

AMANN, R.l.; LUDWIG, W.; SCHLEIFER, K.H. Phylogeniet identification and in
situ detection of individual microbial cells withioicultivation.Microbiology
Reviews v.59, p.143-169, 1995.

ANDREOTE, F.D.; AZEVEDO, J.L.; ARAUJO, W.L. Assessi the diversity of
bacterial communities associated with plaBtsazilian Journal of Microbiology,
v.40, p.417-432, 2009.

ANDREOTE, F.D.; LACAVA, P.T.; AZEVEDO, J.L. Diverdade molecular de
microorganismos endofiticos. In: FIGUEIREDO, M.V.BBURITY, H.A,;
STAMFORD; N.P. et al.Microorganismos e Agrobiodiversidade: o novo
desafio para a agricultura 1.ed. Guaiba: Agrolivros, 2008a. p.233-258.

ANDREOTE. F.D.; MENDES, R.; DINI-ANDREOTE, F. et.alransgenic tobacco
revealing altered bacterial diversity in the rhieos during early plant
developmentAntonie van Leeuwenhoekv.93, p.415-424, 2008b.

ARAUJO, W.L.; LACAVA, P.T.; MARCON, J. et alGuia pratico: isolamento e
caracterizacdo de micro-organismos endofiticosl.ed. Piracicaba: CALO, 2010.
167p.

BALDANI, J.I.; BALDANI, V.L.D. Histoy on the biologcal nitrogen fixation researeh
in gramina ceous plants: special emphasis on theilBan experienceAnais da
Academia Brasileira de Ciénciasv.77, p.549-579, 2005.

BALDOTTO, L.E.B.; BALTOTTO, M.A.; OLIVEIRA, F.L. etal. Selecéo de bactérias
promotoras de crescimento no abacaxizeiro cultiitéria durante a aclimatizagéo.
Revista Brasileira de Ciéncias do Solov.34, p.349-360, 2010.

BARRETTI, P.B.; SOUZA, R.M.; POZZA, E.A. Bactériandoliticas como agentes
Ralstonio solamacearuriéncia e Agrotecnologiav.32, p.731-739, 2008.

BARROSO, C.B.; NAHAS, E. Solubilizacdo de fosfate f&rro em meio de cultura.
Pesquisa Agropecuaria Brasileirav.43, p.529-535, 2008.

BERG, G. Plant-microbe interactions promoting plgrdawth and health: perspective
for controlled use of microorganisms in agricultud@pl Microbiol Biotechnol,
v.84, p.11-18, 2009.

BERGAMASCHI, C.; ROESCH, L.F.W.; QUADROS, P.D. el ®correncia de
bacterias diazotréficas associadas a cultivaresodgo forrageiroCiéncia Rural,
v.37, p.727-733, 2007.



12

BHATTACHARJEE, R.B.; SINGH, A.; MUKHOPADHYAY, S.NUse of nitrogen-
fixing bacteria as biofertiliser for nan-legumesogpects and challenge&ppl
Microbiol Biotechnol, v.80, p.199-209, 2008.

BODDEY, R.M.; JANTALIA, C.P.; MACEDO, M.O. et al.d®ential of carbon Atlantic
forest region Brazil. In: Lal, R.; CERRI, C.C.; BERUX, M.; ETCHEVERS, J. et
al. Carbon sequestration in soil of Latin American The Haworth Press.
Binghamton. New York, 2006. p.305-347.

BODDEY, R.M. & VICTORIA, R.L. Estimation of biolagal nitrogen fixation
associated with Brachiaria and Paspalum grasseg bHi5 labelled organic matter
and ertilizerPlant & Soll, v.90, p.256-292.1986.

BRASIL, M.S.; BALDANI, J.; BALDANI, V.L.D. Ocorrénea e diversidade de
bactérias diazotréficas associadas a gramineasgfiras do pantanal sul
matogrossens®evista Brasileira Ciéncia do Solpv.29, p.179-190, 2005.

CAMILLI, A.; BASSELER, B.L. Bacterial small-molecel signaling pathways.
Sciencev.311, p. 1113-1116, 2006.

CAMPESTRINI, E.; SILVA, V.T.M.; APPELT, M.D. Utlliacdo de enzimas na
alimentac&o animaRevista Eletronica Nutritime, v.2, p.259-272, 2005.

CASTRO, C.B.; KIDD, P.S. FERNANDES, A.P. et al. Bpthytic and rhizoplane
bactéria associated witiCytisus striatusgrowing on hexachlorocyclohexane-
contaminated soil: isolation and characterisatiBlant Soil, v.340, p.413-433,
2011.

CHENEBY, D.; PHILIPPOT, L.; HARTMANN, A. et al. 163DNA analysis for
characterization of denitrifying bacteria isolaté@m three agricultural soils.
FEMS Microbiology Ecology, v.34, p.121-128, 2000.

CHOUDHARY, D.K.; PRAKASH, A.; WRAY, U. et al. Insigs of the fluorescent
pseudomonas in plant growth regulati@uurrent Science v.97, p.170-179, 20009.

CHUBATSU, L.S.; MONTEIRO, R.A.; SOUZA, E.M. et dllitrogen fixation control
in Herbaspirillum seropedicaBlant Soil, v.356, p.197-207, 2011.

COMPANT, S.; CLEMENT, C.; SESSITSCH, A. Plant growiromoting bacteria in
the rhizo-and endosphere of plant: Their role, o&ation, mechanisms involved
and prospects for utilizatiorgoil Biology and Biotechemistry v.42, p.669-678,
2010.

COMPANT, S.; KAPLAN, H.; SESSITSCH, A. et al. Endojic colonization oiVitis
vinifera L. by Burkholderia phytofirmansstrain PsJN: from the rhizosphere to
inflorescence tissueMicrobiolgy Ecology, v.63, p.84-93, 2008.

DIAS, A.C.F.; COSTA, F.E.C.; ANDREOTE, F.D. et #&olation of micropropagated
strawberry endophytic bacteria and assessmenteaf plotential for plant growth
promotion.World Journal of Microbiology and Biotechnology, v.25, p.189-195,
2009.

EGAMBERDIYEVA, D. The effect of plant growth promnog bacteria on growth and
nutrient uptake of maize in two different sogplied Soil Ecology, v.36, p.184-
189, 2007.

FERRARA, F.1.S.; OLIVEIRA, Z.M.; GONZALES, H.H.S.teal. Endophytic and
rhizospheric enterobacteria isolated from sugae daawve different potentials for
producing plant growth-promoting substand@&ant Soil, v.347, p.381-400, 2011

FRANCHE, C.; LINDSTROM, K.; ELMERICH, C. Nitrogerixing bacteria associated
with leguminous and nan-leguminous plaft&nt Soil, v.321, p.35-59, 2009.

FRANCO, J.B.S.; ROSA, R. Metodologia de coleta dmla$ radiométricos em
pastagens do génerBrachiaria com diferentes estagios de degradacédo. In:
SIMPOSIO BRASILEIRO DE SENSORIAMENTO REMOTO, 10.0@B, Belo
HorizonteAnais... Belo Horizonte: INPE, 2003. p.2483-2491.



13

HAYAT, R.; ALI, S.; AMARA, U et al. Soil beneficiabacteria and their role in plant
growth promotion: a reviewAnn Microbiol , v.60, p.579-598, 2010.

HUNTER-CEVERA, J.C. The value of microbial diveysitCurrent Opinion in
Microbiology, v.1, p.278-285, 1998.

KANG, S.C.; HA, C.G. LEE. T.G. et al. Solubilizatioof insoluble inorganic
phosphates by a soil-inhabiting fungusomitopsis sp. PS 102.Research
Communications, v.4, p.439-442, 2002.

KERBAUY, G.B.K. Fisiologia vegetal 1.ed. Guanabara: Koogan, 2004. 452p.

KIEVIT, T.R.; IGLEWSKI, B.H. Bacterial Quorum Semg in Pathogenic
Relationshipsinfection and Immunity, v.68, p.4839-4849, 2000.

KUKLINSKY-SOBRAL, J.; ARAUJO, W.L.; MENDES, R. etlalsolation and
characterization of soybean associated bacteriareidpotential for plant growth
promotion.Environmental Microbiology, v.6, p.1244-1251, 2004.

KUSS, A.V.; KUSS, V.V.; LOVATO, T. et al. Fixacacednitrogénio e producéo de
acido indol acéticoin vitro por bactérias diazotroficas endofiticaBesquisa
Agropecuaria. Brasileira, v.42, p.1459-1465, 2007.

LACAVA, P.T.; ANDREOTE, F.D.; ARAUJO, W.L. et al. &acterizacdo da
comunidade bacteriana endofitica de citros poraimehto, PCR especifico e
DGGE.Pesquisa Agropecuaria Brasileirav.41, p.637-642, 2006.

LIRA-CADETE, L.; FARIAS, A.R.B. RAMOS, A.P.S. et aVariabilidade genética de
bactérias diazotroficas associadas a plantas de-dmacucar capazes de
solubilizar fosfato inorganicdioscience Journal v.28, p.122-129, 2012.

LOREDO-OSTI, C.; LOPEZ-REYES, L.; ESPINOSA-VICTORIAD. Bacteria
promotoras del crecimiento vegetal asociadas commigieas. TERRA
Latinoamericana, v.22, p.225-239, 2004.

LOUREIRO, M. F.; BODDEY, R.M. Balan¢co de nitrogéngéon quatro gramineas de
géneroBrachiaria. Pesquisa Agropecuaria Brasileirav.23, p.1343-1353, 1988.

MAGNANI, G.S.; DIDONET, C.M.; CRUZ L.M. et al. Diuwsity of endophytic
bacteria in Brazilian sugarcan&enetic Molecular Research v.9, p.250-258,
2010.

MARQUES, A.S.A.; MARCHAISON, A.; GARDAN, L. et alBOX-PCR-based
identification of bacterial species belonging toeftomonas syringae - P.
viridiflava group.Genetics and Molecular Biologyv.31, p106-115, 2008.

MELO, P.C.; FERREIRA, L.M.; NADER-FILHO, A. et alAnalise fenotipica e
molecular da producédo de biofilmes por estirpeStag@hylococcus aureusoladas
de casos de mastite subclinica bovB@science Journal v.28, p.94-99, 2012.

MONTEIRO, F.A.; RAMOS, A.K.B.; CARVALHO, D.D. et alCultivo deBrachiaria
brizanthaStapf. cv. Mandaru em solug&o nutritiva com omassée macronuentes.
Science Agriculture v.1, p 135-141, 1995.

MOREIRA, F.M.S.; SILVA, K.; NOBREGA, R.S.A. et aBactérias diazotroficas
associativas: diversidade, ecologia e potencial apdicacdo. Comunicata
Scientiae v.2, p.74-992010.

MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.OMicrobiologia e bioquimica do solo 2.ed.
UFLA: Lavas, 2006. 729p.

NADELL, C. D; XAVIER, J. B; LEVIN, S. A et al. Thevolution of quorum sensing in
bacterial biofiimsPlos Biology, v.6, p.1-14, 2008.

NOVAIS, R.F.; ALVAREZ, V.V.H.; BARROS, N.F. et alFertiidade do Solo.
Vicosa, Sociedade Brasileira de Ciéncia do Sel2007. 1017p

NUNES, F.S.; RAIMONDI, A.C.; NIEDWIESKI, A.C. Fixa@p de nitrogénio:
estrutura, funcdo e modelagem bioinorganica dasgahasesQuimica Nova
v.26, p.872-8792003.



14

OLIVEIRA, A.N.; OLIVEIRA, L.A.; ANDRADE, J.S. et al Producdo de amilase por
rizobios, usando farinha de pupunha como subst@Gi&ncia e Tecnologia de
Alimentos, v.27, p.61-662007.

OLIVEIRA, F.C.; ROSA, M.J.; CAIXETA FILHO, J.V. EBhativa da oferta de
fertilizantes como carga de retorno no ambientéugao brasileiro entre 2005 e
2009.Informagbes Econdmicasv.40, p.45-43, 2010.

PACE, N.R. A molecular view of microbial diversiéaynd the biospher&cience v.276,
p.734-740, 1997.

PANDEY, A.; NIGAM, P.; SOCCOL, C.R. et al. Advances Microbial Amylases.
Biotechnology Applid and Biochemical v.31, p.135-152, 2001.

PARIS, W.; CECATO, U.; SANTOS, G.T. et al. Produgdqualidade de massa de
forragem nos estratos da cultivar Coastcross-1otorsla com Arachis pintoi
com e sem adubacao nitrogenalieta Scientiarum Animal Science v.30, p.135-
143, 20009.

PEREIRA, A.P.A.; SILVA, M.C.B.; OLIVEIRA, J.R.S. dl. Influéncia da salinidade
sobre o crescimento e a producdo de acido inddlcacde Burkholderia spp.
endofiticas de cana-de-acudaioscience Journalv.28, p.112-121, 2012.

PEREIRA, J.AR.; CAMPOS, J.R.; GIANOTTI, E.P. et a@deréncia de micro-
organismos em particulas de carvao utilizadasatartrento de esgoto sanitario. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA SANITARIA E AMBINTAL,
19., 1997, Foz do Iguagdnais... Foz do Iguacu: ABCS, 1997. p.552-561.

PINTON, R.; DIAS, A.; XAVIER, T.F. et al. Caractedc¢cdo morfocultural, biossintese
de autoindutor e formacéo de biofilme por rizobaatede 88 hortalicasesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.45, p.284-293, 2010.

RAMOS, A.S.; SANTOS, T.M.C.; SANTANA, T.M. Acéo didzospirillum lispoferum
no desenvolvimento de plantasRevista Verde de Agronegdécio e
Desenvolvimento Sustentaved.5, p.113-117, 2010.

REIS JUNIOR, F.B.; MACHADO, C.T.T.; MACHADO, A.T.teal. Inoculagdo de
Azospirillum amazonensem dois genoétipos de milho sob diferentes regidees
nitrogénio.Revista Brasileira Ciéncia do Solpv.32, p.1139-1146, 2008.

REIS JUNIOR, F.B.; MENDES, I.C.; REIS, V.M. et alFixacdo Bioldgica de
Nitrogénio: uma revolugéo na agriculturg 2009. 32p (EMBRAPA).

REIS JUNIOR, F.B.; REIS, V.R.; TEIXEIRA, K.R.S. Ragdo do 16S-23S DNAr
intergénico para avaliagdo da diversidadeAdespirillum amazonendgsolado de
Brachiariaspp..Pesquisa Agropecuaria Brasileirav.41, p.431-438, 2006.

REIS JUNIOR, F.B.; TEIXEIRA, K.R.S.; URQUIAGA, S.teal. Associacdo de
bactérias promotoras de crescimento de plantas deégero Azospirillum com
diferentes espécies dBrachiaria, 2003. 51p (EMBRAPA).

REIS, L.G.; REIS, P.R.; FERREIRA, I.C. et al. Awgléo econ6mica da aplicacéo de
fertilizantes nitrogenados em pastagens destinadegcas em lactaca&evista
Agrotecnica, v.34, p.730-738, 2010.

REITER, B.; WERMBTER, N.; GYAMFI, S. et al. Endopity Pseudomonaspp.
populations of pathogen-infected potato plants yaesl by 16S rDNA-and 16S
rRNA-based denaturating gradient gel electrophsrd3iant and Soil v.257,
p.397-405, 2003.

RICHARDSON, A.E.; BAREA, J.M.; McNEILL, A.M. et al.Acquisition of
phosphorus and nitrogen in the rhizosphere andt pjmowth promotion by
microorgamismsPlant and Soil v.321, p.305-339, 2009.

ROBLEDO, M.; JIMENEZ-ZURDO, J.l.; VELAZQUEZ, E. etl. Rhizobium cellulase
CelC2 is essential for primary symbiotic of leguhmest rootsProceeding of the
National Academy of Sciences os the United Statet America, v.105, p.7064-
7069, 2008.



15

RODRIGUES, L.S.; BALDANI, V.L.D.; REIS, V.M. et alDiversidade de bactérias
diazotroéficas endofiticas dos genékarbaspirillum e Burkholderiana cultura do
arroz inoculadoPesquisa Agropecuaria Brasileirav.41, p.275-284, 2006.

ROESCH, L.F.W.; FULTHORPE, R.R.; JACCQUES, R.J.6ak Biogeography of
diazotrophic bacteria is soilg/ordl Journal Microbiol Biotechnol , v.26, p.1503-
1058, 2010.

ROESCH, L.F.W.; PASSAGLI, L.M.P.; BENTO, F.M. et 8liversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas associadas a plantas ittleo.nRevista Brasileira de
Ciéncias do Solgpv.31, p.1367-1380, 2007.

ROSENBLUETH, M.; MARTINEZ-ROMERO, E. Bacterial engloytes and their
interactions with hostsThe American Phytopathological Societyv.19, p.827-
837, 2006.

RUMJANEK, N.G.; FONSECA,M.C.C.; XAVIER, G.R. Quorusensing em sistemas
agricolasRevista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimenta.33, p.35-50, 2004.

SAITO, A.; IKEDA, S.; EZURA, H.; MINAMISAWA, K. Micobial community
analysis of the phytosphere using culture-independecthodologiesMicrobes
and Environments, v.22, p.93-105, 2007.

SALA, V.M.R.; FREITAS, S.S.; DANZELI, V.P. et al. @@rréncia e efeito de bactérias
diazotréficas em gendtipos de trigRevista Brasileira de Ciéncias do Solov.29,
p.345-352, 2005.

SANTOS, I.B.; LIMA, D.R.M.; BARBOSA, J.G. et al. B&erias diazotroficas
associadas a raizes de cana-de-agucar: solubdizdeafosfato inorganico e
tolerancia a salinidad&ioscience Journa) v.28, p.142-149, 2012.

SHIOMI, H.F.; VICENSI, M; DEDORDI, C. et al. Selegz@le bactérias solubilizadoras
de fosfato inorganico, presentes em liquido rumbwalino. Revista Brasileira de
Agroecologia v.4, p.294-297, 2009.

SIGNOR, AA.; BOSCOLO, W.R.; BITTENCOURT, F. Deseemino de juvenis de
tilapia-do-nilo alimentados com ragfes contendo glero enzimaticoRevista
Brasileira de Zootecnig v.39, p.977-983, 2010.

SILVA, A.A.O.; FELIPE, T.A.; BACH, E.E. Acdo ddAzospirillum brasilenseno
desenvolvimento das plantas de trigo (variedade-2A e cevada (variedade CEV
95033).Revista Cientificas de América Latina y el CaribeEspafia y Portugal
v.3, p.29-35, 2004.

SILVA, K.C.; PORTO, A.L.F.; TEIXEIRA, M.F.S. Selegade leveduras da Regiado
Amazonica para producao de protease extracelt@a. Amazonica, v.36, p.299-
306, 2006.

SILVA, L.L.G.G.; ALVES, G.C.; RIBEIRO, J.R.A. et alFixacdo biologica de
nitrogénio em pastagens com diferentes intensidabescorte. Archivos de
Zootecnia, v.59, p.21-30, 2010.

SOUCHIE, E.L.; ABBOUD, A.C.S. Solubilizacdo de fatf por micro-organismos
rizosféricos de genoétipos de Guandu cultivados déeremtes classes de solo.
Ciéncias Agrérias v.28, p.11-18, 2007.

SOUZA, H.Q.; OLIVEIRA, L.A.; ANDRADE, J.S. Selecédde basidiomyces da
Amazobnia para producdo de enzimas de interesseechmbtgico. Revista
Tecnologia de Alimentosv.28, p.116-124, 2008.

SPAEPEN, S.; DOBBELAERE, S; CROONENBORGH, A. et d&ffects of
Azospirillum brasilenséndole-3-acetic acid production on inoculated wh#ants.
Plant Soil, v.312, p.15-23, 2008.

TAIZ, L.; ZEIGER, E.Fisiologia vegetal 3.ed. Porto Alegre: Artmed. 2006. 719p.

TAVARES FILHO, J.; FERREIRA, R.R.M.; FERREIRA, V.Mertilidade quimica do
solo sob pastagens formadas com diferentes espéairms e conBrachiaria



16

decumbensnanejadas com queimadas anu@ig€ncias Agrarias v.32, p.1771-
1782, 2011.

TEIXEIRA, K.R.S.; MARIN, V.A.; BALDANI, J.l. Nitrogenase: bioquimica do
processo de FBN1998. 25p (EMBRAPA).

TING, A.S.Y.; MEON, S.; KADIR, J. et al. Endophytimicroorganisms as potential
growth promoters of banan@ioControl, v.53, p.541-553, 2008.

TORRES, A.R.; ARAUJO, W.L.; CURSINO, L. et al. Divgty of endophitic
enterobacteria associated with different host gldrte Journal of Microbiology,
v.46, p.373-379, 2008.

TROEH, F.R.; THOMPSON, L.MSolos e fertilidade do solo 6.ed. Sao Paulo:
Andrei, 2007. 718p.

UENOJO, M.; PASTORE, G.M. Pectinases: aplicacOedustriais e perspectivas.
Quimica Nova, v.30, p.388-394, 2007.

USBERTI, R.; MARTINS, L. Sulphuricacid scarificatio effects on Brachiaria
brizantha, B. humidicoland Panicum maximunseed dormancy releadeevista
Brasileira de Sementesv.29, p.145-147, 2007.

VEGA, F. E.; PAVA-RIPOLL, M.; POSADA, F. et al. Enghytic bacteria irCoffea
arabical. Journal Basic of Microbiology, v.45, p.371-380, 2005.

VERMA, S.C.; SINGH, A.; CHOWDHURY, S.P. et al. Ergloytic colonization ability
of two deep-water rice endophyté&gntoeasp. andOchrobactrumsp. using green
fluorescent protein reportdBiotechnology Letters v.26, p.425-429, 2004.

ZIMMER, A.H.; EUCLIDES, V.B.P.; MACEDO, M.C.M. Mane de plantas
forrageiras do génerdBrachiaria. In: SIMPOSIO SOBRE MANEJO DA
PASTAGEM, 9., 1988, PiracicabAnais... Piracicaba: FEALQ, 1988. p.141-184.



17

3 CAPITULO 01

Potencial biotecnolégico e diversidade de bactérigmtencialmente diazotréficas

associadas Brachiaria

Resumo: Pastagens formadas por gramineas do g@8rexhiaria podem beneficiar-se
com o processo de fixacdo biolégica de nitrogégarantindo a essas plantas maior
longevidade e menor custo com adubos nitrogenaldeste contexto, o presente
trabalho teve como objetivos: avaliar a densidadulacional de bactérias
diazotréficas associadas a raizesBiachiaria decumbeng Brachiaria humidicola
verificar a diversidade genética bacteriana e s#angial biotecnoldgico. Para tanto,
plantas deB. decumbens B. humidicolaforam coletadas de pastagens estabelecidas no
municipio das Correntes e amostras de raizes é&aisfara foram utilizadas para o
isolamento de bactérias em meio de cultura NFb -sétido. Tendo a densidade
populacional estimada, 80 isolados bacterianosrf@ealiados quanto a capacidade de
solubilizacéo de fosfato inorganico, sintese dddaidol acético (AlA) por diferentes
rotas bioquimicas, producdo de enzimas extracekilgpectinas - pectato liase e
poligalacturonase, celulase e amilase) e de magquiorum sensinglo tipo N-acyl
lactona homoserina (ALH). A diversidade genética dmzotroficas foi avaliada por
meio da técnica de BOX-PCR. Foi observado que asnigeas forrageira.
decumbeng B. humidicolaapresentaram associagcdo com bactérias diazotroéicas
elevada densidade populacional, estimada pelo mimeis provavel variando entre
10" a 10 células @ de solo ou tecido vegetal fresco, ndo diferindaeeespécies
vegetais e nichos de avaliacdo. A caracterizagémtifdcas dos 80 isolados bacterianos
revelou que 95,0% apresentaram halo de crescimmentaterior do meio de cultura
NFb, livre de fonte nitrogenada, sendo consideramano diazotroficas. Quanto a
producdo de AIA, em meio acrescido de L-triptofaBt,2% foram positivas, com
destaque para o isolado UAGB 167 com producéo @613g mL* de AIA. Com
relacdo as linhagens em meio sem o L-triptofang;%®3Joram positivas, com a maior
producéio sendo de 44,2 pg thtlo isolado UAGB 109, evidenciando a producédo deste
fitohormdnio por diferentes rotas bioquimicas, dawjemte e independente de L-
triptofano, e em ambos os testes houve destaqgeadzineaB. humidicolae o nicho
endofitico de raiz. Para a solubilizagdo de fasiabrganico, 66,2% das bactérias
foram positivas, classificando-se o indice de dbhaigdo (IS) em baixo (1S<2,0),
médio (IS de 2,0 a 4,0) e alto (IS>4,0). Essa iflagsdo permitiu observar que 77,3%
dos isolados apresentaram IS superior ou igudd,arjicando a existéncia de elevada
frequéncia de bactérias associadas as gramineg@ndooBrachiaria, com médio e alto
potencial de solubilizacdo de fosfato inorganicamaodestaque para linhagem UAGB
138, esta com IS = 6,56. A producdo das enzimascettlares foi evidenciada em
46,2% dos isolados, com 38,7% produzindo um tip2¥eedois tipos e 1,2% o0s quatro
tipos de enzimas avaliadas. Para todas as enZionas) observados valores de indice
enzimatico superior a 2,0. Para a producdo da mialésLH, 56,2% dos isolados
apresentaram-se positivos, ndo diferenciando eithes e espécies vegetais. A andlise
da variabilidade genética demonstrou elevada ddemte entre os isolados dos
diferentes nichos e espécies vegetais, estes entdgymparte abaixo de 70,0% de
similaridade segundo a matriz genética de Jacqemém ao avaliar a formacao dos
grupos ouclusters,é constatado o agrupamento dos isolados por nichespécie
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vegetal. Desta forma, pode-se concluir que as gieasB. decumbens B. humidicola
apresentaram elevada colonizacdo bacteriana difizatma regido da raiz, esta com
grande diversidade genética e com elevado potedeiatrescimento vegetal, sendo
capaz de solubilizar fosfato inorganico, sintetiadf via dependente e independe do
aminodcido precursor L-triptofano, produzir enzireatracelulares (celulase, pectinase
e amilase) e molécutpuorum sensing

Palavras chaves:bactérias endofiticas, BOX-PCR, fixacdo biolégi@ rdtrogénio,
gramineas forrageiras, variabilidade genética, pgédim de crescimento vegetal
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Biotechnological potential and diversity of diazotophic bacteria potentially

associated withBrachiaria

Abstract: Pastures of grasses of the geBuachiaria can benefit from the process of
biological nitrogen fixation, ensuring the longgviof these plants and lower cost
nitrogen fertilizers. In this context, this studymad to assess the population of
diazotrophic bacteria associated with rootsBofchiaria decumbensnd Brachiaria
humidicola verify the bacterial genetic diversitydabiotechnological potential. For this
purpose, plants oB. decumbensand B. humidicolawere collected from pastures
established in the municipality of Correntes anth@as of roots and rhizosphere were
used for isolation of bacteria in culture medium BNEemisolid. Dent estimated
population density, 80 bacterial isolates were @aigld for the ability to solubilize
inorganic phosphate, the synthesis of indole aaetid (IAA) by different biochemical
pathways, production of extracellular enzymes (psct- pectate lyase and
polygalacturonase, cellulase and amylase) and qusansing molecules of the type N-
acyl homoserine lactone (HLA). Genetic diversity didizotrophic was assessed by
BOX-PCR technique. It was observed that the graBseecumbenandB. humidicola
were associated with diazotrophic bacteria withhhpgpulation density, estimated by
most probable number ranging fron*16 1¢ cells g-1 fresh soil or plant tissue did not
differ between plant species and niches evaluafrenotypic characterization of the
80 bacterial isolates revealed that 95.0% had @ dfagrowth inside the culture medium
NFB, free of nitrogen source, being consideredatiaphic. The production of IAA in
medium supplemented with L-tryptophan, 91.2% waensitive, especially for isolated
UAGB 167 with production of 138.6 pg HILEIA. With respect to the strains in
medium without L-tryptophan, 93.7% were positivathwmost production being 44.2
mg pL? isolate UAGB 109, showing the production of this/fiphormone by different
biochemical pathways, dependent and independenyptephan, and in both tests were
highlighted the grasB. humidicolaand root endophytic niche. For the solubilizatodn
inorganic phosphate, 66.2% of bacteria were pasitignking the solubilization index
(SI) in low (Sl <2.0), medium (2.0-4.0 IS) and hi¢ls> 4.0). This classification
allowed us to observe that 77.3% of isolates hadyréater than or equal to 2.0,
indicating the existence of high rates of bactasaociated with grasses of the genus
Brachiaria, medium and high potential for solubilization aforganic phosphate,
especially UAGB line 138, with this IS = 6.56. Tpeduction of extracellular enzymes
was observed in 46.2% of the isolates, with 38.#&apcing a kind, two kinds 6.2%
and 1.2% for the four enzymes tested. All enzymesewobserved enzymatic index
values higher than 2.0. For the production of thé\Hnolecule, 56.2% of the isolates
were positive, not differentiating between nichesl glant species. The analysis of
genetic variability showed high diversity amonglades of different niches and plant
species, these largely below 70.0% similarity agicay to Jaccard's genetic blueprint,
but to evaluate the formation of groups or clustesréound the cluster analysis by niche
or plant species. Thus, it can be concluded thatdtasseB. decumbensand B.
humidicolashowed high diazotrophic bacterial colonizationthe root area, this one
with great genetic diversity and high potential fdant growth, being able to solubilize
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inorganic phosphate pathway to synthesize IAA ddpet and independent of the
precursor amino acid L-tryptophan, producing exlatar enzymes (cellulase,
pectinase and amylase) and quorum sensing molecule.

Keywords: biological nitrogen fixation, BOX-PCR, endophyticadteria, forage
grasses, genetic variability, plant growth promwotio
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3.1  Introdugéo

Na pecuaria brasileira, grandes areas de pastagermiltivadas com gramineas
do génerdBrachiaria, devido a sua elevada adaptabilidade e resist@&osiaiferentes
tipos de solos (Franco & Rosa, 2003; Silva et 2010). O nitrogénio € o mais
importante elemento na agricultura, sua ausénoiatge fator limitante ao crescimento
vegetal. Tendo em vista o elevado custo dos fatites nitrogenados e que 50% do N
aplicado é lixiviado e/ou volatilizado, a fixacdmlbgica vem a fornecer parte do
nitrogénio de forma mais econdémica (reduzindo atosucom fertilizantes) e eficiente
a planta, evitando perdas e contribuindo com o naenbiente (Silva et al., 2004;
Medeiros et al., 2007; Troeh & Thompson, 2007; Adesye & Kloepper, 2009;
Franche et al., 2009; Roesch et al., 2010).

As bactérias fixadoras de nitrogénio associadgdaddas apresentam diferentes
mecanismos de interacdo, estas podendo ser inifuscpor fatores, como, o genotipo
da planta e do micro-organismo e por fatores andogiiHardoim et al., 2008). Desta
forma é possivel constatar que diferentes gendétilgoplantas podem influenciar na
associagcdo com 0 micro-organismo e, consequentemeoin sua contribuicdo na
fixacdo biolégica de nitrogénio e de outros megans de promogdo de crescimento
vegetal (Canuto et al., 2003; Reis Junior et 8062 Rodrigues et al., 2006).

Atualmente, vém-se descobrindo grande variedadenideo-organismos que
apresentam um elevado potencial biotecnolégico, ajéen de fixar o nitrogénio
atmosférico, apresentam a capacidade de sintetizamas extracelulares, solubilizar
fésforo inorganico, produzir fitohorménios, comaado indol acético (AlA), que pode
ser sintetizado por diferentes rotas bioquimicas) bomo outros fatores de promoc¢éao
de crescimento (Morgan et al.,, 2005; Radwan et 281Q5; Baldotto et al., 2010;

Merzaeva & Shirokikh, 2010).
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Os micro-organismos com potencial de crescimentgeta¢ podem ser
encontrados habitando diferentes nichos no hosmedks forma endofitica (interior da
planta) ou epifitica (superficie externa do vegg@@hang et al., 2006; Compant et al.,
2010). Entretanto, bactérias de ambos os nichognpaoroporcionar beneficios ao
hospedeiro (Badri et al., 2009) e a utilizacdo aedsactérias em pastagens podem
representar uma importante alternativa para o estgmento e elevagcao da producéo
de gramineas forrageiras (Loredo-Osti et al., 2004)

Neste contexto, o objetivou-se com o presente ltrapaolar bactérias em meio
sem fonte nitrogenada, associadas as gramiBeshiaria decumbeng Brachiaria
humidicola, nos nichos rizosfera e endofitico de raiz; idecdifi e quantificar a
producao bacteriana de AlA, via dependente e intpde de triptofano; identificar e
avaliar os isolados solubilizadores de fosfatogaarco; identificar e avaliar a producéo
enzimatica bacteriana de celulase, amilase e psetinanalisar a capacidade de
producdo de moléculaguorum sensinganalisar a variabilidade genética de bactérias
fixadoras de nitrogénio associadas as gramineaslagiis e avaliar viabilidade

genética/fenotipica dos isolados avaliados.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Areas de estudo e material vegetal

As coletas foram realizadas em pastagens Bdachiaria decumbense
Brachiaria humidicolacultivadas na Fazenda Pau Ferro no municipio dagedtes, no
Agreste Meridional do Estado de Pernambuco, enagass estabelecidas com cerca de
cinco anos de cultivo e sem adubacéo.

Os locais foram georreferenciados com o auxilioude GPS (Sistema de
Posicionamento Global), tendo as coordenadas ¢teniids pastagenBrachiaria

decumbens S 09°06’00” e W 36°21'29& Brachiaria humidicola- S 09°06'53” e W



23

36°21'29". De cada area da pastagem, aleatoriameotetaram-se trés amostras
vegetais e de solo, a uma profundidade de 0-0&snamostras foram acondicionadas
em sacos plasticos, identificadas e em seguidaldsvao Laboratério de Genética e
Biotecnologia Microbiana, da Unidade Académica @eaBhuns/Universidade Federal
Rural de Pernambuco, para processamento e analises.

As amostras de solo foram encaminhadas para anddisecaracteristicas
quimicas e fisicas no Laboratério de Quimica do $lal Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Caracteristicas quimicas e fisicas shies coletados nas areas de

pastagensBrachiaria decumbengBD) e Brachiaria humidicola (BH)
cultivadas na fazenda Pau Ferro no municipio dae@tes-PE

Andlises Quimicas

; P K Ca Mg Na A" H+Al Ctotal
Area pH mg dm® cmol, dnt dag kg
BD 6,26 8,24 0,07 0,35 0,60 0,09 0,10 0,65 0,08
BH 5,78 3,67 0,11 0,40 0,50 0,05 0,15 1,00 0,09
Analises Fisicas

A Areias (%) Silte Argila Argila dispersa em 4gua
Area —zocsa  Fina  Total | Yo----- -G g -- Textura

BD 49,18 24,13 73,31 18,24 08,44 0,016 Areia faanc
BH 47,17 20,64 61,81 17,22 14,98 0,025 Franca aeeno

3.2.2 Isolamento de bactérias potencialmente diazéficas e estocagem
bacteriana

O isolamento de bactérias da rizosfera e endofiiceniz foi realizado segundo
Dobereiner et al. (1995) e Kuklinsky-Sobral et(2004), com algumas modificagdes.
Para isolamento de bactérias potencialmente dédiats associadas a rizosfera, 5 g de
solo foram colocados em frascos, tipo erlernmey@mntendo 5 g de pérolas de vidro e
50 mL de tampé&o fosfato salino (PBS: 1,44 hde NaHPO;; 0,24 g ! de KHPOy;
0,20 g ! de KCI; 8,00 g [* de NaCl; pH 7,4). Estes frascos foram mantidos sob

agitacao (90 rpm) a temperatura ambiente por 40 min
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Em seguida, diluices seriadas (1010° e 10°, em tampdo PBS, foram
inoculadas, em triplicatas, em meio semi-sélido Nbly L* de &cido malico; 0,5 gt
de KHPOy; 0,2 g L de MgSQ.7H,0; 0,1 g L de NaCl; 0,01 g t de CaCl.2H,0; 4
mL L™ de Fe.EDTA (solucéo 1,64%); 2 m[*lde azul de bromotimol (0,5%); 2 mL*L
de solucdo de micronutrientes (0,2 ¢ lde NaMoO,2H,0; 0,235 g [' de
MnSQ:.H,0; 0,28 g L de HBOs; 0,008 g ! de CuSQ.5H,0); 1,75 g * da &gar; pH
6,8] (primeira repicagem), acrescido com B mL' do fungicida Cercobin 700
(Thiophanate Methyl), por amostra.

Para o isolamento de bactérias endofiticas de aaparte aérea das amostras
vegetais foram descartadas e as raizes foram leada@agua destilada. Cercade 3a5g
de raiz foram submetidas ao processo de desinfegigficial (Imin em alcool 70%;
3 mim em hipoclorito de sodio; 30 seg em alcooluasdlavagens em agua destilada
estéril). Em seguida, procedeu-se a diluicdo serfaé®, 10* e 10°) em tampao PBS e
a inoculacéo, em triplicatas, em meio semi-solidkd Nprimeira repicagem), acrescido
com 50pug mL* do fungicida Cercobin 700 (Thiophanate Methyl), amostra.

Todos os inoculos do meio NFb foram incubados 4@®or oito dias, sendo
observado a formacao de um halo de crescimentotanar do meio. Apds, transferiu-
se 100 pL de cada amostra da cultura para um n@m semi-sélido NFb (segunda
repicagem) e incubou-se por mais oito dias, nasmagsondi¢des, para uma nova
avaliacao.

Utilizou-se a tabela de McCrady para determinar onBro Mais Provavel
(NMP) de bactérias diazotroficas por grama de ampsegundo Ddbereiner et al.
(1995). As amostras positivas foram transferidas pdacas de Petri contendo NFb
sélido acrescido de 20 mg'lde extrato de levedura, e, posteriormente, seladius

aleatoriamente 80 isolados bacterianos, estes fquanificados por esgotamento e
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armazenados em meio TSATripcase Soy Agarliquido com glicerol a 20%, e
mantidos em freezer -20 °C.
3.2.3 Caracterizacao fenotipica
3.2.3.1 Identificacdo de bactérias potencialmenteixfdoras de nitrogénio
atmosfeérico
A identificacdo de bactérias potencialmente fixadate nitrogénio foi realizada
segundo Dobereiner et al. (1995). Para tanto, eet@s foram inoculadas em meio
semi-solido NFb, incubadas a 28 °C por oito diasesdltado positivo foi determinado
pela formacédo de um halo horizontal de crescimbatderiano no interior do meio de
cultura. Os testes foram feitos em triplicata expeeimento repetido duas vezes, para
maior veracidade dos resultados.
3.2.3.2 Identificacdo de bactérias produtoras de @ indol acético (AlA) via
dependente e independente do aminoéacido L-triptofan

Para avaliacdo e quantificacdo da producéo de @#dAsolados bacterianos foram
cultivados, a partir de colonias isoladas, em mé&4 liqguido, sem e com o suplemento
de 5 mM de L-triptofano, incubados sob agitacad (Jizn) a 28 °C, na auséncia de luz,
por um periodo de cultivo de 24 h. Em seguida, uisiras foram centrifugadas e o
sobrenadante acrescido do reagente de Salkowskil¢2%C{ 0,5 M em 35% de acido
perclérico), na proporcéo de 1,5:0,5, incubado8 &2por um periodo de 30 min., na
auséncia de luz. Logo apoés, foi realizada a queatifio em espectrofotbmetro (com
comprimento de onda de 530 nm), sendo a conceote@IA estimada por meio de
uma curva padrdo previamente estabelecida, utilzaralores conhecidos de AIA
sintético (Vetec) 0; 50; 100; 150; 200; 250; 30850 pg mL*, em meio de cultura
esterilizado n&o inoculado (Barbosa, 2010). Os mx@atos foram realizados em

triplicata para cada isolado.
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3.2.3.3 Identificag@o de bactérias solubilizadorage fosfato inorgéanico

A identificacdo de bactérias solubilizadoras ddafimsinorganico foi realizada
segundo Rodriguez et al. (2000) e Verma et al. {p0fbm algumas modificagdes. As
bactérias foram inoculadas em meio de cultura e@ahtendo fosfato insoltvel (10 g
L™ de glicose; 5 g £ de NHCI; 1 g L' de NaCl; 1 g ! de MgSQ.7H,0; 4 g L* de
CaHPQ; 15 g L de &gar; pH 7,2). As placas foram inoculadas &2Bor 72 h e, em
seguida, realizadas as leituras. A presenca dealmclaro em torno da col6nia indicou
a solubilizacdo do fosfato. O experimento foi candao em triplicata e para as
linhagens que apresentaram halo visivel, foi estonmindice de solubilizacéo (IS), que
expressa a relacdo do diametro médio do halo d®lisiel e o diametro médio da
colbnia.
3.2.3.4 Identificacdo de bactérias produtoras de emmas extracelulares

Os isolados bacterianos foram analisados em taipliquanto a capacidade de
produzir as enzimas celulase, poligalacturonasetage liase e amilase. Controles
positivos destas enzimas foram inoculados nos meibkzados para estas
caracterizacOes. A atividade enzimatica foi estema@diante o indice enzimatico (IE),
que expressa a relacado do diametro médio do haloddélise e o diametro médio da
colbnia.
3.2.3.4.1 Atividade celulolitica

A identificacdo de bactérias produtoras de celulerealizada segundo
Mariano & Silveira, (2005) em 50 isolados bacteselUAGB 101 a UAGB 150) por
meio da inoculacédo de bactérias, a partir de casdisioladas, em meio de cultura TSA
10%, acrescido com 1% de carboximetilcelulose, eguisla, incubadas por 48 h a 28
°C.

Apls o crescimento das col6nias, as placas fordpertas com solucdo de

vermelho congo 1% por 10 min. Em seguida, as plawasn lavadas com solucdo de
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NaCl 5 N. A formacéo de area clara ao redor daSntad indicou a degradacédo da
celulose.
3.2.3.4.2 Atividade pectinolitica

A identificacdo de bactérias produtoras de peatwa®i realizada segundo
Suzuki, (2006). Para a determinacdo da atividadwinmditica, as bactérias foram
semeadas em placas de Petri contendo meio deaM®ir(2,0 g [* de (NH,),SOy; 4,0
g L' de KHPO4; 0,6 g L' de NaHPQOy; 0,2 g ' de FeS@7H,0; 1,0 mg [* de CaCl;
10ug L™ de HBOs; 10ug L™ de MnSQ; 70 g L™ de ZuSQ; 50 ug L de CuS@, 10
ug L' de MoQ; 1,0 g L* de extrato de levedura; 5,0 g He pectina citrica; 15 g'Lde
agar), utilizando pectina citrica como substrafHe8,0 e 5,0, verificando a atividade
da pectato liase e poligalacturonase, respectiveemas placas foram incubadas por 72
ha 28 °C.

Apoés o crescimento das colonias, as placas fordrartas com solucao de lugol
por 10 min. Evidenciou-se a atividade pectinolifica meio do aparecimento de uma
zona esbranquicada ao redor da colbénia, em comttast a cor marrom do restante do
meio.
3.2.3.4.3 Atividade amilolitica

A identificacdo de bactérias produtoras de amil&serealizada segundo
Mariano & Silveira (2005), com algumas modificacdas bactérias foram inoculadas
em placas de Petri com meio TSA 10% acrescido cdndd amido de milho soluvel.
As placas foram incubadas a 28 °C por 72 h.

Apoés o crescimento bacteriano foram adicionadosL5de solucdo de lodo
(1%) e mantido por 10 min, em seguida, a solucdodéscartada e observado a

presenca de um halo claro em torno da coléniagamdio secrecéo de amilase.
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3.2.3.5 Identificacdo de bactérias produtoras de néculasquorum sensing
A ldentificacdo de bactérias produtoras de moléc#laHs (N-acyl lactona

homoserina), um tipo de molécujaiorun sensingfoi realizada por meio da bactéria
Agrobacterium tumefaciendTL4 (pZLR4), biossensor de ALHS, em bioensaiosico
as bactérias testes. A tumefacien®NTL4 foi inoculada linearmente na extremidade
de placas de Petri contendo meio lBiffa Bertan), acrescido de X-gal (10g mL?)
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyrardes) por toda a superficie da placa.
Os isolados bacterianos foram inoculados transveesse aA. tumefaciens que
contém o promotor TraR (fusdo do gene TraG :: Latfmando um complexo que
regula a expressao do operon da LacZ. Na presemcALHls, estas se ligam ao
promotor TraR, ativando a expressdao do gene Laadjficando a enzimap-
galactosidase, a qual quebra a molécula X-galatmo a célula azul (Szenthe & Page,
2002; Quecine, 2010). Dessa forma, apos a inocula¢28 °C por 48 h, a observacao
de col6nias dé. tumefaciensom pigmentacéo azul indicou a producéo de ALHaspe
bactérias avaliadas.
3.2.4  Caracterizagcao genotipica
3.2.4.1 Analise da variabilidade genética bacterianpor BOX-PCR

O DNA gendmico das bactérias foi extraido por ntgEiautilizacdo do Genomic
DNA Purification Kit (Fermentas). A reacdo do PC& fealizada com qrimer
BOXAI1R (5"-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3"), em um volurfieal de 25uL
contendo 0,5 a 10 ng de DNA moldep¥ do primer, 1 mM de cada dNTPs; 1x de
DMSO (dimetilsufoxamida); 1x do tampé&o da enzihaa Buffer 3,5 mM de MgCl e
0,08U da enzima Tag DNA polimerase (Fermentas).eédcdo de amplificacdo foi
realizada em termociclador programado para realigsa desnaturacgao inicial a 85
por 2 min, 35 ciclos de desnaturacdo a°@4por 2 min, 92 °C por 30 segundos,

anelamento a 56C por 1 min e extens&do qeimer a 65°C por 1 min, seguida de
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extensdo final a 65C por 10 min. Apés a amplificacdo, a reacdo foiliada por
eletroforese em gel de agarose (1,5% p/v) em tarhpadAE (40 mM de Tris-acetato;
1 mM de EDTA) e corado comlue green loading dy@.GC Bio), observado sobre luz
ultravioleta e fotodocumentado.

Os perfis de bandas observados foram transformamdasma planilha binéria e,
em seguida, utilizados para obter um dendrogransntiéaridade calculado através do
Coeficiente de Jaccard e agrupado utilizando orighgo UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetical Average)tilizando o software PASTversdo 1.90
(Hammer et al., 2001).

3.2.5 Andlise estatistica

As andlises quantitativas de densidade populagigralducdo de enzimas,
solubilizacédo de fosfato e acido indol acético fiorsubmetidos a analise de variancia
(ANOVA) através do programa estatistico SISVAR®58 comparacao entre as médias
foi realizada pelo Teste de Scott-Knotti<@,05). Para verificar a possivel influéncia
dos tratamentos: nichos e espécie vegetais, sobrexpaessdo bacteriana de
caracteristicas fenotipicas (producédo de AIA, sbhatgdo de fosfato, producédo de
enzimas e de molécutpiorum sensingfoi realizado o teste de qui-quadragt),(com

probabilidade de até 5%.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Densidade populacional de bactérias potenaiante diazotroficas
associadas as plantas do géneBrachiaria
Durante o isolamento em meio NFb semi-sélido, fusesvada a formacéo do
halo de crescimento bacteriano caracteristico teyian das amostras (Figura 3.1), de

raiz e rizosfera deBrachiaria decumbens Brachiaria humidicola A densidade
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populacional elevada variou entre 6,63 X 406,07 x 10células ¢ de solo ou tecido

vegetal fresco (SF ou TVF).

Figura 3.1. Meio de cultura NFb, livre de fonte rogienada, utilizado para o
isolamento de bactérias potencialmente diazotficA) Amostra
negativa, auséncia do halo de crescimento; B) Amogtositiva,
apresentando halo de crescimento bacteriano (flecha

Os resultados observados em relacdo a densidadalapopal foram
semelhantes aos encontrados por Reis Junior (@084) e Reis Junior et al. (2006) em
pastagens d®&rachiaria, na regido do Cerrado goiano, e em plantas de ap@z,
Prakamhng et al. (2009), e superiores aos encastrpdr Baldotto et al. (2010), nos
nichos rizosfera e endofitico de raiz em isoladosalshcaxi.

A densidade populacional também foi semelhante (aneno encontrado por
Garrido et al. (2010) com bactérias diazotréficasoaiadas a plantas do género
Brachiaria, porém ndo foi observado diferenca estatisticeeens nicho e espécies
vegetais analisados (Figura 3.2). Estes resultdda®rdam dos encontrados por Reis
Junior et al. (2004), onde estes observaram aéindia da espécie vegetal, do local de
coleta e da época do ano sobre a densidade baatesaociada a gramindaschiaria

spp. e Garrido et al. (2010) que constataram gamtgd do génerdrachiaria

apresentaram maior populagéo de bactérias diamatsGissociadas a raiz.
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Rizosfera Endofitico de raiz Rizosfera Endofitico de rai

Brachiaria decumber Brachiaria humidicol

Figura 3.2. [2nsidade populacional da comunidade bacterianatdidize endofitica
de raiz edarizosfera de plantas dérachiaria decumbene Brachiaria
humidicol:. Letras mailsculas comparam o0s nichos por espégjetal,
letras mindsculas os nichos entre si de ambaspagies vegetaisLetras
iguaisnédo diferem significativamente entre si a 5% déabdidade pelc
teste de Scc-Knott.

Os dados obtidos nessa pesqiconcordamcom os resultados observados
Dias et al. (2009) e Bece-Castro et al. (2011) analisando raiz e rizoplangldatas
de morango e orquidea, respectivametporque ndo observaram diferencas
densidade poputgonal entre nichos, porém Castro et al. (201X)r@&ram que elevada
densidade de bactérias no rizoplano € esperadeooidendo dos dados de Prakamh
et al. (2009), que observaram haver variacdo dsidie populacional entre nichos
plantas de arrozLogo, é extremamente variavel a relacdo da dersigagulaciona
bacteriana com os diferentes nichos de colonizhg@teriana em diferentes espél
vegetais.
3.3.2 Identificacdode bactérias com aracteristicas de promocéo de crescimen

vegetal

Moreira et al. (2010), Araujo et al. (2010) e Sanebal. (2012) afirnram que
bactérias diazotréficas associadas as gramineasnmpaierece, além da fixacao
biologica de nitrogéniomais de um mecanismo de promocao de crescimentialg

como a prodgéo de acido indol acético (AlA) e solubilizacadfafato inorganict
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Das 80 bactérias isoladas, 42 sa®dbumidicola(14 endofitica de raiz e 28 da
rizosfera) e 38 ddB. decumbeng20 endofitica de raiz e 18 da rizosfera), e seus
resultados para os testes de fixagao de nitroggmarjucdo de AIA com e sem a
presenca do aminodcido precursor L-triptofano e@bslitacdo de fosfato inorganico
estdo na tabela 3.2. Assim, 43,7% dos isoladoanfguasitivos para dois ou trés
mecanismos de promocao de crescimento e 56,2%eapaesEm-se positivos para as
quatro analises, tendo como destaque o nicho éiwdotie raiz com 60,0% destes.
Segundo Richardson et al. (2009), pode-se espequiaras bactérias endofiticas
apresentam vantagens em relacdo as epifiticasgcgboanizarem o interior do tecido
vegetal, estando em intima relacdo com a plantaitamalo nichos mais propicios
(estavel e uniforme) para a expressao dos mecasisi@&@romocao de crescimento

vegetal (Ferrara et al., 2011).

Tabela 3.2. Avaliagdo da fixacdo biologica de wgémio, solubilizacdo de fosfato
inorganico e producao de AIA, via dependente e peddente de L-
triptofano, de 80 isolados bacterianos associagda@gaminea8rachiaria
decumbeng Brachiaria humidicola Os valores, em cada coluna, seguidos
de mesma letra indicam auséncia de significantaistsca de acordo com
o teste de Scott-Knotp€0,05)

Producéo de AlA(g mL™Y)

L : ,
Isolados Espécie Vegetal Nicho FBN Com L-Trip. Sem L-Trip, IS
UAGB 101 BH ER + 16,76 f 12,62 c 3,02c¢c
UAGB 102 BH ER + 7,27 f 2,61d 2,05¢c
UAGB 103 BH ER + 511f 4,38d 1,85¢c
UAGB 104 BH ER + 131,39 a 37,80 a 4,05b
UAGB 105 BH ER + 51,78 d 23,87 b 3,05¢c
UAGB 106 BH ER + 49,23 d 26,33 b 3,49b
UAGB 107 BH ER + 83,87b 35,56 a 3,89b
UAGB 108 BH ER + 9991 b 4,94d 527 a
UAGB 109 BH ER + 86,50 b 44,14 a 3,79b
UAGB 110 BH ER + 2,09 f 0,85 f 3,73b
UAGB 111 BH ER + 67,78 c 35,34 a 1,70c
UAGB 112 BH ER + 90,29 b 42,46 a 331b
UAGB 113 BH ER + 92,67 b 39,14 a -
UAGB 114 BH ER + 81,45b 29,01 b 4,86 a
UAGB 115 BH RIZ + 86,19 b 37,93 a 5,90 a
UAGB 116 BH RIZ + 73,47 c 4,94d -
UAGB 117 BH RIZ + 15,98 f 5,07d 520a
UAGB 118 BH RIZ + 20,81 e 9,69 c 3,31b
UAGB 119 BH RIZ + 3,73 f 15,60 c 2,79c
UAGB 120 BH RIZ + 6,66 f 2,53d 1,50 c
UAGB 121 BH RIZ + 9,95 f 3,26d 2,02c
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(Continuagéo Tabela 3.2)

Producéo de AlA(g mL™Y)

L . . ,
Isolados Espécie Vegetal Nicho FBN Com L-trip. Sem L-trip, IS
UAGB 122 BH RIZ + 25,64 e 3,42d -
UAGB 123 BH RIZ + 20,34 e 541d -
UAGB 124 BH RIZ + 15,89 f 5,93d 4,09b
UAGB 125 BH RIZ + - - 1,47 c
UAGB 126 BH RIZ + 6,63 f 8,95¢c 4,42 b
UAGB 127 BH RIZ + 10,94 f 11,28 c 6,07 a
UAGB 128 BH RIZ + 10,98 f 8,87 c 3,05c
UAGB 129 BH RIZ + 7,62 f 3,56d 3,68b
UAGB 130 BH RIZ + - 7,14d 4,02b
UAGB 131 BH RIZ + 0,56 f 1,11d 2,36 ¢
UAGB 132 BH RIZ + 1,36 f 9,93 ¢ 4,61b
UAGB 133 BD RIZ - 31,90e 9,77 c -
UAGB 134 BD RIZ + - 6,28 d -
UAGB 135 BD RIZ + - 585d -
UAGB 136 BD RIZ + 6,76 f 7,83 ¢ -
UAGB 137 BD RIZ + - 14,30 c -
UAGB 138 BD RIZ + 22,49 e 11,37 c 6,55 a
UAGB 139 BD RIZ + 4,72 f 2,53d 5,48 a
UAGB 140 BD RIZ + 25,21 e 10,16 c 3,78 b
UAGB 141 BD RIZ - 21,29 e 3,77 d -
UAGB 142 BD RIZ - 16,46 f 6,06 d -
UAGB 143 BD RIZ - 25,43 e 6,67d 3,85b
UAGB 144 BD RIZ + 4,43 f 2,66d 2,04c
UAGB 145 BD RIZ + 5,50 f 10,12 c 3,55b
UAGB 146 BD RIZ + - 0,88d 341b
UAGB 147 BD RIZ + 10,55 f - 4,26 b
UAGB 148 BD RIZ + 3,00 f 2,05d 3,87b
UAGB 149 BD RIZ + - 1,02d 455b
UAGB 150 BD RIZ + 5,03f 3,99d 3,15¢c
UAGB 151 BD ER + 46,95d 9,42 c 1,62 ¢
UAGB 152 BD ER + 120,91 a 14,69 c 1,14 c
UAGB 153 BD ER + 6,06 f - 2,00 c
UAGB 154 BD ER + 100,08 b 14,64 c 2,05c
UAGB 155 BD ER + 93,23 b 24,44 b -
UAGB 156 BD ER + 67,17 c 20,80 b 1,37¢c
UAGB 157 BD ER + 41,94d 5,89d 1,46 c
UAGB 158 BD ER + 34,83 e 9,04 c 1,84c
UAGB 159 BD ER + 24,30 e 2452 b -
UAGB 160 BD ER + 62,22 c 21,24 b -
UAGB 161 BD ER + 7,48 f 19,61 b -
UAGB 162 BD ER + 12,79 f 36,85 a -
UAGB 163 BD ER + 78,30 c 20,68 b -
UAGB 164 BD ER + 8,13 f 34,27 a -
UAGB 165 BD ER + 6,75 f - -
UAGB 166 BD ER + 12,19f 30,56 a 2,25c¢
UAGB 167 BD ER + 138,64 a 15,94 ¢ -
UAGB 168 BD ER + 32,18 e 19,48 b 2,58 ¢
UAGB 169 BD ER + 19,65e 6,88d 2,57c
UAGB 170 BD ER + 76,54 c 22,36 b 2,07c
UAGB 171 BH RIZ + 19,13 e 20,12 b -
UAGB 172 BH RIZ + 2991e 18,39 b 164 c
UAGB 173 BH RIZ + 31,47 e 10,55 ¢ -
UAGB 174 BH RIZ + 26,94 e 6,71d -
UAGB 175 BH RIZ + 14,82 f 3,52d -
UAGB 176 BH RIZ + 23,49 e 11,07 c -
UAGB 177 BH RIZ + 19,04 e 18,18 b -
UAGB 178 BH RIZ + 1991e - 1,70 c
UAGB 179 BH RIZ + 412 f 2,35d 1,63 c




34

(Continuagéo Tabela 3.2)

Producéo de AlA(g mL™Y) S
Com L-trip. Sem L-trip.

Isolados Espécie Vegetal Nicho FBN

UAGB 180 BH RIZ + 21,16 e 6,06 d -

IS = indice de solubilizag&o de fosfato inorganico

BH = Brachiaria humidicola/ BD =Brachiaria decumbens
RIZ = Rizosfera / ER = Enddfitico de raiz

+ = Isolado positivo / - = Isolado negativo

Em relacdo as espécies Bieachiaria avaliadas, ambas apresentaram frequéncia
de isolados positivos semelhantes para os quatrcam®gnos de caracterizacao
fenotipica, evidenciando que as bactérias poteneidle diazotroficas associadas as
plantas do génerdrachiaria apresentaram elevado percentual de isolados com
potencial para o crescimento vegetal.
3.3.2.1 Bactérias potencialmente fixadoras de nitg&nio atmosférico

Os isolados bacterianos potencialmente fixadoremfaeinoculadas em meio
NFb semi-sélido, com 95,0% sendo positivo (Tabel. 3/arios trabalhos isolaram e
identificaram a associacdo de bactérias diazoa®ficom gramineas forrageiras em
diferentes nichos de colonizacgéo, tais como, Ramod et al. (2004) que trabalharam
com B. decumbensB. humidicolae B. brizantha,cultivadas na regido do Cerrado
brasileiro. Brasil et al. (2005) observaram a asg§@o de bactérias fixadoras de
nitrogénio nos nichos solo, raiz e folha da gramie&dética B. humidicola e das
gramineas nativa&lyonurus muticus(capim corona) eAxonopus purpusiicapim
mimoso) cultivadas no Pantanal Sul Matogrossense.

Silva et al. (2010), constataram que as gramiBedgecumben®. humidicolae
Pennisetum purpureunfcapim elefante) cultivadas na Zona da Mata dadestde
Pernambuco, apresentaram associacdo com bact@zdagrdficas. Garrido et al. (2010)
trabalhando com pastagem &anicum maximun(capim mombaca)Dichanthium

aristatum e Brachiaria spp., cultivadas na microrregiao do Cesar VallbaBa na
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Colémbia, identificaram a associacdo das trés greasi forrageiras com bactérias
diazotrdficas.

Desta forma, fica evidente a associacdo entre gemmiforrageiras e bactérias
diazotroficas nos mais diversos nichos (neste linabaizosfera e endofitico de raiz),
areas de cultivos e espécies vegetais.
3.3.2.2 Avaliacao de bactérias produtoras de acidodol acético (AlA)

Quanto a producédo bacteriana de AlA, via deperdenindependente de L-
triptofano, dos 80 isolados avaliados em meio amesde L-triptofano, 91,2% foram
positivos, valor superior ao encontrado por Prakanghet al. (2009), que observaram
62,7% dos isolados bacterianos de arroz produzfido Os dados resultantes da
quantificacdo foram submetidos ao teste de ScoadtiKievando em consideracdo as
bactérias e suas respectivas producdes. O tesipoagas producdes em seis grupos
distintos (Tabela 3.2), onde o grupo “f” obtevetdgqae, contendo aproximadamente
43,6% dos isolados avaliados, estes com as mep@@scdes de 0,56 a 16,46 mL?,
seguido do grupo “e”, com aproximadamente 28,1% idokdos produzindo entre
19,04 e 34,83ug mL*. No entanto, 28,2% dos isolados € dividido pejospos
restantes, estes com producédo entre 41,94 e 138,611 com o isolado UAGB 167,
destacando-se como maior produtor via dependerttgtigano.

As concentracdes de AlA obtidas neste trabalhavi@aperiores as encontradas
na literatura em estudo de micro-organismos emcassm com gramineas do género
Brachiaria, onde o pico de producao foi de 1@ mL* com a estirpe dazospirillum
amazonensem associacao coBh brizantha (Reis Junior et al., 2004), ja as producdes
de AIA encontrados neste trabalho foram bem sugesrias encontradas por Kuss et al.
(2007) trabalhando com bactérias diazotroficas@adas a raizes de plantas de arroz,

onde a producéo variou de 2,79 a 13,¢ML™.
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Com relacdo as bactérias avaliadas em meio seméscano do L-triptofano,
Jensen & Bandurski (1994) e Baldotto et al. (20dfmaram que bactérias podem
apresentar a capacidade de produzir AIA indeperddat aminoacido precursor L-
triptofano, fato este observado em 93,7% dos isslagvidenciando que bactérias
associadas as gramineas do génBrachiaria apresentaram mais de uma rota
bioquimica para producéo de AlA.

O teste de Scott-Knott agrupou as producdes emmaygaipos distintos (Tabela
3.2), onde o grupo “d” obteve destaque, contendwamr percentual, com 41,3% dos
isolados avaliados, com os menores valores de g#odtendo variacao 0,85 a 7 g
mL™ e 0 grupo “a” com as maiores producdes, com 13l88%4dsolados e variacao entre
30,56 a 44,189 mL* com o isolado UAGB 109, destacando-se como nmimstutor
via independente de triptofano.

Os valores de producéo foram superiores aos emacmstrpor Egamberdiyeva
(2007) com bactérias associadas a plantas de milteopbteve no maximo 7,4y mL™.
Como encontrado em outros trabalhos, 0 meio ad@smm L-triptofano apresentou
producdo bem mais acentuada em relacéo a prodegéa stilizacdo do aminoéacido L-
triptofano (Asghar et al., 2007; Kuss et al., 20B@jdotto et al., 2010). Barazani &
Friedmam (2000) e Radwan et al. (2005) afirmaramne qu L-triptofano, quando
acrescido no meio de cultivo bacteriaimovitro, proporciona aumento na sintese de
AlA.

Kuklinsky-Sobral et al. (2004) avaliando a comudeldacteriana produtora de
auxina associada a plantas de soja constatarano geaotipo da planta e nicho de
colonizacdo podem influenciar a producdo desséditadnio. No presente trabalho,
também foi observado que a producéo de AlA, coene G acréscimo do L-triptofano,
0S nichos e as espécies vegetais apresentaran@nicithy segundo o teste de qui-

quadradoy?), com os maiores percentuais de isolados tenadeziasdio com a graminea
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B. humidicolae pertencente ao nictendofitico de raiz (Figura 3), destacanc-se os

isolados de maiores produgivia independente do aminoaciddriptofano

Rizosfera

humidicol

Figura 3.3. Frequénciaelativa (%)de isolados positivos para os testes de produg
acido indol acético (AIA) com e sem a presencarmaacido precursc
L-triptofano in vitro, associados @rachiaria decumbene Brachiaria
humidicolanos nichos endofitico de raiz e rizosfera.

Tais lesultados foram semelhantes aos encontrados pdingky-Sobral et al.
(2004), onde o nicho endofitico de raiz apresentmior percentual de linhage
produtoras de AIA @iscordim do trabalho déli et al. (2008) e Araujo et al. (201(
onde o nicho comaior producéo foi a rizosfer
3.3.2.3 Avaliagéo de bactérias solubilizadoras de fosfatmorganico

Foi observado que 66,2% das bactérias foram capzesolubilizar fosfat
inorganico, maior percentual que o encontrado rian € al. (2010) e Naik et a
(2008), trabalhando com isolados de amendoim e arroz, cegpment. Os dados
dessa pesquisaomcordim com os deBarroti & Nanhas, (2000) que conaram a
associacdo de bactérias solubilizadoras de fosfatoassociacdo com mineas do

géneroBrachiaria, ondeos autoresfirmam que as bactérias solubilizadoras de fo:

séo favorecidas pelo plantio da braquiéria sem aghd
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Figura 3.4. Placa de Petri evidenciando o cresdionbacteriano em meio contendo
fosfato insolivel, com halo de solubilizacdo ao oredla col6nia
bacteriana.

De acordo com a andlise estatistica do teste di-IStott, pode-se observar a
divisdo dos isolados em trés grupos (Tabela 3rfJe @ grupo “c” variou com indice de
solubilizacéo (IS) de 1,14 a 3,15, com 50,9% dowdos, o grupo “b” com 35,8% dos
isolados, com IS variando de 3,31 a 4,61 e o grigdocom 13,2% dos isolados
positivos com variacao entre 4,86 a 6,55 do IS.

Classificando-se os IS segundo a recomendacéoedaddero et al. (1976),
Hara & Oliveira, (2004) e Chagas Junior, (2007)kxo (IS < 2,0), médio (IS de 2,0 a
4,0) e alto (IS > 4,0). Observou-se que 77,3% sosdos positivos apresentaram IS de
meédio a alto (Figura 3.5), indicando a existénaaetbvada frequéncia de bactérias
associadas as gramineas do géBeatchiaria, com elevado potencial de solubilizacédo
de fosfato inorganico, destacando-se o isolado UAK3B, com IS = 6,55, o0 que
concorda com Alam et al. (2002) e Lira-Cadete ei{2012) que encontraram maior

percentual de isolados com IS mediano, em bactasssciadas ao milho e cana-de-

acucar, respectivamente.
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HBaixo (IS< 2,0 ®Médio (IS de 2,0 a 4,0) “Alto (IS > 4,0

Figura 3.5. Frequéncierelativa (%)de isolados solubilizadores de fosfatigundo o
padréo de classificacdo de intensidade do indic®ldéilizaca.
Considerando a espécie e o nicho de origem daadiselbacteriancanalisadas
pelo teste dg?, o qual revelou que as mesmos sofreraméncia, a espécie vegeB.
humidicolae o nicho endofitico de raiz, obtiveram destaquehas com os maiore
percentuais dos seus isolados positivos, 73,8 6%, respectivamente. Nao f
observado diferenga segundo o testy?, quando analisado o nicho rizosfera entr
espécies vegetass entre 0s nichos da gramirB. decumbenéFigura3.6). Inimeros
fatores interferem na interacdo bactéria/plantanacgor exemplo, o gendtipo

hospedeiro, idade do mesmo, entre ol (Compant et al., 2010).

100

Frequéncia de isolados
positivos
N
o

Endofitica de rai Rizosfera Endofiticade rajz Rizosfera

Brachiaria decumbe Brachiaria humidicol

Figura 3.6. Frequéncierelativa (%)dos isolados bacterianos associados a rizost
raiz de plantas dBrachiaria decumben® Brachiaria humidicoli em
relacdo a capacidade de solubilizar fosfato inaogéin vitro.
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Observou-se, no entanto, que as bactérias dafeiaode ambas as espécies
vegetais apresentaram os maiores valores de ISe N@sbito, Barea et al. (2005)
descreveram que no nicho da rizosfera € onde smeaas maiores concentracdes de
micro-organismos solubilizadores de fosfato (fafio mwbservado neste trabalho), estes
mais metabolicamente ativos que 0s encontradoderoais nichos em associacdo com
0 vegetal. JA Moreira et al. (2010) afirmaram queyesformance das bactérias
solubilizadoras de fosfato apresenta variacao delacom a planta hospedeira.
3.3.2.4 Avaliacdo da producao de enzimas extracedues

Os resultados do indice enzimatico (IE), que exsares relacdo do diametro

médio do halo de producéo enzimatica e o diameédiarda colénia bacteriana (Figura

3.7), estado apresentados na tabela 3.3.

Figura 3.7. Placas de Petri evidenciando o crestonbacteriano e producao de
enzimas extracelulares, caracterizada pelo haltedeadacédo ao redor da
colénia. A) Producéo de celulase; B) Producao déaaa) C) Producéo de
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pectinase pH 8,0 (pectato liase) e D) Producao eirase pH 5,0
(poligalacturonase).

Tabela 3.3. Producao de enzimas extracelularegldsel pectinase pH 5,0, pectinase
pH 8,0 e amilase) e producdo da moléguarum sensingor 80 isolados
bacterianos associados aos nichos rizosfera e igndofle raiz das
graminea®rachiaria decumbens Brachiaria humidicola Os valores, em
cada coluna, seguidos de mesma letra indicam aasé@acsignificancia
estatistica de acordo com o teste de Scott-Kpe@,05)

lsolados  ESPECie iy o s indice Enzimatico
Vegetal Celulase Pect. pH5,0 Pect.pH8,0 Amilase
UAGB 101 BH ER + - - - -
UAGB 102 BH ER - - - 2,73 c¢c 191c
UAGB 103 BH ER - - - 3,80b 2,34 b
UAGB 105 BH ER + 1,68 c - - -
UAGB 106 BH ER + 1,65c - - -
UAGB 109 BH ER + - - - -
UAGB 110 BH ER + 6,71 a - - -
UAGB 111 BH ER - - - - 3,65a
UAGB 113 BH ER - - - - 2,29b
UAGB 115 BH RIZ + - - - -
UAGB 116 BH RIZ + - - 5,48 a -
UAGB 117 BH RIZ - - - - 2,25b
UAGB 118 BH RIZ - 1,28 ¢ - - -
UAGB 119 BH RIZ + 1,23 ¢ - - -
UAGB 120 BH RIZ + - - - -
UAGB 121 BH RIZ + - - - -
UAGB 122 BH RIZ - 3,11b - - -
UAGB 123 BH RIZ + - - - -
UAGB 124 BH RIZ - - - - 1,76 c
UAGB 125 BH RIZ + - - - -
UAGB 126 BH RIZ + - - - -
UAGB 128 BH RIZ + - - - -
UAGB 129 BH RIZ + - - - -
UAGB 130 BH RIZ + 3,37b - - -
UAGB 132 BH RIZ + 3,30b - - -
UAGB 134 BD RIZ + - - - -
UAGB 135 BD RIZ + - - - -
UAGB 136 BD RIZ + - - - -
UAGB 137 BD RIZ + - - - -
UAGB 138 BD RIZ + - - - -
UAGB 139 BD RIZ + - - 2,98 c -
UAGB 141 BD RIZ + - - - -
UAGB 143 BD RIZ - - - - 1,37 c
UAGB 144 BD RIZ - 3,88b - - -
UAGB 145 BD RIZ - - 534 a - 2,96 a
UAGB 146 BD RIZ + - - - -
UAGB 147 BD RIZ + - 476 a 3,74 b -
UAGB 148 BD RIZ + - - - -
UAGB 149 BD RIZ + - - - -
UAGB 150 BD RIZ - 1,03 c 6,27 a 439b 2,47Db
UAGB 152 BD ER + * - - -
UAGB 153 BD ER + * - - -
UAGB 154 BD ER - * - 1,09d -
UAGB 155 BD ER - * - 1,19d -
UAGB 156 BD ER + * - 1,17d -
*

UAGB 158 BD ER + - 1,22d -
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(Continuagéo Tabela 3.3)

Isolados  ESPécie .o 0s indice Enzimatico
Vegetal Celulase Pect.pH5,0 Pect.pH 8,0 Amilase
UAGB 160 BD ER - * - 1,58d -
UAGB 161 BD ER - * - 1,58d -
UAGB 162 BD ER + * - 2,53 ¢ -
UAGB 163 BD ER + * - - -
UAGB 165 BD ER + * 2,33b - -
UAGB 167 BD ER + * - - -
UAGB 168 BD ER + * - - -
UAGB 169 BD ER + * - - -
UAGB 170 BD ER + * - - -
UAGB 172 BH RIZ + * - - -
UAGB 173 BH RIZ + * - - -
UAGB 174 BH RIZ + * 3,64b - -
UAGB 175 BH RIZ + * - - -
UAGB 176 BH RIZ + * - - -
UAGB 177 BH RIZ - * - 581a 1,08 c
UAGB 178 BH RIZ + * - - -
UAGB 179 BH RIZ + * - - -

QS =quorum sensing

BH = Brachiaria humidicola/ BD =Brachiaria decumbens

RIZ = Rizosfera / ER = Endofitico de raiz

+ =Isolado positivo / - = Isolado negativo* /= Isolados néo testados

O teste de producdo enzimatica demonstrou quetdbde isolados testados,
38,75% foram capazes de produzir pelo menos undipenzima, 6,2% foram capazes
de produzir dois tipos de enzimas, 1,2% o0s qudbastde enzimas, como o isolado
UAGB 150. Dos isolados positivos, 64,5% apresentaralores de IE superior a 2,0. O
IE superior ou igual a 2,0 € considerado para temiaar uma bactéria como boa
produtora de enzimas extracelulares em meio sdhidatro (Alves et al., 2002), este
apresentando-se como ferramenta que vem a faaliselecionar isolados, além de
permitir uma comparacao de diferentes producdesi(Cat al., 2006).

O teste de producdo de celulase demonstrou, queb@adsolados testados,
20,0% foram capazes de produzir celuiasétro, valor bem inferior ao encontrado por
Prakamhang et al. (2009) de 96,1% dos isolado®aabs de arroz. O teste de Scott-
Knott para producao de celulase identificou trégpgs, o grupo “c” com 50,0% dos
isolados positivos com valores de IE inferiores@ 2 os demais grupos com variacao

de IE de 3,11 a 6,71 (Tabela 3.3).



43

Analisando a espécie vegetal e nicho segundo ® dexy?, foi observad que os
mesmos influenciaram o0s resultad, sendo observada a maior percentagem
isolados positivos assacos aBrachiaria humidicolae o nicho endofitico de raiz cc
25,0 e 21,4%respectivamente, tendo destaque o isolado UAGBcbh® IE de 6,71
Quando analisados os nichos por espécie (F3.8) o teste dg2 apontou significanci
tanto entre nichos dentro da espécie vegetal cacmm$ por espécie vegetal, tendc

sobressaido a rizosfera da espB. humidicola

Frequéncia de isolados
positivos

Endofitica de rai Rizosfera Endofiticade raiz  Rizosfera

Brachiaria decumbe ‘ Brachiaria humidicol

H Celulasi ®Pectinase pH 5,0 4 Pectinase pH 8, HAmilase

Figura 3.8. Frequénciarelativa (%) dos isolados bacterianos positivos associac
rizosfera e raiz de plantas ddBrachiaria decumber e Brachiaria
humidicol: em relacéo a producao de celulase, pectinase as&in vitro.

Ainda ndo foram elucidadas todas as formas de @@t das bactérii
endofiticas, entretanto s-se que algumas cepas blactérias epifiticas podem penr

na planta tornandse endofitica (Compant et al., 2010). Uma das pessformas di

penetracdo e permanéncia dos isolados endofitigaoglanta, é a sintese da enz

celulase, facilitado o processo de colonizagétretanto de forma regulada esta enz
apenas é sintetizada no inicio da colonizacdo (®eetal., 2001; Rosenblueth

MartinesRomero, 2006; Compant et al., 2010). Elevados galde IE também fora

observados em isolados do nicho rizosfera, cons@ados UAGB 144 e UAGB 13

com IE de 3,88 e 3,37, respectivame
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O teste de producéo de pectinases, em pH 5,0 §ettgronase) e 8,0 (pectato
liase) demonstrou que dos 80 isolados testados,e6B,7% foram positivos,
respectivamente, valor bem inferior ao encontrado Rrakamhang et al. (2009) de
60,8% dos isolados bacterianos de arroz. O tesBedi-Knott para a pectinase pH 5,0
identificou dois grupos, o grupo “b” com 40,0% deslados positivos e variacao do IE
de 2,33 a 3,64 e o grupo “a” com 60,0% dos isolgusstivos, este variando o IE de
4,76 a 6,27 (Tabela 3.3), ressaltando que em awdgsupos os valores de IE foram
superiores a 2,0. Quando analisada a espécie Vvegatdos de colonizagéo, o teste do
¥2 revelou que os mesmos influenciaram os resultatbstacando-seB decumbens
o nicho endofitico de raiz, este se sobressaindodp analisado os nichos dentro das
espécies vegetais (Figura 3.8). Porém, foi no nictasfera com o isolado UAGB 150
que se observou o maior IE, com 6,27.

Para producédo de pectinase a pH 8,0 (pectato lias&dste de Scott-Knott
identificou quatro grupos, onde o grupo “d” com(%0, de isolados positivos, teve
variacdo do IE de 1,09 a 1,77 e os demais grupwsG®0% dos isolados positivos,
todos com valores de IE superiores a 2,0 (com gawiae IE 2,25 a 5,81) (Tabela 3.3).
Quando analisada a espécie vegetal e nichos deizajéo, o teste d@ revelou que os
mesmos influenciaram os resultados, tendo destasjisnlados do nicho endofitico de
raiz e da espécieB. decumbengFigura 3.8), porém o nicho rizosfera foi o que
apresentou os isolados com os maiores valores,d¢AEB 177, UAGB 116 e UAGB
150, estes com producéao de 5,81; 5,48 e 4,39,atb&g@ente.

A celulase e a pectinase compreendem a classe zilmasndenominadas de
degradadoras de parede celular vegetal, que s&@lmzidas pelos micro-organismos
com intuito de romper a parede celular das plambapedeiras, como forma de facilitar
a penetracdo e consequentemente a colonizacdoavég§dveira & Freitas, 2007;

Prakamhang et al., 2009).
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Atualmente, vém-se descobrindo grande variedadenideo-organismos que
apresentam um elevado potencial biotecnolégicovenviem intima interagdo com as
plantas. Com destaque para as bactérias endqfitjoascolonizam um ambiente de
menor competitividade por nutrientes e por apr@sent potencial producdo de
enzimas extracelulares com capacidade de degramlapostos organicos como
celulose, pectina, entre outros (Krause et al.6200

O teste de producéo de amilase por bactérias edldel braquiaria demonstrou
que dos 80 isolados testados, 11,2% sao positivase(a 3.3), valor este inferior ao
encontrado por Oliveira et al. (2007) de 36,8% idotados positivos. De acordo com
teste de Scott-Knott, os isolados foram subdiviglidm trés grupos, onde o grupo “c”
teve variacdo do IE entre 1,08 a 1,91 com 44,4%islwados positivos, os demais
grupos tiveram variacao de IE entre 2,29 a 3,65 5615% dos isolados positivos. Os
isolados bacterianos produtores de amilase asssceglantas do géneBrachiaria
apresentaram IE superior ao encontrado por Olivetral. (2007) trabalhando com
isolados de rizobios, estes com IE maximo de 3,1.

Comparando as espécies vegetais e nichos, adtegtegevelou que os mesmos
influenciaram os resultados, pode-se observar\alémecia deB. humidicolae o nicho
endofitico de raiz (Figura 3.8), com destaque pasmlado UAGB 111 com IE de 3,65.
A producdo enzimatica por micro-organismos apresetgvado interesse industrial,
entre estas a amilase que se caracteriza comoesiadal importancia e utilizacao
biotecnoldgica (Uenojo & Pastore, 2007). Dentreierentes fontes em que as enzimas
amilases podem ser obtidas (plantas, animais e+arganismos), as provenientes dos
micro-organismos apresentam vantagens, como anféaiipulacdo e a capacidade de

producao de forma econdémica (SouzM&galhdes, 2010).
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3.3.2.5 Bactérias produtoras de moléculagiorum sensing

A producdo de ALH, moléculguorum sensingfoi constatada em 56,2% dos
isolados deBrachiaria analisados (Tabela 3.3), valor este bem infertoeacontrado
por Pinton et al. (2010) com 96,0% dos isoladostipos, analisando rizobactérias de
hortalicas, para formacédo de biofilme, onde pogleregulado pelo mecanismo de
monitoramento populacionguorum sensingChoudhary et al., 2009). Na figura 3.9
podemos observar um isolado positivo para a praddgadmoléculaguorum sensing,
gue apresentou coloracdo azulada da bacté&gmobacterium tumefacien®NTL4

(pZLR4), biossensor de ALHSs, distribuida horizomtahte.

Figura 3.9. Producéo da molécgjaorum sensingisualizado através da mudanca de
coloracdo da bactéridAgrobacterium tumefaciendNTL4 (pZLR4),
inoculada horizontalmente, utilizada como contr@esitivo ficando
azulada na presenca da moléagleorum sensingALH), produzida pelo
isolado bacteriano ddérachiaria. A) Bactéria negativa; B) Bactéria
positiva.

Ambas as espécies vegetais analisadas obtiveram daab0,0% dos isolados
positivos B. decumben§5,2% eB. humidicola57,1%), para os nichos os isolados de
rizosfera foram 0s que apresentaram o0 maior pergemte positivos com 65,2%
(Tabela 3.3). Entretanto, segundo o testg@lmao houve influéncia entre os nichos e
espécies vegetais. Quando analisado os nichosodéasr espécies vegetais, 0 nicho

rizosfera deB. humidicolaobteve destaque, segundo o testgzdEigura 3.10).
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100

Frequéncia de isolados
positivos

Endofitica de rai Rizosfera Endofitica de rai: Rizosfera

Brachiaria decumbe Brachiaria humidicol

Figura 3.10.Frequénciarelativa (%) dos isolados bacterianos positivos associac
rizosfera e raiz de plantas cBrachiaria decumber e Brachiaria
humidicol: em relacéo a producdo da moléeayl@rum sensir.

A producéo danoléculaguorum sensingode regular a formacao de biofil
no interior e exterior da planta, occm pela colonizacdo vertical através do aum
progressivo de bactérias, o crescimento e a d&pelas células microbianas c
subsequente aumento na producdo do biofilme pelamearas espécies bacteria
(Xavier & Fogen, 2007), tendo diferentes funcdes, tais conrotecdo, resisténci
aderéncia, entre outras (Melo et al., 2I.

3.3.3 Caracterizacao da diversidade genémic
3.3.3.1 Diversidade genética de bactérias potencialmente afhotroficas
associadas a gramineas do géneBrachiaria

A analise da diversidade genética por meio do -PCR permitiu observar
perfil das bandas geradas (Figi3.11), sendo avaliadas por meio do diograma

construido com base na matriz de similaridade deadd (Figur:3.12).
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Figura 3.11. Perfis genbmicos gerado pela amptifioado iniciador BOXALR de parte
dos isolados potencialmente diazotréficos. Em gehghrose a 1,5%. M =
marcador 1 Kb.; 1 a 16 = isolados bacterianos.
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Figura 3.12. Dendrograma obtido pelo agrupamerdbzeslo pelo algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Aage a partir da
matriz de similaridade genética de 80 isoladosedbaetos, associados a
rizosfera e raiz, de plantas d&rachiaria decumbense Brachiaria
humidicola D/E = B. decumbensehdofitico de raiz; D/R =B.
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decumbensizosfera; H/E =B. humidicolaéndofitico de raiz; H/R B.
humidicolafizosfera. O coeficiente de Jaccard foi utilizadarap a
construcdo da matriz de similaridade. Os numeresnds do dendrograma
indicam o valor da porcentagem de vezes que 0 gsapoeu N0 Mesmo
no durante @ootstrapde 1000 repeticdes

O coeficiente de similaridade de Jaccard evidenoitiu grupos ¢lustery com
alta variabilidade entre os isolados, porém entohas e plantas hospedeiras, foi
observado que 21,2% dos isolados apresentaram #@0%milaridade, oriundos da
mesma espécie vegetal e nicho, ndo havendo isotadosal semelhanca entre plantas
ou nichos. Elevada diversidade de bactérias cuktig&oram encontradas por Rocha et
al. (2010), trabalhando com plantas de bat@tdafum tuberosuyncom isolados com
100 e 90,0% de similaridade encontrados no nitusfera.

Os dados desta pesquisa concordam com os dadasrados por Reis Junior
et al. (2006), analisando isoladosBlachiaria, que apresentaram 28,7% similaridade
acima de 70,0%, evidenciando que bactérias didimmisdassociadas a gramineas do
géneroBrachiariaapesar de sua elevada diversidade, apresentanmsggiupitares

Ao analisar oxclusters,foi constatado o agrupamento por nichos e espécies
vegetais, com elevada dissimilaridade, corroboratmio Prakamhang et al. (2009),
onde os tecidos das plantas de arroz influenciaransomunidade bacteriana e com
Veldzquez et al. (2008), observaram que espéciemmig-de-agucar influenciaram na
diversidade dos micro-organismos associados. Resdt semelhantes foram
encontrados por Moreira et al., (2008), onde faerbado alta dissimilaridade entre os
isolados diazotroficos das graminesachiaria e Andropogone Rodriges et al.
(2006), que afirmaram que o genodtipo da planta piodleenciar a diversidade
populacional de bactérias.

Recentemente a FBN tem sido bastante estudada ferentés espécies de
gramineas, tais como cana-de-acucar, milho e atevgjo-se encontrado elevada

diversidade de bactérias fixadoras de nitrogéniso@adas nos nichos avaliados
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(Bhattacharjee et al., 2008). Em gramindaschiaria decumbense Brachiaria
humidicola os isolados potencialmente diazotréficos assosiado rizosfera e
endofiticamente na raiz, apresentam elevada dilsgts genética, sendo observado a
formacao de grupos de isolados em relacéo ao eiespécie vegetal.
3.3.4 Caracterizacdo dos isolados quanto ao seu @8po e potencial
biotecnoldgico

A partir das bandas geradas pelo BOX-PCR e asteaisicas fenotipicas de
cada isolado foi construido um dendrograma com basenatriz de similaridade de
Jaccard. Analisando a caracterizacao genotipieaaipica dos 80 isolados bacterianos
€ possivel observar que a elevada diversidade rlzacieencontrada no dendrograma
genotipico é alterada quando incluidos as caratiter$ biotecnoldgicas, ocorrendo um
aumento na similaridade e um reposicionamento sldados, gerando a formacéo de

dezclusters estes agrupando isolados de mesmo nicho e esgatal (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Dendrograma obtido pelo agrupamerdbzeslo pelo algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Aage a partir da
matriz de similaridade genética e caracteristicasotipicas dos 80
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decumbens Brachiaria humidicola D/E = B. decumbenshdofitico de
raiz, D/R =B. decumbenstosfera; H/E =B. humidicolaéndofitico de
raiz; H/R =B. humidicolarizosfera. O coeficiente de Jaccard foi utilizado
para a construcdo da matriz de similaridade. Osenggnnos nés do
dendrograma indicam o valor da porcentagem de vgmeso Qrupo
ocorreu no mesmo no durant®ootstrapde 1000 repeticdes

Os micro-organismos diazotroficos apresentam unevadh diversidade
fenotipica e genética (Moreira et al., 2010). Qdados bacterianos com 100% de
similaridade de acordo com matriz de similaridageJdccard para a caracterizacao
genética, como os isolados UAGB 158 e UAGB 161, BAR 1 e UAGB 113 (Figura
3.12), quando acrescentado as caracteristicas,nt@ alteracdo no dendrograma,
indicando que isolados com 100% de similaridadeétigan ndo demonstram mesmo
potencial fisiolégico dos seus pares em ambientelatb@ratorio, pela avaliacédo

fisiologica de genes especificos.

34 Conclusbes

As gramineas forrageira®rachiaria decumbense Brachiaria humidicola
apresentaram elevada colonizacdo bacteriana pal@ecite diazotrofica na regido da
raiz e rizosfera, com os 80 isolados testados mdkibvarias caracteristicas fisioldgicas,
fixando nitrogénio atmosfeérico, solubilizando fdsfanorganico e sintetizando acido
indol acético (AIA) por mais de uma rota metabglicam e sem a presenca do
aminoacido precursor L-triptofano. Além de prodemir moléculagquorum sensing
enzimas extracelulares (celulase, pectinases esan), ambas com valores de indice
enzimatico superiores a 2,00.

O teste de BOX-PCR identificou elevada diversidatére os isolados das
diferentes espécies vegetais e nichos de colorizaciém é observado isolados com

100% de similaridade entre si e a formacdo de grupoclusters entre nichos e
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espécies vegetais. Isolados com 100% de similaridgenética apresentaram-se

positivos para diferentes caracteristicas fenapic
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4 CAPITULO 02

Diversidade da comunidade bacteriana cultivavel assiada as raizes d8rachiaria

Resumo: Na busca por alternativas que venham minimizaractgs ambientais
causados pelo uso indiscriminado de fertilizanie®genados, a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) por bactérias associadas a graamsifi@érageiras tem se tornado uma
alternativa inovadora. A comunidade bacteriana @ada aos vegetais apresenta
elevada diversidade genética e pode apresentaentiés mecanismos de promocao de
crescimento vegetal. Neste contexto, objetivou-selai e avaliar a densidade
populacional total de bactérias cultivaveis asstada as graminea8rachiaria
decumbens Brachiaria humidicola,cultivadas no municipio das Correntes, Agreste
Meridional do Estado de Pernambuco, além de varifsua diversidade genética e
fisioldgica. Para tanto, plantas & decumbeng B. humidicolaforam coletadas de
pastagens estabelecidas e amostras de raizes ieosfera foram utilizadas para o
isolamento de bactérias em meio de cultura TSA I0%pcase Soy Agar Dos
isolados obtidos, 100 bactérias foram avaliadasitqua capacidade de fixacdo de
nitrogénio, em diferentes concentracfes de NaQlpszacao de fosfato inorganico,
sob diferentes fontes de carbono, sintese de &uittd acético (AlA) por diferentes
rotas bioquimicas, producdo de enzimas extracekilgpectinas - pectato liase e
poligalacturonase - celulase e amilase) e de mialg€quorum sensinglo tipo N-acyl
lactona homoserina (ALH). A diversidade genética idolados bacterianos foi avaliada
por meio da técnica de BOX-PCR. Foi observado queramineas forrageireB.
decumbense B. humidicola apresentaram elevada associacdo com bactérias, com
densidade populacional com valores de unidade ftwraade coldnia por grama de
tecido vegetal fresco ou solo entre’ 2010, ndo diferindo entre espécies vegetais e
nichos de avaliacdo. Em relacdo a caracterizacAotifgcas, 57,0% dos isolados
apresentaram halo de crescimento no interior dm reicultura NFb, livre de fonte
nitrogenada, com a espédle decumbense sobressaindo com o maior frequéncia de
isolados positivos. Dezoito isolados diazotrofibmam avaliados quanto a fixagdo de
nitrogénio sob o aumento da concentracdo de saheio. Os isolados diazotréficos
provenientes da rizosfera apresentaram crescincenianiveis de 10,0% de sal. Quanto
a producéo de AlA, 66,0% dos isolados foram passticom destaque para o isolado
UAGB 69 com producdo de 162,10 pg Tte AIA, além de ter sido observado
influéncia do nicho (endofitico de raiz ou rizosfena producéo do fitohormoénio. Estes
isolados também apresentaram mais de uma rota ibiagu para producdo deste
fitohormonio (via independente de L-triptofano),rggm com valores de producao
inferiores. Para o teste de solubilizacdo de fosfiaorganico, 34,0% dos isolados
responderam positivamente, com 58,8% destes apaesenindices de solubilizacédo
(IS) entre médio e alto. Quando se comparou asciesp&egetais e nichos, B
humidicola se destacou juntamente com o nicho endofiticoaiie rEstes isolados
bacterianos também foram capazes de crescer dlgalufosfato em meios de cultura
com manitol e sacarose como fontes de carbonoseqendo maiores valores IS no
meio contendo sacarose. A producéo das enzimascehtlares (pectinase em pH 5,0 e
em 8,0 e amilase) foi evidenciada em 41,0% doswdeasl, com 22,0% produzindo um
tipo, 21,0% dois tipos e 4,0% trés tipos de enzifRasa todas as enzimas foi observado
isolados com valores de indice enzimatico (IE) sopea 2,0, valor considerado
adequado para caracterizar um isolado como bormufmodnzimatico em meio soélido.
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Para o teste da producédo de celulase, apenas B@lasoforam avaliados, sendo
observado que 52,8% foram positivos, porém os &slde IE ndo foram superiores a
2,0. Quando analisada a produc¢édo da molécula ADH% dos isolados apresentaram-
se positivos, porém néo foi observado influénci@eeos nichos e espécies vegetais. A
andlise da variabilidade genética pela técnica @X®CR demonstrou elevada
diversidade entre os isolados dos diferentes niehespécies vegetais, a maioria com
similaridade inferior a 70,0%, segundo a matrizégiea de Jaccard, porém ao avaliar a
formacao dos grupos amlusters,foi constatado o agrupamento dos isolados por nicho
ou espécie vegetal. Desta forma, pode-se conairag gramined3. decumbens B.
humidicola apresentaram elevada colonizacdo bacteriana &fivtotal na regido da
raiz, com elevada diversidade genética e potem®atrescimento vegetal, fixando
biologicamente o nitrogénio atmosférico, incluss@b alta concentracdo de sal no
meio, produzindo AIA, por diferentes rotas bioguias, solubilizando fosfato
inorganico, utilizando diferentes fontes de carbor® meio, produzindo enzimas
extracelulares (pectinase, amilase e celulase)l&niaquorum sensing

Palavras chavesBOX-PCR, fixagc&o biologica de nitrogénio, graminfasageiras,
potencial de crescimento vegetal, variabilidadettea
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Diversity of cultivable bacterial community associged with roots of Brachiaria

Abstract: In the search for alternatives that will minimieavironmental impacts
caused by the indiscriminate use of nitrogenouslifars, biological nitrogen fixation
(BNF) for bacteria associated with grasses hasrbecan innovative alternative. The
bacterial community associated with plant exhihitgh genetic diversity and may have
different mechanisms of plant growth promotion.this context, the objective was to
isolate and evaluate the total population denditgutturable bacteria associated with
Brachiaria decumbenand Brachiaria humidicola cultivated in the city of Correntes,
South Agreste of Pernambuco, and investigate iysiplogical and genetic diversity.
For this purpose, plants &. decumbenandB. humidicolapastures were established
and collected samples of roots and rhizosphere weee for isolation of bacteria in
medium TSA 10% (Tripcase Soy Agar). Of the isolal€® bacteria were evaluated for
the ability to fix nitrogen in different NaCl conaeations, solubilization of inorganic
phosphate under different carbon sources, synttadsiadole acetic acid (IAA) by
different biochemical pathways, production of egéldular enzymes (pectins - pectate
lyase and polygalacturonase - cellulase and amykasg quorum sensing molecules
like N-acyl homoserine lactone (ALH). Genetic dsigy of bacterial isolates was
assessed by BOX-PCR technique. It was observedhbajrasseB. decumbenandB.
humidicola showed strong association with bacteria, with dgnsalues of colony
forming unit per gram of fresh plant tissue or $mim 1¢ to 1¢, with no differences
between plant species and niches evaluation. Riegaitte phenotypic characterization,
57.0% of the isolates showed a halo of growth msite culture medium NFB, free of
nitrogen source, with the speciBs decumbengutting with the highest frequency of
positive isolates. Diazotroph eighteen isolates ewevaluated for the fixation of
nitrogen in the concentration of salt in the medidrhe isolates from the rhizosphere
diazotroph showed levels of growth with 10.0% s&kte production of IAA, 66.0% of
the isolates were positive, especially for isolate8iGB 69 with production of 162.10
ng mL* EIA, and has been observed influence of the ni@redophytic root or
rhizosphere) the production of the phytohormonesghisolates also had more than one
biochemical pathway for the production of the plmgiomone (independent pathway of
L-tryptophan), but with lower production values. st for solubilization of inorganic
phosphate, 34.0% of the isolates responded pdgitiwéh 58.8% of those presenting
rates of solubilization (IS) between medium andchhidyhen compared to plant species
and niches,B. humidicolastood out along with the root endophytic niche.e3é
bacterial isolates were also able to grow and siatelphosphate in the culture medium
with mannitol and sucrose as carbon sources, wiheh values in the IS medium
containing sucrose. The production of extracell@arymes (pectinase at pH 5.0 and
8.0 and amylase) was observed in 41.0% of thetesglavith 22.0% producing a kind,
two types 21.0% and 4.0% three types of enzymesakdhe isolated enzymes was
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observed with values of enzymatic index (El) gre#tan 2.0, considered adequate to
characterize a good producer as isolated enzymsoloh medium. For test production
of cellulase isolated, only 36 were evaluated anohdl that 52.8% were positive but the
values of the IE did not exceed 2.0. When we amalythe production of the HLA
molecule, 60.0% of the isolates were positive, iutinfluence was observed between
the niches and plant species. The analysis of geveatability by BOX-PCR technique
showed high diversity among isolates of differelhas and plant species, most with
less than 70.0% similarity according to Jaccardisegjc blueprint, but to evaluate the
formation of groups or clusters was found to clustgalysis by niche or plant species.
Thus, it can be concluded that the graf8edecumbenandB. humidicolahad high
total cultivable bacterial colonization in the ratea with high genetic diversity and
potential for plant growth, biologically fixing awspheric nitrogen, even under high
salt concentration in the middle, producing IAA Bifferent biochemical pathways,
solubilizing inorganic phosphate, using carbon eesirin the medium, to produce
extracellular enzymes (pectinase, cellulase and lam®y and quorum sensing
molecules.

Keywords: biological nitrogen fixation, BOX-PCR, forage gsas, genetic variability,
potential for plant growth
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4.1  Introdugao

E necessario uma maior atencdo para mudancas stesas agricolas que
tenham por finalidade a melhoria da qualidade antd@ieneste sentido a exploracdo da
diversidade microbiana associada as plantas podeutdezada para dar mais
efetivamente sustentabilidade aos ecossistemasaparéeicoamento da produgao, em
que a associacdo de gramineas e bactérias prosotieracrescimento vegetal
representem uma alternativa promissora para o mdésenvolvimento e desempenho
vegetal (Roesch et al., 2007; Dias et al., 200@n®yor et al., 2011), contribuindo para
producédo agricola, proporcionando mais alimenta pagado (Espinoza et al., 2011) e
reducao de custos com a diminuicao da utilizacdferdiéizantes industriais (Lindstrom
et al., 2010).

A diversidade de bactérias cultivaveis associadgdantas, como as gramineas
forrageiras, pode ser influenciada por varios &gprcomo gendétipo da planta e do
hospedeiro, fatores ambientais e interac6es baqtéanta (Schloter et al., 2001,
Tripathi et al., 2002; Garrido et al., 2010). Ds@s estudos vém demonstrando 0s
diferentes mecanismos de interacdo em bactéridanéap, entre estes mecanismos ha
0S negativos (patogenicidade), positivos (simbiase)eutros (Moreira et al., 2010;
Castro et al., 2011; Loredo-Osti et al., 2011).

As bactérias associativas apresentam diversastedsticas de interesse para as
plantas, como a fixacdo bioldégica de nitrogénio NirBproducédo de fitohorménios,
enzimas, entre outras (Kuss et al., 2007; Diad.ef@09; Prakamhang et al., 2009;
Araujo et al., 2010), podendo habitar diferentehios, como solo, rizosfera e o interior
dos tecidos vegetais, ou seja, endofiticamente éibet al., 2008; Dias et al., 2009).

O conhecimento da diversidade microbiana e de tafsiicas envolvidas com a
promocdo de crescimento vegetal em programas deagfoultura contribui para

programas de manejo integrado que promovam o0 metlesenvolvimento das
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pastagens, podendo representar uma importante @ o0 estabelecimento e a
producdo de gramineas forrageiras (Loredo-Ostl.eP@04; Reis Junior et al., 2004;
Espinoza et al., 2011).

Neste contexto, objetivou-se com o presente trababolar a comunidade
bacteriana cultivavel em meio de cultura ndo seletiassociada as gramineas
Brachiaria decumbeng Brachiaria humidicola,nos nichos rizosfera e endofitico de
raiz; selecionar bactérias fixadoras de nitrog@tioosférico e analisar a influéncia do
sal sobre esta funcdo; selecionar bactérias pratutde acido indol acético e
quantificar a producdo de AIA via dependente e peddente de L-triptofano;
selecionar bactérias solubilizadoras de fosfatogémico e analisar a influéncia de
diferentes fontes de carbono sobre esta funcaoitifidar e avaliar a producao
enzimatica (celulase, amilase e pectinase), na®re isoladas; analisar os isolados
bacterianos quanto a producdo de molécglasum sensinganalisar a variabilidade
genética de bactérias associadas as gramineasadatud comparar a viabilidade

genética com a variabilidade fenotipica encontciataisolados.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Areas de estudo e material vegetal

As coletas foram realizadas em pastagens Bdachiaria decumbense
Brachiaria humidicolacultivadas na Fazenda Pau Ferro no municipio dagefies, no
Agreste Meridional do Estado de Pernambuco, enagass estabelecidas com cerca de
cinco anos de cultivo e sem adubacéo.

Os locais foram georreferenciados com o auxilio ue GPS, tendo as
coordenadas centrais das pastageBsichiaria decumbens S 09°06'00" e W
36°21°29” e Brachiaria humidicola- S 09°06’53” e W 36°21'29”. De cada aérea de

pastagem, aleatoriamente, coletaram-se trés ammost@getais e de solo, a uma
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profundidade de 0-0,2 m. As amostras foram acomdiclas em sacos plasticos,
identificadas e em seguida levadas ao LaboratéedoCGenética e Biotecnologia
Microbiana, da Unidade Académica de Garanhuns/Usidade Federal Rural de
Pernambuco, para processamento e analises.

Amostras do solo foram encaminhadas para analseatacteristicas quimicas
e fisicas no Laboratério de Quimica do Solo da Ehmsidade Federal Rural de
Pernambuco (Tabela 3.1 — Capitulo 1).

4.2.2 Isolamento da comunidade bacteriana cultivave estocagem bacteriana

O isolamento enBrachiaria decumbeng Brachiaria humidicolanos nichos
rizosfera e endofitico de raiz foi realizado seguKdklinsky-Sobral et al. (2004) com
algumas modificacfes, utilizando o meio rico TSKigcase Soy Agarl0% e os
demais procedimentos ocorrendo como descrito nitesnil3.2.2 (Capitulo I).

A densidade populacional bacteriana por grama cdaesegetal fresco (TVF)
ou solo (unidade formadora de colénia — UFE BVF ou SF) foi estimada pela
contagem de colonias no oitavo dia apos plaqueamérdram selecionadas 100
colonias bacterianas de diferentes cores, forntestera, e estas transferidas das placas
de isolamento para placas contendo meio TSA 1086ospurificadas por esgotamento,
armazenadas em meio TSA 10% solido em geladeima eeio liquido com 20% de
glicerol e mantidas em freezer a uma temperaturd@écC.

4.2.3 Caracterizagao fenotipica
4.2.3.1 Identificacdo de bactérias potencialmenteixbdoras de nitrogénio
atmosfeérico

Para os 100 isolados a identificacdo ocorreu coeserdo no subitem 3.2.3.1
(Capitulo ). Para os 36 isolados do UAGB 1 a UA@B(sendo 18 de cada espécie

vegetal, destes 9 de cada nicho) os positivos paeste de fixacdo foram inoculados
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em meio NFb com diferentes concentracées de Na@l B5; 50 e 10,0% e,
posteriormente, incubadas a 28 °C por oito dias.
4.2.3.2 lIdentificacdo de bactérias produtoras de @ indol acético (AlA) por
diferentes rotas bioquimicas

Para os 100 isolados a identificacdo para proddedslA com o acréscimo do
L-triptofano ocorreu como descrito no subitem 32.&apitulo ). Para os isolados
UAGB 1 a UAGB 36 positivos para producdo de AlA cbrriptofano realizou-se o
teste de producéo de AIA, em meio de cultura sexxréscimo do L-triptofano.
4.2.3.3 Identificacdo de bactérias solubilizadoragde fosfato inorganico

Para os 100 isolados a identificacdo das bactéoashilizadoras de fosfato
inorganico ocorreu como descrito no subitem 3.2(&8pitulo 1). Para os isolados
UAGB 1 a UAGB 36 positivos para solubilizacdo def&bo realizou-se o teste de
solubilizacdo de fosfato com diferentes fontescatéono (sacarose e manitol) 10 L
4.2.3.4 ldentificacdo de bactérias produtoras de emas extracelulares

Para os 100 isolados a identificacdo das bactgniadutoras de enzimas
extracelulares (pectinase em ambos os pHs (pH&8ghdima pectato liase) e (pH 5,0
da enzima poligalacturonase) e amilase) ocorrewad@scrito no subitem 3.2.3.4.2 e
3.2.3.4.3, respectivamente (Capitulo I). Para os@ados do UAGB 1 a UAGB 36 foi
realizado o teste de producéo de celulase comaitbeso subitem 3.2.3.4.1(Capitulo
1).
4.2.3.5 Identificacdo de bactérias produtoras de néculasquorum sensing

Para os 100 isolados a identificacdo das bactgniadutoras de moléculas

guorum sensingcorreu como descrito no subitem 3.2.3.5 (Capijulo
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4.2.4  Caracterizacao genotipica
4.2.4.1 Analise da variabilidade genética bacterianpor BOX-PCR

O teste de variabilidade genética por BOX-PCR @torcomo descrito no
subitem 3.2.4.1 (Capitulo I).
4.2.5 Analise estatistica

As andlises quantitativas de densidade populacigmalducdo de enzimas,
solubilizacédo de fosfato e acido indol acético forsubmetidos a analise de variancia
(ANOVA) através do programa estatistico SISVAR®58 comparacao entre as médias
foi realizada pelo Teste de Scott-Knott<@,05). Para verificar a possivel influéncia
dos tratamentos: nichos e espécie vegetais, sobrexpaessdo bacteriana de
caracteristicas fenotipicas (FBN, producédo de Aldubilizacdo de fosfato, producéo
de enzimas e de molécu@orum sensingfoi realizado o teste de qui-quadragd),(

com probabilidade de até 5%.

4.3 Resultados e discussdo

4.3.1 Densidade populacional da comunidade bactenia cultivavel associada as
plantas do génerdBrachiaria

A densidade populacional de bactérias cultivavd®is associadas a rizosfera e
endofiticamente as raizes Beachiaria decumbens Brachiaria humidicolavariou de
1,60 x 16 a 2,90 x 16 UFC g* de TVF ou SF. Segundo o teste de Scott-Knott ndo
houve diferenca estatistica entre espécies vegetaishos (Figura 4.1), concordando
com os resultados de Becerra-Castro et al. (2@hh)jsando isolados de leguminosas
(Cytisus striatus e discordando dos resultados encontrados port€atal. (2003) e
Cavaglieri et al. (2009), avaliando a densidadeufamponal de bactérias associadas a
gramineas, cana-de-acucar e milho, respectivaneekigklinsky-Sobral et al. (2004),

avaliando a comunidade bacteriana associada aeddjas et al. (2009) em plantas de
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morango, queencontraram diferencas na densidade populacional idolados
bacterianos nos diferentes nichos analisados eJReisr et al. (2004) e Bergamasch
al. (2007), avaliando diferentesespécies deBrachiaria e sorgo forrageirc
respectivamente, quebservaram a influéncia do gendtipo da planta rdanaaca
bacteriana. &gundo Lored-Osti et al. (2004),0 numero quantitativo de mic-
organismos associados as raizes varia entre espagetis e mesmo entre genétip
da mesma espécie, fato atribuido a variacdo de mladéa na quantidade e qualids
dos exsudados radiculares libera

Aa A

Log (UFCg! TVF ou SF)

Rizosfere Endofitica de rai Rizosfera Endofitica de rai

Brachiaria decumbe Brachiaria humidicol

Figura 4.1. [@nsidade populacional da comunidade bacteriant, isolada em meio
de cultura TSA 104 de bactérias endofiticas de raizda rizosfera de
plantas de Brachiaria decumbense Brachiaria humidicoli. Letras
maiusculas comparam 0s nichos por espécie veletras mindsculas ¢
nichos entre si de ambas as espécies veglLetrasiguais ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidaddo pteste de Sct-
Knott.

Apesar de néo ter sido observe diferenca significativ, os valores das
densidades populacionais no nicho rizo, em ambas asspécies deplantas
analisadas, apresentaramaior valor, fato este esperado como citado peceB:-
Castro et al. (2011). Nas condicfes utilizadagnfoobservados trés grupos dctérias
predominantes classificadas de acordo com suaagdloy em brancas, amarelas e rc
com variacao na tonalidade de cor, tamanho, foomasisténcia e elevacao, havel

predominancia de colbnias de cor branca e an (Figura 4.2) De forma a aranger



69
todos os grupos de coldnias bacterianas, espéeggtars e nichos foram selecionados

100 isolados bacterianos, que foram utilizados éampara os demais testes.

Figura 4.2. Placa de Petri com meio de cultura Ti986 do isolamento total de
bactérias associadas a diferentes espécies de ngasnido género
Brachiaria.

4.3.2 Identificacdo de bactérias com caracteristisade promoc¢éao de crescimento
vegetal

As bactérias apresentaram diferentes mecanismos pggem induzir a
promocdo de crescimento vegetal, entre eles, a FBdfucdo de fitohormbnios,
solubilizacéo de fosfato inorganico, entre outds(jo et al., 2010; Hayat et al., 2010;
Taulé et al., 2011). As 100 bactérias isoladagieR. humidicola(25 endofitica de raiz
e 17 da rizosfera) e 58 @ decumbenf3 endofitica de raiz e 35 da rizosfera), foram
avaliadas quanto a diferentes caracteristicasataqgéo de crescimento e os resultados

estdo expressos na tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Fixacdo biolégica de nitrogénio, sdizdégdo de fosfato e producdo de
AIA com acréscimo de L-triptofano no meio de cudtudos 100 isolados
bacterianos associados as gramirig@shiaria decumbens Brachiaria
humidicola Os valores, em cada coluna, seguidos de mesmadridicam
auséncia de significancia estatistica de acordo @aeste de Scott-Knott

(p<0,05)
Isolados \Engitt:: Nicho FBN Producéo de AlAug mL™) IS
UAGB 1 BH ER + 35,52 e 3,82a
UAGB 2 BH ER + - 3,27b
UAGB 3 BH ER - - -
UAGB 4 BH ER - 29,52 e -
UAGB 5 BH ER - - -
UAGB 6 BH ER - 26,38 e 1,59b
UAGB 7 BH ER - 63,03 d 4,26 a
UAGB 8 BH ER - 38,11 e 3,08 b
UAGB 9 BH ER + 30,04 e 3,14b
UAGB 10 BH RIZ + 13,48 f -
UAGB 11 BH RIZ - - 2,80b
UAGB 12 BH RIZ - - -
UAGB 13 BH RIZ + 16,07 f -
UAGB 14 BH RIZ + - -
UAGB 15 BH RIZ + - -
UAGB 16 BH RIZ - - -
UAGB 17 BH RIZ - - -
UAGB 18 BH RIZ - - 2,16 b
UAGB 19 BD ER + - 231b
UAGB 20 BD ER - - 1,40b
UAGB 21 BD ER + - 2,57b
UAGB 22 BD ER - 64,72 d 5,00 a
UAGB 23 BD ER + - -
UAGB 24 BD ER - - -
UAGB 25 BD ER + - -
UAGB 26 BD ER + - -
UAGB 27 BD ER - - -
UAGB 28 BD RIZ - 28,19 e 3,14 b
UAGB 29 BD RIZ + - -
UAGB 30 BD RIZ + - 161b
UAGB 31 BD RIZ - 10,29 f -
UAGB 32 BD RIZ - 11,46 f -
UAGB 33 BD RIZ + - -
UAGB 34 BD RIZ + 27,02 e 1,48 b
UAGB 35 BD RIZ + 59,63 d 6,08 a
UAGB 36 BD RIZ + - -
UAGB 37 BH ER - 3,91f -
UAGB 38 BH ER - - -
UAGB 39 BH RIZ 47,38 e -
UAGB 40 BH RIZ - 20,98 e -
UAGB 41 BH RIZ - 3,99 f -
UAGB 42 BH RIZ - 4,59 f -
UAGB 43 BD ER + 34,70 e -
UAGB 44 BD ER + 4,64 f -
UAGB 45 BD ER - - -
UAGB 46 BD RIZ + - -
UAGB 47 BD RIZ + 8,05 f 3,18 b
UAGB 48 BD RIZ + 78,72 c 2,96 b
UAGB 49 BD RIZ + 16,98 f 3,05b
UAGB 50 BD RIZ - 6,84 f -
UAGB 51 BD RIZ + - -




(Continuagéo da Tabela 4.1)
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Espécie

Isolados Vegetal Nicho FBN Producéo de AlAug mL™) IS
UAGB 52 BH ER - 2,27 f -
UAGB 53 BH ER + 35,52 e 2,69b
UAGB 54 BH ER - 7,74 f -
UAGB 55 BH ER + 20,55 e 3,06 b
UAGB 56 BH ER + 7,70 f 2,32b
UAGB 57 BH ER + 3,26 f 3,00b
UAGB 58 BH ER - 4,73 f -
UAGB 59 BH RIZ + 56,78 d -
UAGB 60 BH RIZ + 4,98 f -
UAGB 61 BH RIZ - 81,45c -
UAGB 62 BH RIZ + 148,34 a -
UAGB 63 BD ER - 9,56 f 241b
UAGB 64 BD ER - 8,13 f 4,88 a
UAGB 65 BD ER - 97,92 c -
UAGB 66 BD ER + - -
UAGB 67 BD ER + 4,25 f -
UAGB 64 BD ER - 8,13 f 4,88 a
UAGB 68 BD ER + 66,53 d -
UAGB 69 BD ER + 162,10 a -
UAGB 70 BD ER + 3,61f -
UAGB 71 BD RIZ + 113,67 b -
UAGB 72 BD RIZ + - 3,92a
UAGB 73 BD RIZ - - -
UAGB 74 BD RIZ + 37,24 e -
UAGB 75 BD RIZ + 28,36 e -
UAGB 76 BD RIZ - 36,51 e -
UAGB 77 BD RIZ + 21,72 e 1,76 b
UAGB 78 BD RIZ + 16,07 f 432 a
UAGB 79 BD RIZ + 151,06 a 3,68 a
UAGB 80 BD RIZ + 5,84 f 2,03b
UAGB 81 BD RIZ + 28,79 e -
UAGB 82 BD RIZ - 31,38 e -
UAGB 83 BD RIZ - - -
UAGB 84 BD ER + 18,74 f -
UAGB 85 BH ER + 92,06 c 5,06 a
UAGB 86 BD ER + - -
UAGB 87 BD RIZ - 3,04 f -
UAGB 88 BD RIZ - - -
UAGB 89 BD ER - 4,73 f -
UAGB 90 BH ER - 5,50 f -
UAGB 91 BH ER - 33,67 e -
UAGB 92 BH ER + 47,25 e 4,46 a
UAGB 93 BH ER + 56,48 d 4,12 a
UAGB 94 BH ER + 62,99 d 4,56 a
UAGB 95 BH ER - - -
UAGB 96 BD RIZ + 43,54 e -
UAGB 97 BD RIZ - 11,93 f -
UAGB 98 BD RIZ + 3,60 f -
UAGB 99 BD RIZ + 533f -
UAGB 100 BD RIZ + 9,86 f -

IS = indice de solubilizag&o de fosfato inorganico

BH = Brachiaria humidicola/ BD =Brachiaria decumbens
RIZ = Rizosfera / ER = Endofitico de raiz
+ = Isolado positivo / - = Isolado negativo
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Foi observado que 12,0% dos isolados ndo expressaranhum dos
mecanismos de promogéao de crescimento vegetahdwali72,0% foram positivos para
um ou dois mecanismos e 16,0% apresentaram-sévpegitara as trés analises, tendo
0S nichos e espécies vegetais com percentuais liimps, corroborando com Taulé
et al. (2011) que afirmaram que bactérias promstdea crescimento vegetal podem
habitar endo e epifiticamente a planta.

Dos 88,0% de isolados bacterianos com um, doisrés mecanismos de
promocao de crescimento vegetal, foi observadoegu@ambas as espécies vegetais 0s
percentuais de positivos ficaram bem préximos. @Qoanomparado o0s nichos, o
endofitico de raiz obteve o maior percentual das ssolados positivos (91,8%). As
bactérias de distintos nichos apresentaram difesenapacidades de promocéo de
crescimento vegetal, refletindo nas adaptacdes @dieacdo do seu potencial de
impacto sobre o seu ambiente natural (Ferrara gt 28l11), podendo a vir a
desempenhar importante papel nos sistemas agr{€stamyor et al., 2011).
4.3.2.1 Bactérias potencialmente fixadoras de nitg&nio atmosférico

O teste de FBN identificou que 57,0% dos isoladgs$atdos foram positivos.
Resultado semelhante foi observado por Brasil et(2005), que detectaram a
associacao de bactérias fixadoras de nitrogéniamastras de solo e raiz de gramineas
do géneroBrachiaria e, em outras gramineas forrageiras. Bergamascai. €2007)
trabalhando com plantas de sorgo forrageiro e Redthet al. (2008) enfPanicum
maximuntambém observaram bactérias diazotroficas ass@ceadases vegetais.

Dentre as bactérias diazotréficas, os maioreseparais ficaram com o nicho
endofitico de raiz e rizosfera da espé@e decumbenscom 61,5 e 65,5%,
respectivamente, porém segundo o testgdaouve influéncia apenas entre as espécies
vegetais. Analisando os nichos por espécie vegsiakrvou-se significancia apenas na

graminea. decumbeng o nicho rizosfera quando analisado entre plgfigsra 4.3).
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100

Frequéncia de isolados
positivos

Endofitica de rai Rizosfera Endofitica de rai: Rizosfera

Brachiaria decumbe | Brachiaria humidicol

Figura 4.3. Frequéncia relativa (%) de isolados bacterianosrnuidlimente fixadore
de nitrogénio associados a rizosfera e raiz detgdade Brachiaria
decumber e Brachiaria humidicola

Diferentemente dos resultados observados no peesetialho,Canuto et al.
(2003), Rodrigues et al. (2006) e Garrido et ad1(®, também avalianc bactérias
diazotroficas em associagcdo com gramineas foras, observaram maior percentual
isolados positivos no nicho endofitico de raiz. eatacdoasespécies vegeti, Canuto
et al. (2003) observaram que a espécie vegetalémfia naFBN, fato observado
também neste trabalho.

Além da diminuicdo da ativida, o declinio da comunidade bacteriana \
sendo evidenciado com a elevacdo da salinidadeotip (Sardinha et al., 200
Medeiros et al., 2007; Egamberdieva & Kucharovad)9. Porén, existem bactérias
que toleram concentracfes de sal, denominadadatolerantes, desenvolver-se em
meios contendo de 2,0% a 5,, ou até maiores concentrac@sNacCl, e outras que
requerempara sua sobrevivéncium minimo de 9,0%podendo tolerar até 23,0%
sais no meio, sendtesignadade haldfitas (Oetterer, 2008frasayab et al., 201(

Quando analisados os 36 isolados bacterianos (UAG8 UAGB 36 foi
observadaue 50,0% sao potencialmente fixadoras de nitro, crescendo em me
livre de fonte nitrogenadeTabela 4.2) e que quamdncorporado 0,1% de NaCl |

meio, os 18 isolados diazotréficos continuaram a fixdarogénio suportando o sal e
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apresentando crescimento caracteristico. Contuaconcentracdes de 2,5 e 5,0% de
sal, os percentuais de isolados diazotroficos empde fixar nitrogénio na presenca do
NaCl apresentaram decréscimo, de 83,3 e 55,5%eat&pmente. Assim como nas
plantas, o excesso de sais solUveis nas bactéaastrdficas provoca efeitos toxicos,
intervindo no processo de FBN (Tripathi et al., 2006brega et al., 2004).

Tabela 4.2. Selecdo de bactérias potencialmenteldras de nitrogénio em meio
semi-solido NFb sob diferentes concentracbes del N&C; 2,5; 5,0 e

10,0%)
L . . Concentracgbes de NaCl

Isolados Espécie Vegetal Nicho 0.10% 2 50% 5 00% 10.00%
UAGB 1 B. humidicola ER + + + -
UAGB 2 B. humidicola ER + + + -
UAGB 9 B. humidicola ER + + + -
UAGB 10 B. humidicola RIZ + + + -
UAGB 13 B. humidicola RIZ + + + +
UAGB 14 B. humidicola RIZ + + - -
UAGB 15 B. humidicola RIZ + + - +
UAGB 19 B. decumbens ER + + - -
UAGB 21 B. decumbens ER + + -
UAGB 23 B. decumbens ER + - - -
UAGB 25 B. decumbens ER + + - -
UAGB 26 B. decumbens ER + - + +
UAGB 29 B. decumbens RIZ + - - -
UAGB 30 B. decumbens RIZ + + + -
UAGB 33 B. decumbens RIZ + + - -
UAGB 34 B. decumbens RIZ + + + +
UAGB 35 B. decumbens RIZ + + - -
UAGB 36 B. decumbens RIZ + + + +
RIZ = Rizosfera / ER = Enddfitico de raiz
+ = Isolado positivo / - = Isolado negativo

Na concentracdo de 10,0% de NaCl foi constatada aceatuada queda no
percentual de isolados capazes de fixar, com ap2i®d (5 isolados), ficando
evidente que o aumento na concentracao de sde@ero desenvolvimento bacteriano
e no seu potencial biotecnoldgico, concordando trabalhos de Santos et al. (2012) e
Pereira et al. (2012), ambos avaliando bactéredadas em cana-de-acucar.

As bactérias provenientes da rizosfera apresentaagacidade de FBN em
concentracdes mais elevadas de sal, fator estpaglgeser explicado segundo Santos et

al. (2012), que afirmou que o estresse salino dramm nos solos da regidao de coleta e
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a maior adaptacdo destes isolados as mudancasdasono meio contribui para sua
tolerancia, diferindo dos isolados endofiticos gaio em ambientes mais estaveis (no
interior dos tecido da planta) (Tripathi et al.02

4.3.2.2 Avaliacdo de bactérias produtoras de acidodol acético (AlA)

Quanto a producéo de AlA, via dependente de Letigpio, 66,0% dos isolados
avaliados foram positivos, valor inferior ao encadb por Calvo et al. (2010),
analisandoBacillus em rizosfera de batata e dos isolados do Capifueon meio
seletivo para bactérias diazotroficas, evidenciande isolados de meio seletivo,
provavelmente, apresentam mais de uma caractaristiotipica.

Os dados foram submetidos ao teste de Scott-Krlettando-se em
consideracao os isolados e suas respectivas preglu@deste agrupou as producdes em
seis grupos distintos (Tabela 4.1), o grupo “f" temlo 46,7% dos isolados avaliados,
com intervalo de producédo de 2,27 a 18;g9nL?, seguido do grupo “e”, com 31,3%
dos isolados produzindo entre 20,55 a 4488mL%. Os demais grupos obtiveram
22,0% dos isolados com producédo entre 56,48 e 6@, InL?, com o isolado UAGB
69, com valor bem superior ao encontrado por Caslest al. (2010) que obteve
producdo maxima de AIA pelos isolados bacteriaregrdmined@rachiaria de 45,18
ug mL?1; e Ferrara et al. (2011) com 17 /@ mL?* em isolados bacterianos de cana-de-
acucar.

Comparando os nichos e as espécies vegetais,eodg? revelou influéncia
entre espécies e nichos avaliados, discordandoedeifa et al. (2011), analisando
isolados de cana-de-acucar. Destacou-se a plasfgedheiraB. humidicolae o nicho
endofitico de raiz, concordando com Bhattacharjed. €2008) e Dias et al. (2009), que
afirmaram que as bactérias endofiticas por estararam ambiente mais favoravel que
as bactérias de rizosfera apresentam maiores esiue AIA. Comparando os nichos

dentro e entre as espécies vegetais, houve si@mifz nas duas espéciesBtachiaria
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e nichos (Figura 4)4 concordando com Merzaeva & Shirokikh, (2010) g@ue os

micro-organismos sintetizadores de AlA viram de acordo com os tecidos vege

Frequéncia de isolados
positivos

100

Endofitica de rai Rizosfera iti i Rizosfera

Brachiaria decumbe Brachiaria humidicol

Figura 4.4. Frequéncia relativa (%) de isolados bacterianoscesdos a rizosfera

raiz de plantas dBrachiaria decumben® Brachiaria humidicoli em
relacdo a capacidade de producdo de acido indticad@®IA) com a
presenca do aminoacido precurs-triptofanoin vitro.

Com relacdoaos 36 isolados avaliados quanto a producdo de W&

dependente e independente de triptof(UAGB 1 a UAGB 36)389% sao capazes de

produzi

r AIA em meiocom o acréscimo do amino&cidatriptofano, com variacade

producéo entre 8,3 a 6(ug mL™. As bactérias que foram capazes de produzir A%

independentele triptofano também foram capazesproduzir AlA via dependente ¢

aminoécido, representar 85,7%, com producdes entre 1,9 a 1fg mL™, tendo como

0s maiores produtores os isolados UAGB 8 e UAGEFigura 4.9.

UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB UAGB
1 4 6 7 8 9 10 13 22 28 31 32 34 35

# ComL-triptofano W Sem L-triptofano

Figura 4.5. Producdo de &acido indol acét (ug mL"), em meio com e sem

suplemento do aminoacido -triptofano, por bactéria associadas a
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Brachiaria decumbens Brachiaria humidicola Médias seguidas por
letras com numeros iguais nao diferem pelo test8atdt-Knott a 5% de
probabilidade.

Ficou evidenciado que os isolados bacterianos @skisc as raizes d&
decumbeng B. humidicola apresentaram mais de uma rota bioquimica patessiile
AlA, como encontrado por Pedrinho et al. (2010)lisaado isolados de milho e
Malhotra & Srivastava (2009) em estudo com badé&imspirillum brasilensePorém,
os valores de produgcdo sdo inferiores aos da vigendiente do aminoacido L-
triptofano, que ficaram nos grupos “b” e “a” segonal teste de Scott-Knott, e 0s
isolados sem a presenca do amino&cido ficando opogfc”, concordando com
Merzaeva & Shirokikh (2010), que afirmaram que tiptofano influéncia na produgéo
de AIA.
4.3.2.3 Avaliacdo de bactérias solubilizadoras dedfato inorgéanico

O teste utilizado para a observacdo da solubilzagifosfato inorganico pelas
bactérias permitiu a visualizagdo do halo de sbhsigdo em 34,0% das bactérias
isoladas, valor bem superior ao encontrado por @enest al. (2008) em plantas de
trigo e inferior ao depurado por Pedrinho et &)1 e Calvo et al. (2010), analisando
plantas de milho e batata, respectivamente. A snébtatistica do teste de Scott-Knott
agrupou os isolados em dois grupos (Tabela 4.1e ongrupo “b” variou com indice
de solubilizacao (1S) de 1,40 a 3,27, com 64,7%islmados e o grupo “a” com 35,3%
dos isolados, com IS variando de 3,60 a 6,08. ¥alsuperiores aos encontrados por
Taulé et al. (2011), avaliando isolados de canagiesar.

Classificando-se o indice de solubilizacdo IS sdgua recomendacgédo de
Berraquero et al. (1976), Hara & Oliveira, (20043 agas Junior, (2007) em baixo (IS
< 2,0), médio (IS de 2,0 a 4,0) e alto (IS > 498,8% dos isolados apresentaram IS
mediano, concordando com Lira-Cadete et al. (20dr&glisando isolados de cana-de-

acucar. O elevado potencial de solubilizacdo poté@as associadas as gramineas do
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géneroBrachiaria foi evidenciadoem que85,3% dos isolados apresentaram IS
médio a alto, condestaque para o isolado UAGB 35, com IS = €

O teste dog@ detectouinfluéncia chs espécies vegetais e o nicho de origen
isolados bacterianosa solubilizacdo de fosf;, destacandse aespécie vegetaB.
humidicola e o nicho endofitico de ra que apresentar, 40,5 e 41,6%
respectivamente, dos seus isolados positivos, camogtambém sesobressairam
quando analisado os nichos dentro e entre espéaijetais Figura4.6). Também no
nicho endofitico de raiz foi encontramaior nimero desolados com IS superior
4,00,resultado diferente do observado Santos et al. (2012), em que os isolados

maiores valores de IS foram encontrados na rizaséen estudos com cede-acgucar.

positivos

Frequéncia de isolados

Endofitica de rai Rizosfera Endofiticade raiz  Rizosfera

Brachiaria decumbe ‘ Brachiaria humidicol

Figura 4.6. Frequéncia relativa (%) de isolados lerianos associados a rizosfer
raiz de plantas dBrachiaria decumben® Brachiaria humidicoli em
relacdo a capacidade de solubilizacdo de fosfarg@miccin vitro.

Como observadgor Kuklinsky-Sobral et al. (2004) eo Capitulo |, deste
trabalhoos isolados endofiticos foram 0s que apresentasamaiores percentuais
positivos para solubilizagdo de fosfato inorganiorén, neste nicho tal caracteristi
nao € expressdevido s isolados estarem no interior do vegetah havendo conta

com o solo. Entretanto os endofiticpoodemser, facultativos ou ndo, estarem parte

ou emtodo o seu ciclo dentro da planta (Hadoim et &1Q& Esposit-Polesi, 2011,
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Qin et al., 2011), desta forma tal caracteristiexgressa ao colonizarem a rizosfera ou
0 solo.

Quanto a solubilizagéo de fosfato inorganico erardiites fontes de carbono no
meio de cultura, dos 36 isolados testados (UAGBJAG&B 36), para o meio contendo
glicose como fonte de carbono, 44,4% dos isoladi@sf positivos (Tabela 4.3), destes
87,5% foram positivos no meio de cultura contendoarse e 81,2% em meio

contendo manitol.

Tabela 4.3. indice de solubilizac&o (IS) de fosfatrganico em diferentes fontes de
carbono (glicose, sacarose e manitol) por bacténdsfiticas de raiz e da
rizosfera de plantas dBrachiaria humidicolae Brachiaria decumbens
Letras mailsculas comparam a solubilizacdo dosdssl por fonte de
carbono, letras mindsculas comparam a solubilizagdoisolado nas
diferentes fontes de carbono. Colunas seguidas eéemm letra néo
diferem significativamente entre si a 5% de proloddmle pelo teste de
Scott-Knott

indice de Solubilizagio (IS)

Isolados Espécie Vegetal Nicho

Glicose Sacarose Manitol
UAGB 1 B. humidicola ER 3,82Ba 1,66Db 1,36Bb
UAGB 2 B. humidicola ER 3,27Ca 1,59Db 2,11Bb
UAGB 6 B. humidicola ER 1,59Db 1,67Da 2,74Bb
UAGB 7 B. humidicola ER 4,26Bb 6,54Aa 3,64Ab
UAGB 8 B. humidicola ER 3,08Ca 3,28Ca 3,64Aa
UAGB 9 B. humidicola ER 3,14Ca 4,31Ba 4,65Aa
UAGB 11 B. humidicola RIZ 2,80Ca - -
UAGB 18 B. humidicola RIZ 2,16Ca 2,12Da 2,1Aba
UAGB 19 B. decumbens ER 2,31Ca 3,46Ca 3,30Aa
UAGB 20 B. decumbens ER 1,40Db 4,50Ba 4,00Aa
UAGB 21 B. decumbens ER 2,57Cc 5,37Aa 4,00Aa
UAGB 22 B. decumbens ER 5,00Aa - -
UAGB 28 B. decumbens RIZ 3,14Cb 6,35Aa 3,26Ab
UAGB 30 B. decumbens RIZ 1,61Dc 5,55Aa 4,25Ab
UAGB 34 B. decumbens RIZ 1,48Da 2,44Da -
UAGB 35 B. decumbens RIZ 6,08Aa 4,50Bb 3,78Ab

RIZ = Rizosfera / ER = Endofitico de raiz
- = Isolado negativo

As bactérias associadas a gramineas do gé@exchiaria utilizam diversos
acucares como fonte de carbono na producdo deasclzst solubilizadoras, como
também demonstrado por autores como Silva Filhoid#(2000) e Barroso & Nahas

(2008). E possivel observar que dependendo da flentarbono utilizada pelo isolado,
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este aumenta ou diminui sua capacidade e solugilizaconcordando com Silva Filho
& Vidor (2001) e Barroso et al. (2006), onde foiselvado que o potencial de
solubilizagdo dos micro-organismos variaram confabsres nutricionais do meio. O
presente trabalho observou a sacarose como fomwidees IS.
4.3.2.4 Avaliacdo da producao de enzimas extracedues

No teste para avaliar a producdo de amilase, psettnem pH 5,0 e 8,0
(poligalacturonase e pectato liase, respectivarhenteelulase, apds a coloracdo da
placa, foi possivel a visualizacdo de um halo ckworedor da colénia bacteriana,
indicando a capacidade da linhagem em produzietagnasn vitro. Os resultados do
indice enzimético (IE), que expressa a relacaoi@metro médio do halo de producao
enzimatica e o didmetro médio da colonia dos isddmhcterianos testados, oriundos

das diferentes espécies vegetais e nichos, egpé@ssrs na tabela 4.4.

Tabela 4.4. Producédo de enzimas extracelulares (pectinase @Ho&ctinase pH 8,0,
amilase e celulase) e producdo de moléguarum sensingoor 100
isolados bacterianos associados aos nichos rizosfandofitico de raiz
das gramineaBrachiaria decumbensBrachiaria humidicola Os valores,
em cada coluna, seguidos de mesma letra indicanéneas de
significancia estatistica de acordo com o test8atat-Knott £<0,05)

lsolados  ESPECE  \icho s indice Enzimatico

Vegetal Celulase Pect. pH 5,0Pect. pH 8,0 Amilase
UAGB 1 BH ER + - - 4,25b 1,80d
UAGB 4 BH ER - 1,19a - - -
UAGB 5 BH ER + - - - -
UAGB 6 BH ER + 1,19 a 1,54 c 2,19d 1,20d
UAGB 7 BH ER - 1,08 a - - -
UAGB 9 BH ER + - - - -
UAGB 10 BH RIZ + 1,20 a - 4,86 b 1,09d
UAGB 11 BH RIZ + - 1,04 c 3,36 ¢ 1,49d
UAGB 12 BH RIZ - 1,29 a - 3,43 ¢ 1,47d
UAGB 13 BH RIZ - - 1,06 c - -
UAGB 14 BH RIZ + - - - 1,48d
UAGB 15 BH RIZ + 1,05a - - -
UAGB 16 BH RIZ - 1,10 a - - 261c
UAGB 17 BH RIZ - 1,12 a - - 192c
UAGB 18 BH RIZ + 1,06 a - 2,54 c 1,20d
UAGB 19 BD ER - 1,17 a - - -
UAGB 20 BD ER + - - - -
UAGB 21 BD ER + 1,24 a 1,58 ¢c - -
UAGB 22 BD ER + - - - -
UAGB 23 BD ER + 1,15a - - -
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(Continuacgéo da Tabela 4.4)

Espécie indice Enzimatico

Isolados Vegetal Nicho QS Celulase Pect.pH5,0 Pect.pH 8,0 Amilase
UAGB 24 BD ER + - - - -
UAGB 25 BD ER + - - 8,26 a -
UAGB 26 BD ER - - 1,72 ¢ 2,44 c -
UAGB 27 BD ER + 1,08 a - - -
UAGB 28 BD RIZ + - - - -
UAGB 29 BD RIZ + - - - -
UAGB 30 BD RIZ + 1,08 a - - -
UAGB 31 BD RIZ + - - - -
UAGB 33 BD RIZ + - - - -
UAGB 34 BD RIZ - 1,05a - - -
UAGB 35 BD RIZ + 1,07 a - - -
UAGB 37 BH ER - * - 2,49 ¢ -
UAGB 38 BH ER + * - 2,97c -
UAGB 39 BH RIZ + * - 4,06 b 1,30d
UAGB 40 BH RIZ - * - 2,17d -
UAGB 41 BH RIZ - * - 4,08 b -
UAGB 42 BH RIZ + * - - -
UAGB 43 BD ER + * - - -
UAGB 45 BD ER - * - 3,78 b -
UAGB 46 BD RIZ - * - 1,94d -
UAGB 47 BD RIZ + * - - -
UAGB 49 BD RIZ + * - 292c -
UAGB 50 BD RIZ + * - 2,75 ¢ -
UAGB 51 BD RIZ + * - 2,68 c -
UAGB 52 BH ER + * - 2,43 ¢ 242c
UAGB 53 BH ER + * - - -
UAGB 54 BH ER - * - 451b 1,78d
UAGB 55 BH ER + * - - -
UAGB 56 BH ER + * - - -
UAGB 57 BH ER + * - - -
UAGB 58 BH ER + * - 3,92b 211c
UAGB 59 BH RIZ - * - 298¢

UAGB 60 BH RIZ + * - 2,29d 2,20 c
UAGB 61 BH RIZ + * - 391b -
UAGB 62 BH RIZ + * - - -
UAGB 63 BD ER + * - - -
UAGB 64 BD ER + * - - -
UAGB 65 BD ER + * 2,48 b 4,55b -
UAGB 66 BD ER - * - 459 b 38la
UAGB 67 BD ER - * - 3,72b 4,10 a
UAGB 68 BD ER * - 4,25b 3,63 a
UAGB 69 BD ER - * - 4,73 b -
UAGB 70 BD ER - * - 7,33 a 4,57 a
UAGB 71 BD RIZ - * 4,00 a 3,76 b 2,76 b
UAGB 72 BD RIZ + * - - -
UAGB 73 BD RIZ - * - 3,95b 3,12b
UAGB 74 BD RIZ + * - - -
UAGB 75 BD RIZ + * - 437b 1,46d
UAGB 77 BD RIZ + * - - -
UAGB 79 BD RIZ + * - 1,33d -
UAGB 80 BD RIZ - * - 1,86d 1,62d
UAGB 82 BD RIZ - * 291b 1,94d 1,17d
UAGB 83 BD RIZ - * - 2,16 d 2,33¢C
UAGB 84 BD ER + * - 2,64 c -
UAGB 85 BH ER + * - - -
UAGB 86 BD ER + * - - -
UAGB 88 BD RIZ + * - - -
UAGB 89 BD ER - * - 3,18 ¢ -
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(Continuacgéo da Tabela 4.4)

Espécie indice Enzimatico

Isolados Vegetal Nicho QS Celulase Pect.pH5,0 Pect.pH 8,0 Amilase
UAGB 92 BH ER + * - - -
UAGB 93 BH ER + * - - -
UAGB 94 BH ER + * - - -
UAGB 95 BH ER - * 3,02b 1,49d -
UAGB 96 BD RIZ + * 3,04b 1,63d -
UAGB 97 BD RIZ + * 3,72 a 1,34d -
UAGB 98 BD RIZ + * - - -
UAGB 99 BD RIZ + * - - -
UAGB 100 BD RIZ + * - 1,25d -

QS =quorum sensing

BH = Brachiaria humidicola/ BD =Brachiaria decumbens

RIZ = Rizosfera / ER = Enddfitico de raiz

+ =Isolado positivo / - = Isolado negativo* /= Isolados ndo testados

O teste de produgdo enzimatica demonstrou que tdbde isolados testados
para as enzimas amilase, poligalacturonase (psetipid 5,0) e pectato liase (pectinase
pH 8,0), 22,0% foram capazes de produzir um tiperd@ma, 21,0% foram capazes de
produzir dois tipos de enzimas, e 4,0% os trésstge enzimas, sendo os isolados
UAGB 6, UAGB 11, UAGB 71 e UAGB 82, oriundos daasfera. Dos isolados
positivos, 87,5% apresentaram valores de IE supar0. O IE é uma ferramenta que
seleciona e melhor permite comparar as diferentedugdes (Carrim et al., 2006;
Oliveira et al., 2007) e quando é igual ou maice g0, caracteriza uma bactéria como
boa produtora de enzimas extracelulares em mdaos@lives et al., 2002).

O teste de producao de pectinases demonstrou ga®®d 00 isolados, 11,0%
foram capazes de produzir em pH 5,0, que caraaterienzima poligalacturonase; e
43,0% em pH 8,0, que caracteriza a pectato lisderes inferiores aos encontrados por
Prakamhang et al. (2009), analisando isolados mez.a® teste de Scott-Knott para a
pectinase pH 5,0 identificou trés grupos, o grugocom 45,5% dos isolados positivos
com variacéo de 1,04 a 1,72 e os demais grupossdobdo dos isolados, variando de
2,48 a 4,00 (Tabela 4.4).

Quando analisando a espécie vegetal e nichos dmizatdo, o teste dg

revelou que esses fatores influenciaram a proddgdenzimas, destacando-seBa
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humidicolae o nicho rizosfel, porém foi na espéci®. decumbensm que 0s maiores
valores de IE foram observa(, com os isolados UAGB 97 e UAGB 71. Analisandc
nichos dentree entre as espécies vegeteFigura 4.7) o teste dey2 ndo detectou

influéncia significativadestes fatort.

80
60
40

Endofitica de rai Rizosfera Endofiticade raiz  Rizosfera

Frequéncia de isolados
positivos
N
o

Brachiaria decumbe Brachiaria humidicol

H Pectinase pH5 u Pectinase pH 8,0 ® Amilase

Figura 4.7. Frequéncia relativa (%) dos isolados bacterian@stipos associados
rizosfera e raiz de plantas (Brachiaria decumber e Brachiaria
humidicole em relagéo a producéo de pectinase e anin vitro.

O teste de producao de pectinase a pH 8,0 (erpectato lias), segundo o

teste de Scott-Knottliferenciot quatro grupos (Tabela 4,4 grupo “d” com 27,9%e

isoladospositivos, com variacdo do IE de 1,25 a 2,29, gric’ com 30,2% do

isolados, e IE de 2,43 a 3,98, os demais grupos4dg8?% dos isolados positivos, ci
valores de IE de 3,72 a 8, destacando-seisolado UAGB 25. Dos isolados positi,

88,4% apresentamalE igual ou superior a 2,0. Em ambos os capitdéste trabalho

observado que os valores percentuais de isoladBvps para éenzimapectato liase

(pectinase pH 8,0) sdo mais elevados qipoligalacturonase (pectinase pH 5,0

Analisandoa espécie vegetal e nichos de coloniz, o teste doy?2 ndo observou

influéncia destes fator, fato ndo observado quando analisado os nichosgmEcie

vegetaltendo a rizosfera ¢B. humidicolase destacada@omo ilustrado nfigura 4.7.

O teste de producédo de celulase pare36 isoladosavaliados(UAGB 1 a

UAGB 36) identificou 528% de bactérias positivaglor superior ao de Oliveira et



84

(2007), com 9,0% em isolados de nddulos de feigépice soja sendo positivos, porém,
semelhantemente a este trabalho, néo foi obsemades de IE superior a 2,0. O teste
de Scott-Knott ndo apresentou diferenca signifreatentre os IE das bactérias
produtoras de celulase (Tabela 4.4). Dentre agiyass57,9% foram isoladas d&
humidicola revelando que esta graminea pode apresentar raggmciacdo com
bactérias secretoras de celulase, e segundo Tetrrals (2008), as espécies vegetais
influenciam a producéo de celulase bacteriana.

Sabe-se da estreita relacdo do nicho habitado peboo-organismo e as
caracteristicas de suas enzimas extracelulares d&S@ial., 2007; Beneduzi et al.,
2008). As enzimas degradadoras tém sido produzidi@te a infeccédo e colonizacéo
bacteriana ao vegetal (Torres et al., 2008; Jra.,eP011), como forma de facilitar a
quebra da barreira fisica da parede celular (Rdgsethb& Martinez-Romero, 2006;
Bhattacharjee et al., 2008), entre estas enzimas ffréducao de pectinase e celulase
(Roméo et al., 2011). A descoberta e manipulacamideo-organismos produtores de
enzimas extracelulares, além de auxiliar o enteedion da forma de penetracdo no
vegetal destes isolados, pode favorecer camposak@cnia, como por exemplo, a
utilizacdo destas enzimas para elevar a digestdordegem por parte dos ruminantes
(Compestrini et al., 2005), reduzir a viscosidaderacdo, aumentando a absorcao e
liberacdo de nutrientes (Venoje & Pastore, 2007).

O teste de producdo de amilase demonstrou que @@ssblados testados,
24,0% sao positivos, menor valor que o encontraatddarrim et al., (2006) de 60,0%
das linhagens positivas dacaranda decurren®e acordo com a andlise estatistica, os
isolados foram subdivididos em quatro grupos, andeupo “d” apresentou variacao de
IE entre 1,09 a 1,80, com 50,0% dos isolados positio segundo grupo “c”, com
25,0% dos isolados e variacéo IE de 1,92 a 2,6@lpo®is grupos tiveram variacdo de

IE entre 2,76 a 4,57, com 25,0% dos isolados posit(Tabela 4.4). Do total de
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isoladoscom capacidade de produzir amilin vitro, 45,8% apresenram IE superior a
2,0.

Comparando as espécies vegetais e nichos de faerah & dene e entre as
espécies vegetais, pede observar a prevaléncia Bahumidicolae o nicho rizosfera
(Figura 4.7).Porém os isolados com maioresores de IE (UAGB 68, UAGB 6t
UAGB 67 e UAGB 70) sao provenientesB. decumbens nicho endofitico de raiz. £
amilases produzidas por mi-organismos sdo uma das principais enzimas util&
nos processos industriais, sendo produzida pcnde numerode bactéris, tendo
vantagens econdmicas, de manipulacao e obtencéarg8oMagalhaes, 2010), além
elevada qualidade (Lima et al., 20!
4.3.2.5 Bactérias produtoras de moléculaquorum sensing

A producédo de AH, moléculaquorum sensingfoi constatada em 60,0% d
isolados (Tabela 4.4)valor superior ao encontrado por Yoshida et 2006) comr
33,0% dos isolados de trigo sendo positivos pacalymdo da molécula cquorum
sensing As espécies vegetais e nichos analisados oltivetavida porcentagem c
isolados produtores de moléciquorum sensingporém nao houvinfluéncia entre os
nichos e espécies vegetais, segundo o tew?, que identificowsignificancia apenas r
nicho endofitico de raiz quando avaliado entretalgma espécB. humidicola(Figura

4.8).

| Rizosfera
ia humidicol
Figura 4.8. Frequéncia relativa (%) dos isolados bacterian@stipos associados

rizosfera e raiz de plantas (Brachiaria decumber e Brachiaria
humidicole em relacdo a produgédo da moléa@rum sensir
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O estudo de moléculaguorum sensingpor micro-organismos promotores de
crescimento vegetal é de fundamental importan@ar{§uzhali et al., 2007), pois estas
moléculas regulam a expressdo de diferentes paxds®ldgicos, entre estes a
formacao de biofilme, que tem fungcdo de respostadiacersos estimulos ambientais
(Romero et al., 2009), favorecendo a manutencaedsidade populacional, facilitando
as interacdes benéficas ou deletérias entre plarifastérias (Pinton et al., 2010).

4.3.3 Caracterizacao da diversidade gendmica
4.3.3.1 Diversidade genética da comunidade bactenia cultivavel associada a
gramineas do génerdrachiaria

A analise da diversidade genética por meio do B@RPermitiu observar o
perfil das bandas geradas, estas sendo avaliadasgi® do dendrograma construido
com base na matriz de similaridade de Jaccardjdgndificou nove gruposc(uster9
com elevada variabilidade entre os isolados domratites nichos e espécies vegetais
(Figura 4.9). Entretanto, ha isolados com 100%inasidade associadas a ambos os
nichos e espécies vegetais, diferentemente doul@apitfoi observado que os isolados
UAGB 84 e UAGB 85, oriundos de plantas e nichosréifites, apresentaram 100% de
similaridade, evidenciando que 0s mesmos genotipmderianos podem habitar
diferentes gramineas do gén8machiaria, estes transitando entre os distintos nichos de
colonizacéo, evidenciando a especificidade entamt@s e micro-organismos, como

mencionado por Berg (2009).
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matriz de similaridade genética de 100 isoladoseianos, da rizosfera e
endofiticos de raiz, de plantas &eachiaria decumben® Brachiaria
humidicola D/E = B. decumbensehdofitico de raiz; D/R =B.
decumbensizosfera; H/E =B. humidicolaéndofitico de raiz; H/R B.
humidicolafizosfera. O coeficiente de Jaccard foi utilizadarap a
construcdo da matriz de similaridade. Os nimeresds do dendrograma
indicam o valor da porcentagem de vezes que 0 grapoeu N0 MesmMo
né durante @ootstrapde 1000 repeticdes

O percentual de isolados igual ou acima de 70,0%rdigaridade foi de 19,0%,
valor inferior ao encontrado no Capitulo | com oignsemi-seletivo para bactérias
diazotroéficas, podendo-se afirmar que o meio nétige proporciona o isolamento de
isolados com maior diversidade, corroborando congridai et al. (2010), que relatou
gue o crescimento em meio rico proporciona maierdidade de bactérias.

Ao analisar oxlustersfoi constatada a formacédo de agrupamento de B®lad
por espécie vegetatjuster Vcom a espécie vegetdl decumbensorroborando com
Haichar et al. (2008), que observou influéncia plastas na comunidade bacteriana.
Nos demaislusters,os isolados foram agrupados independente da espégetal e
nicho, concordando com Magnani et al., (2010), cprestataram que as populacdes de
micro-organismos podem variar de acordo com o édgéplanta avaliado, ndo sendo
encontrado dominancia de isolados, evidenciandeva@a diversidade da comunidade
bacteriana cultivavel total associada as gramileadecumbeng B. humidicola A
diversidade de micro-organismos associadas asaplafiresenta-se como alternativa
para melhorar as caracteristicas econémicas ddaleg@ sustentabilidade da cultura
(Luvizotto et al., 2010; Pereira et al., 2012).

4.3.4 Caracterizacdo dos isolados quanto ao seu @8po e potencial
biotecnolégico

A partir das bandas geradas pelo BOX-PCR e astesaisticas fenotipicas de
cada isolado foi construido um dendrograma com basenatriz de similaridade de

Jaccard (Figura 4.10).
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matriz de similaridade genética e caracteristicasotfpicas dos 100
isolados bacterianos, da rizosfera e endofiticogaile de plantas de
Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola D/E = B.
decumbensghdofitico de raiz; D/R B. decumbenszosfera; H/E =B.
humidicolaéndofitico de raiz; H/R =B. humidicolafizosfera. O
coeficiente de Jaccard foi utilizado para a cogéiouda matriz de
similaridade. Os numeros nos nés do dendrogramigaimdo valor da
porcentagem de vezes que O grupo ocorreu no mesmdurante o
Bootstrapde 1000 repeticbes

Analisando a caracterizacdo genotipica e fenotipimes 100 isolados
bacterianos, em relacdo as diferentes espéciestai®ge nichos de isolamento,
observou-se que, semelhante ao Capitulo I, ondeessidlade genética foi alterada
quando incluidas as caracteristicas biotecnolégica®rrendo um aumento da
dissimilaridade e o niumero @kusters reagrupando-se em 12, parte destes (maior que
do dendrograma genético) agrupando os isoladoggm#cies vegetais e nicho, como
no caso doslusters IlI, 1V, Vlle XI.

Os micro-organismos cultivaveis presente na conagl@dtotal associada as
gramineasB. decumben® B. humidicolanos nichos rizosfera e endofitico de raiz
apresentaram elevada diversidade fisiologica etigandao sendo observado isolados

com 100% de similaridade de acordo com matriz deaid.

4.4 Conclusobes

As graminea®Brachiaria decumbeng Brachiaria humidicolacultivadas em
Pernambuco apresentaram elevada densidade da cameriacteriana cultivavel total
associada a regido da raiz, apresentando elevagocl de crescimento vegetal;
fixando biologicamente o nitrogénio atmosféricomce sem a presenca de sal no meio
de cultura, sendo as bactérias de rizosfera maisteates a salinidade; sintetizando
acido indol acético por diferentes rotas bioquiicaom e sem a presenca do
aminoacido precursor L-triptofono, tendo a producgdestaca na presenca do

aminodcido; solubilizando fosfato inorganico enedihtes fontes de carbono no meio,
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com a fonte sacarose e o0 nicho endofitico de restadando-se; produzindo enzimas
extracelulares (pectinase, amilase e celulase) elerados indices enzimaticos, com
valor maior que 2,0 com excec¢do da celulose, aléralevado percentual de isolados
produzirem a moléculgquorum sensing

A elevada dissimilaridade genética entre os isadmbxterianos foi evidenciada
pelo BOX-PCR, porém com isolados apresentando ld®%imilaridade e a formacao
de grupos ouwlusters entre as espécies vegetais e nichos de colooizEgiados com
100% de similaridade ndo apresentam as mesmaderéacas fenotipicas que seus

pares.
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5 CAPITULO 03

Comunidade bacteriana diazotréfica associada Brachiaria decumbens sob

diferentes tempos de adubacgéao

Resumo: As atividades agropecuarias intensas vém provacatidtirbios nos
ecossistemas, alterando tanto seu funcionamentmta@uas comunidades vivas
presentes. Assim, a densidade e diversidade delgudgs bacterianas associadas a
essas atividades poderao indicar se certas pragrasolas podem causar impacto no
meio ambiente. Tendo em vista que grande part@mas de pastagem cultivadas, ou
ndo, encontram-se em diferentes estagios de deg@dapresentando diminui¢do da
fertilidade quimica e biologica do solo, este tthbaeve como objetivos: avaliar a
densidade populacional e isolar bactérias poteneiate diazotroficas associadas aos
nichos rizosfera e endofitico de raiz da gramiBeschiaria decumbengultivada em
pastagens sob diferentes tempos de cultivo e adabaea regido Agreste do estado de
Pernambuco; e analisar a variabilidade genéticaodaunidade bacteriana total, por
método independente de cultivo. As plantaBdelecumbenforam coletadas de trés
diferentes pastagens estabelecidas: uma com 3@armsgtivo sem adubacado; outra em
que sua formacdo e ultimo ano de adubagdo ocomeR0O5; e uma terceira em que
sua formacao e ultimo ano de adubacédo ocorreu €8. 20mostras de raizes e da
rizosfera foram utilizadas para o isolamento emonsaimi-sélido NFb. A densidade
populacional foi estimada por meio do numero mag/gvel, posteriormente sendo
realizada a purificagdo e estocagem das bactéNadiversidade da comunidade
bacteriana diazotrofica independente de cultivo dealiada pela técnica de DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresido genenifH. A densidade populacional de
bactérias potencialmente diazotroficas foi elevads habitat rizosfera e endofitico de
raiz, destacando-se o0 nicho rizosfera de pastaggnsdubacdo e com ultima adubagéo
em 2008. Foram isoladas 90 bactérias em meio N&gde purificacdo e novo teste de
fixac&o biologica de nitrogénio, 100% dos isoladpsesentaram-se positivos. A técnica
de PCR-DGGE do genafH demonstrou elevada diversidade genética na comdaid
bacteriana diazotréfica, ou seja, alta variabileldd genenifH, codificante da enzima
nitrogenase, nas bactérias associadas a graBiaehiaria decumbensob diferentes
manejos de adubacao e degradacao. As populactesidna@s agruparam-se formando
clusters, entre 0s nichos ou tempos de cultivo sem aduba@édanto, gramineas
Brachiaria decumbenscultivadas na regido Agreste do estado de Pemnamnlsob
manejo sem adubacdo, apresentaram associacdo cotéridsa potencialmente
diazotréficas, com elevada densidade populaciomadta variabilidade genética da
comunidade bacteriana fixadora de nitrogénio nolsas rizosfera e endofitico de raiz.

Palavras chaves:DGGE, fixacdo biolégica de nitrogénio, gramineasrafgeiras,
variabilidade genética, promocéo de crescimentetatg
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Diazotrophic bacterial community associated withBrachiaria decumbens under

different fertilization times

Abstract: The intense agricultural activities have causedudiances in ecosystems,
altering both its operation and the communitiesnivthere. Thus, the density and
diversity of bacterial populations associated witlese activities may indicate that
certain agricultural practices can impact the emment. Given that much of the
pasture areas cultivated, or not, are at diffestages of degradation, with decreased
fertility and soil biological chemistry, this studymed to assess the population density
and isolate diazotrophic bacteria potentially agged the rhizosphere and endophytic
niches root oBrachiaria decumbengrown under different periods of cultivation and
fertilization in the Agreste region of Pernambuc@at& and to analyze the genetic
variability of the total bacterial community by tiuation-independent method. Plants
B. decumbensvere collected from three different pastures distadd: one with 30
years of cultivation without fertilization; othen itheir final year of training and
fertilization was in 2005, and a third in his fingtar of training and fertilization was
2008. Samples of the roots and rhizosphere usaddolation in a semi-solid NFB. The
population density was estimated by most probablenber, later being made
purification and storage of bacteria. The diversitydiazotrophic bacterial community
independent of cultivation was analyzed by DGGE nédlering gradient gel
electrophoresis) afifH. The population density of potentially diazotrapbacteria was
high in the rhizosphere and endophytic habitat,respecially the niche rhizosphere
pasture without fertilization and with fertilizatidast in 2008. 90 bacteria were isolated
in the midst NFB and after purification and testofghew biological nitrogen fixation,
100% of the isolates were positive. The PCR-DGGEififl showed high genetic
diversity in diazotrophic bacterial community, kegh variability of nifH, encoding
nitrogenase enzyme in bacteria associated Badchiaria decumbensnder different
fertilizer managements and degradation. Bactemgufations were grouped to form
clusters, or niches between the times of cultivatathout fertilization. Therefore,
Brachiaria decumbensgrown in the Agreste region of Pernambuco Statejer
management without fertilizer, were associated wpitentially diazotrophic bacteria
with high population density, and high genetic ahility of nitrogen-fixing bacterial
community in rhizosphere and endophytic niches.root

Keywords: biological nitrogen fixation, DGGE, forage grassegenetic variability,
plant growth promotion
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5.1 Introducéo

A busca por sistemas de producédo agropecuariasusisntaveis, cujo manejo
cause menor degradacdo e impacto ao solo, minidozas danos na densidade de
micro-organismos funcionais (Ramos et al., 20J) eéstimulado pesquisas que visam
descrever a associacdo de bactérias diazotroficascem potencial de crescimento
vegetal associadas as gramineas forrageiras (L@stioet al., 2004), tendo as
bactérias um importante papel nos sistemas agsicoEspecialmente como
biofertilizantes (Chubatsu et al., 2011; Piromyoalg 2011).

As atividades humanas, com a incorporagdo de Ritiogno meio, através da
adubacao nitrogenada, estdo causando grande aungecitdtagem do nitrogénio. Além
do desequilibrio deste excesso, a inclusdo de aliesis de nitrogénio provoca a
poluicdo dos ecossistemas e alteram tanto seuofmmiento ecoldégico, quanto as
comunidades vivas presentes. Desta forma, o tamd@hona determinada populacdo
bacteriana pode indicar se praticas humanas caimspatto ao meio ambiente, com
consequéncias positivas ou negativas (Parioa-Llanals, 2010).

Os micro-organismos diazotréficos possuem o conoplenzimatico da
nitrogenase, apresentando elevada diversidade exindid6 quanto a morfologia,
fisiologia, genética e filogenética, garantido saeorréncia nos mais diversos
ecossistemas (Franche et al., 2009).

A técnica do PCR-DGGHPplimerase Chain Reaction — Denaturing Grandient
Gel Electrophoresis possibilita 0 acesso a diversidade genética dasulpcdes
bacterianas oriundas diretamente do meio ambi@dte, sendo necessario o cultivo
bacteriano em laboratério (Lacava et al., 2006@mabte possibilitar a avaliacdo da
diversidade genética e funcional dos micro-orgaosmresentes na interagdo solo-
planta e sua flutuagdo no ambiente em relacdoatose$ bidticos e abidticos (Saito et

al., 2007).
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Dos 200 milhées de hectares de pastagens, culdvadado cultivadas, no
territério brasileiro, aproximadamente a metadeortra-se em diferentes estagios de
degradacéo (Dias Filho, 2007; Jank et al., 20Jgs®entando diminui¢ao da fertilidade
quimica e biolégica do solo (Ferreira et al., 20I8yares Filho et al., 2011). Neste
contexto, objetivou-se com o presente trabalholiaava densidade populacional e
isolar bactérias potencialmente diazotréficas aadas aos nichos rizosfera e
endofitico de raiz da gramin8aachiaria decumbensob diferentes manejos de tempos
de adubacéo, além de analisar a variabilidade iganga comunidade bacteriana total
de fixadoras de nitrogénio atmosférico associadagaminea8rachiaria decumbens

por método independente de cultivo.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Areas de estudo e material vegetal
As coletas foram realizadas em pastagenBrdehiaria decumbensultivadas
na Fazenda Riacho do Papagaio, no municipio del&m no Agreste Meridional do
Estado de Pernambuco, sob diferentes manejos esedgpcultivo. As trés areas de
cultivo foram escolhidas levando-se em consideragatempo de aplicagcdo do
fertilizante nitrogenado e o estagio de degradatd@® pastagens. Os locais foram
georreferenciados com o auxilio de um GPS:
» Pastagem com 30 anos de cultivo sem adubacéo stégioede degradacéao
avancado. Coordenadas S 08°49°'11” e W 036°23'38”;
» Pastagem formada e com o Ultimo ano de adubac&9@h) em estagio de
degradacéo intermediario. Coordenadas S 08°48'¥8"036°24'27”;
* Pastagem formada e com o ultimo ano de adubacdo2@®8, nao

degradada. Coordenadas S 08°49'00” e W 036°23'38".
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De cada area da pastagem, aleatoriamente, foraptadat trés amostras

vegetais e de solo, a uma profundidade de 0-0&snamostras foram acondicionadas

em sacos plasticos, identificadas e, em seguisladés ao Laboratorio de Genética e

Biotecnologia Microbiana, da Unidade Académica @eaBhuns/Universidade Federal

Rural de Pernambuco, para processamento e andliseamostras de solo foram

encaminhadas para analise das caracteristicas ogsirei fisicas no Laboratorio de

Quimica do Solo da Universidade Federal Rural dedPebuco (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Caracteristicas quimicas e fisicas shies coletados nas areas de
pastagens ddrachiaria decumbengultivadas na fazenda Riacho do
Papagaio do municipio de Sao Joao-PE

Analises Quimicas

; P K Ca Mg Na A" H+Al Ctotal

Area pH mg dm® cmol, dnt dag kg
T1 6,02 15,44 0,12 0,15 0,45 0,02 0,10 0,40 0,12
T2 5,05 52,63 0,18 0,10 0,40 0,02 0,15 0,25 0,07
T3 6,01 31,79 0,12 0,20 0,50 0,03 0,10 0,35 0,06

Analises Fisicas

A Areias (%) Silte Argila Argila dispersa em agua

Area —grossa Fina Toll | %----- T — Textura

T1 76,45 15,68 92,13 4,41 3,45 0,0044 Arenosa
T2 75,86 1596 91,82 5,40 2,77 0,0019 Arenosa
T3 7492 17,02 91,94 3,24 4,83 0,0030 Arenosa

T1 = Pastagem com 30 anos de formagéo e sem adubaca
T2 = Pastagem com ultima adubac¢&o ocorrida no ar2®d5
T3 = Pastagem com ultima adubac¢éo ocorrida no ar2dds

5.2.2

Isolamento e estocagem bacteriana

O isolamento, a avaliacdo de densidade e postestocagem de bactérias da

rizosfera e endofitica de raiz foram realizados @a@scrito no subitem 3.2.2 (Capitulo

). Com 90 isolados bacterianos selecionados, ektediferentes pastagens e nichos

para os posteriores testes.
5.2.3
5.2.3.1

atmosférico

Caracterizacao fenotipica

Como descrito no subitem 3.2.3.1 (Capitulo I).

Identificacdo de bactérias potencialmenteixadoras de nitrogénio
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5.2.4  Caracterizacdo genética
5.2.4.1 Analise da comunidade bacteriana diazotngf total por DGGE

A técnica de DGGE do gemifH foi realizada no Laboratério de Microbiologia
do Solo, da Escola Superior de Agricultura “Luiz@eeiroz”, da Universidade de Sé&o
Paulo.

A extracdo do DNA total das amostras de solo reaash e das raizes,
desinfectadas superficilamente, foi realizada astiido-se o Power Soil DNA kit
(MoBio; EUA). ApOs a extracdo, a integridade e almiade dos DNAs foram
verificadas por eletroforese em gel de agarosevi8 €m tampao TAE 1x.
5.2.4.1.1 PCRPolimerase Chain Reaction) do genenifH

Para a amplificacdo do gem&H foram utilizados ogrimers FGPH19 (5'-
TACGGCAARGGTGGNATH-3") e PolR (5'-ATSGCCATCATYTCRCG-3). A
amplificacdo ocorreu em 24 de volume final, contendo 2. de dNTP 2,5 mM; 2,5
uL de Tag Buffer 10X (Fermentas); 2i& de MgCI2 50 mM; 0,05l de BSA (bovine
serum albumin), L de de 5UnL™ de Taq DNA Polimerase (Fermantas); 0, i25le
cadaprimer (10 pmolesiL-1) e 2uL de DNA total do solo ou da raiz (10 ng), sendo o
restante do volume completado com agua ultra putackavada. As condicbes da
amplificacédo foram: 5 min a 94 °C; 30 ciclos deih@ 94 °C; 1 min a 56 °C; 2 min a
72°Ce30mina72°C.

O produto da amplificacéo, os amplicons, foramasidos numa segunda reacao
de PCR para o0 genenifH, utlizando os primers PolF-GC (5'-
CGCCCGCCGCGLCCLCLCGLGLLLGGLLCCGLLGLLLLLCGLCCLCLCTGLCGAYCCSAA
RGCBGACTC-3") e AQER (5'-ACGATGTAGATYTCCTG-3). A mplificacdo
ocorreu em 5QL de volume final, contendo: gL de dNTP 2,5 mM; quL de Taq
Buffer (Fermentas); 2,0 de Mg€0,2 uL de Tag DNA Polimerase (Fermantas); 0,250

uL de cadaprimer (10 pmolesulL-1) e 2uL do PCR da 1° reacédo (10 ng de DNA),
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sendo o restante do volume completado com agua pitra autoclavada. Os ciclos de
amplificagéo foram 5 min a 94 °C; 30 ciclos de hm@mi94 °C; 1 min a 48 °C; 2 min a
72°Ce30mina72°C.

Todos os produtos de PCR, cerca deill@a reacgéo, foram verificados em gel
de agarose 1% em TAE 1x, para confirmacéo da aonggdo do produto desejado.
5.2.4.1.2 Andlise por DGGE

As analises por DGGE foram realizadas no equipamiaigieny PhorU System
(Ingeny, Goes, The Netherlands). Para a analispréparado um gel de poliacrilamida
6% (w/v), com gradiente desnaturante de 40 a 65 pgroduto do PCR do gene
nifH. O gel foi submetido a eletroforese por 16 h a/é8s, a temperatura de 60 °C.
Apoés a corrida da eletroforese, os geéis foram asrazbm SYBR-gold (Invitrogen,
Breda, The Netherlands) e TAE 1x na propor¢cdo dE).Q00 por 30 min e
fotodocumentados.

5.2.5 Andlise estatistica

As analises quantitativas de densidade populacionain submetidas a analise
de variancia (ANOVA), através do programa estatis8ISVAR 5.8 e a comparacao
entre as meédias foram realizadas pelo Teste dd-woott, (p<0,05). Por meio da
analise do gel de poliacrilamida, as bandas obdasvgela amplificacdo foram
transformadas em dados binarios e, a partir destégs, foi construida uma planilha,
analisada pelo software Past 1.90, empregandoagootmo UPGMA Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetical Average aplicado o Coeficiente de Jaccard

para analise da matriz de similaridade entre a®bas analisadas.
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5.3 Resultados e discussé

5.3.1 Densidade populacional de bactérias potencialmentediazotroficas
associadas glantas deBrachiaria decumbens

Nas pastagens dB. decumbenscom diferentes periodode adubacéo
nitrogenada na testemunha n&do adubad observad&levada densida populacional
de bactérias potencialmente diazotréficas assasiada nichos, rizosra e endofitico
de raiz, com variacdo de nimero mais provavel (NE@),00 x 1°* a 1,60 x 10
células g de solo ou tecido vegetal fresco. Segundo o test8abt-Knott, o nicho
rizosfera da pastagem sem adubacdo e da pastagenilttma adubacdo no a de
2008, obtiveram destaque com as maiores densidaodeslacionais de bactéri
diazotroficastanto entre os diferentes tempos de adubacado,aeatre os nichos pi
periodo de adubac¢é&i@ura5.1), concordando com Rosenbluetl Martines-Romero,
(2006) e Pariond&ianos et al. (201(, que encontraram que populacdo endofitica

inferior a da rizosfera.
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Figura 5.1. Dasidade populacional da comunidade bacterdiazotréfica endofitica
de raiz e rizosfera, de plantas Brachiaria decumber em diferentes
tempos sem adubacao. Letras mailsculas comparamhas entre si e «
periodos de adubacdo, letras minUsculas 0s nicloosppriodo de
adubacdaoletras iguais ndo diferemgsificativamente entre si a 5%
probabilidade pelo teste de S-Knott
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O nicho rizosfera apresenta predominancia em nuntEroisolados em
comparacdo aos demais, devido a liberacdo dos a&dssidradiculares e a matéria
organica do solo, favorecendo o crescimento miaerab{Haichar et al., 2008; Castro et
al., 2011).

Diferentemente do esperado, a pastagem com Ultdubhagdo em 2008 teve
densidade semelhante a sem adubacéao, fato explicedmdependente do manejo de
adubacdo nitrogenada empregada a pastagem apresecddonizada com bactérias
potencialmente diazotrofica, que possivelmente iimgm a caracteristica de fixacao
biolégica de nitrogénio na auséncia de nitrogénm ®rma de adubacédo, esta
caracteristica podendo ndo se expressar na prederiedilizante. Ja que o uso destes
tem provocado impactos sobre a comunidade de rorgaaismos presente no solo,
(Yuan et al. 2010).

5.3.2  Caracteristicas de promocao de crescimentegetal
5.3.2.1 Bactérias potencialmente fixadoras de nitg&nio atmosférico

Os 90 isolados bacterianos potencialmente diazotdtelecionados, sendo 30
de cada pastagem, destes 15 de cada nicho, foraaotuladas em meio NFb semi-
sélido e 100% apresentaram halo de crescimentotendr do meio de cultura.

A fixacéo biologica de nitrogénio (FBN) deve seplexada ndo apenas como
alternativa econdmica de fornecimento de nitrog@ai@ agricultura (Sala et al., 2005),
mais como de primordial funcédo na preservacdo gu@EdBhattacharjee et al., 2008;
Conceicdo et al.,, 2009), podendo promover o aumeatqroducdo de biomassa
(Roesch et al., 2007; Piromyor et al., 2011) estargacao de areas degradadas, como
as de pastagem, que hoje ocupam grande parte elas @destinadas ao cultivos de

gramineas forrageiras.
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5.3.3 Caracterizacao da diversidade genémica
5.3.3.1 Diversidade da comunidade bacteriana diaizofica total associada a
plantas deBrachiaria decumbens sob diferentes tempos de adubacgéao

A andlise da comunidade bacteriana independenteulizeo, por DGGE do
genenifH, permitiu 0 acesso da diversidade bacteriana tlidalotréfica endofitica de
raiz e da rizosfera de plantBsachiaria decumbensob diferentes tempo de adubacéo.
A figura 5.2 ilustra o gel de poliacrilamida conrfgede bandasafmplicon$ dos genes
nifH, obtidos através do uso da técnica DGGE. Estaiceéal mais apurada, pois
diferentemente dos géis de agarase convencionasa @nalise ocorre em relagdo as
diferencas de tamanho entre as bandas, o DGGEemwlifar a composicdo das bases

nitrogenadas dasmplicons(Andreote et al., 2009), sendo observado diferguaelsdes

de bandas.
Rizosfera Endofitico de raiz
A A
' N7 I
M 2005 2008 SEM 2005 2008 SEM
{_L\ A A A A A A
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Figura 5.2. Gel de poliacrilamida com perfis obtidos no DGGE didH das
comunidades bacterianas diazotréficas endofitieasatz e rizosfera de
plantas ddBrachiaria decumbensob diferentes tempos de adubacéo. M =
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marcador; 2005 = pastagem com ultima adubacao ma@r2005; 2008 =
pastagem com Uultima adubacdo no ano de 2008; SEphstagem
cultivada ha 30 anos e nunca adubada

A andlise da comunidade bacteriana por uso dac#&GGE, semelhantemente
aos resultados obtidos pela técnica de BOX-PCRjeaciou elevada diversidade
genética da comunidade bacteriana existente nafeizoe nas raizes da graminea
Brachiaria decumben@igura 5.3). A elevada variabilidade do geniied também foi
observada por Giuntini et al. (2006) analisandoomunidade bacteriana em solos

tratados com casca de oliveira.
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Figura5.3 Dendrograma de similaridade das comdegldacterianas diazotroficas
associadas as plantas Beachiaria decumbensob diferentes tempos de
adubacado. 2005 = plantas com ultima adubacdo nalarD05; 2008 =
plantas com ultima adubacdo no ano de 2008; SENartgs que nunca
foram adubadas em 30 anos de cultivo; 1, 2 ou 8peticdo por cada
amostra; ER = endofitico de raiz; RIZ = rizosfeBaseadas nos perfis
obtidos através da técnica de DGGE do gefté e analisados através do
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coeficiente de Jaccard foi utilizado para a cogsiouda matriz de
similaridade. Os numeros nos nés do dendrogramiaaimdo valor da
porcentagem de vezes que O grupo ocorreu no mesmdurante o
Bootstrapde 1000 repeticbes

E possivel observar o agrupamento existentechmsstersentre os tempos sem
adubacdo e os nichos avaliados, bem como, a bawiargdade da maioria dos
clusters Houve a formacdo de apenas dois grupos dominartes similaridade
genética igual ou acima de 70%, sendo ambos doo nectdofitico de raiz (nos
tratamento sem adubacao e com ultima adubacaoondea?008).

Os diferentes tempos de adubacdo impostos asgpastanfluenciaram as
comunidades de bactérias diazotroficas, tanto zisfiera quanto endofiticas de raiz,
sendo observado maior diversidade na comunidadertza@ que compdem a rizosfera
em ambas as pastagens, semelhante aos encont@d@oglho et al. (2009) em
estudos com DGGE do gemefH na comunidade bacteriana associada ao sorgo
(Sorghum bicolorsubmetido a diferentes quantidades de adubagégemnada.

Diferente deste trabalho, com gramiriachiaria decumbensg do trabalho
realizado por Coelho et al. (2009), Prakamhangl.e€2809), analisando plantas de
arroz Qryza satival.), ndo observaram a expressdo do geifid pela técnica de

DGGE em raizes e solo adubados em diferentes estagirescimento vegetal, sendo

observado apenas nas folhas, em todo o crescirdarglanta.

54 Conclusodes

A densidade populacional de bactérias potenciakndid@zotroficas € elevada
nos nichos rizosfera e endofitica de raiz nas greasi do génerdrachiaria
decumbensindependente do tempo sem adubacao (pastagemd@ind@a30 anos sem

adubacdo, pastagem com dultima adubacdo no ano @fe €@astagem com ultima
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adubacédo no ano de 2008). O nicho rizosfera seaa®stcom a maior associacao de
bactérias diazotréficas em todas as pastagensesmm adubagéo.

Foi observada alta (100%) frequéncia de isoladatehanos diazotréficos em
associacdo com gramineas do tBw@chiaria decumbenssob diferentes tempos de
adubacéo.

A técnica de PCR-DGGE do gen#H das amostras de solo e raiz das plantas
Brachiaria decumbenapresentaram elevada diversidade genética, paicob$ervado

0 agrupamento entre os nichos e tempos de adubacéao.

BIBLIOGRAFIA CITADA

ANDREOTE, F.D.; AZEVEDO, J.L.; ARAUJO, W.L. Assessi the diversity of
bacterial communities associated with plaBtsazilian Journal of Microbiology,
v.40, p.417-432, 2009.

BHATTACHARJEE, R.B.; SINGH, A.; MUKHOPADHYAY, S.NUse of nitrogen-
fixing bactéria as biofertilises for non-legumesogpects and challenge&ppl
Microbiol Biotechnol, v.80, p.199-209, 2008.

CASTRO, C.B.; KIDD, P.S. FERNANDES, A.P. et al. Bpthytic and rhizoplane
bacteria associated witlCytisus striatusgrowing on hexachlorocyclohexane-
contaminated soil: isolation and characterisatiBlant Soil, v.340, p.413-433,
2011.

COELHO, M.R.; MARRIEL, LE.; JENKINS, S.N. et al. dfecular detection and
quantification ofnifH gene sequences in the rhizosphere of sorghum HGorg
bicolor) sown with two levels of nitrogen fertilizeApplied Soil Ecology, v.42,
p.48-53, 2009.

CONCEICAO, P.M.; VIEIRA, H.D.; CANELLAS, L.P. et alEfeitos doa &cidos
hdmicos na inoculagéo de bactérias diazotroficdsféticas em sementes de milho.
Ciéncia Rural, v.39, p.1880-1883, 2009.

CHUBATSU, L.S.; MONTEIRO, R.A.; SOUZA, E.M. et aNitrogen fixation control
in Herbaspirillum seropedicaBlant Soil, v.356, p.197-207, 2011.

DIAS-FILHO, M. B. Degradacdo de pastagens: processos, causas e &ggias de
recuperacao 3.ed. Belém: Embrapa Amazoénia Oriental, 2007.490

FERREIRA, R.F.; CARDOSO, I.C.M.; SILVA, C.F. et &ice response to inoculation
with P-solubilizing microorganisms from Braziliarrcado.Bioscience Journal
v.25, p.1-7, 2009.

FRANCHE, C.; LINDSTROM, K.; ELMERICH, C. Nitrogerixing bacteria associated
with leguminous and non-leguminous plaf&ant Soil, v.321, p.35-59, 2009.

GUIUNTINI, E.; BAZZCALUPO, M.; CASTALDINI, M. et al Diversidade genetic de
dinitrogénio-fixagdo de comunidades baccterianaselm com casca de azeitona.
Annals of Microbiology, v.56, p.83-88, 2006.



109

HAICHAR, F.Z.; MOROL, C.; BERGE, O. et al. Planbdt habitat and root exudates
shape soil bacterial community strutuleternational Society for Microbial
Ecology Journal, v.2, p.1221-1230, 2008.

JANK, L.; VALLE, C.B.; RESENDE, R.M.S. Breeding pial forages.Crop
Breeding and Applied Biotechnologyv.1, p.27-34, 2011.

LACAVA, P.T.; ANDREOTE, F.D.; ARAUJO, W.L. et al. &acterizacdo da
comunidade bacteriana endofitica de citros poraimehto, PCR especifico e
DGGE.Pesquisa Agropecuaria Brasileirav.41, p.637-642, 2006.

LOREDO-OSTI, C.; LOPEZ-REYES, L.; ESPINOSA-VICTORIAD. Bacterias
promotoras del crecimiento vegetal associadas aamigeas.Terra Latino
American, v.22, p.225-239, 2004.

PARIONA-LLANOS, R.; FERRARA, F.I.S.; GONZALES, H.B. et al. Influence of
organic fertilization on the number of culturableabtrophic endophytic bacteria
isolated from sugarcanEuropean Jornal of Soil Biology v.46, p.387-393, 2010.

PIROMYOR, P.; BURANABANYAT, B.; TANTASAWAT, P. et la Effect of growth
promoting rhizobacteria (PGPR) inoculation no micab community structure in
rhizosphere of forage corn cultivated in Thailaftiropean Journal of Soll
Biology, v.47, p.44-54, 2011.

PRAKAMHANG, J.; MINAMISAWA, K.; TEAMTAISONG, K. et al. The
communities of endophytic diazotrophic bacteriacuitivated rice Qryza sativa
L). Applied Soil Ecology, v.42, p.141-149, 20009.

RAMOS, M.L.G.; MENEGHIN, M.F.S.; PEDROSA, C. et &feito dos sistemas de
manejo e plantio sobre a densidade de grupos fug@siale microrganismos, em
solos de cerrad@ioscience journal, v.28, p.58-68, 2012.

ROESCH, L.F.W.; PASSAGLI, L.M.P.; BENTO, F.M. et &iversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas associadas a plantas ittleo.nRevista Brasileira de
Ciéncias do Solgpv.31, p.1367-1380, 2007.

ROSENBLUETH, M.; MARTINEZ-ROMERO, E. Bacterial engloytes and their
interactions with hostsThe American Phytopathological Societyv.19, p.827-
837, 2006.

SAITO, A.; IKEDA, S.; EZURA, H. et al. Microbial ecomunity analysis of the
phytosphere using culture-independent methodologiddicrobes and
Environments, v.22, p.93-105, 2007.

SALA, V.M.R.; FREITAS, S.S.; DANZELI, V.P. et al. @@rréncia e efeito de bactérias
diazotréficas em gendtipos de trigeevista Brasileira de Ciéncias do Solov.29,
p.345-352, 2005.

TAVARES FILHO, J.; FERREIRA, R.R.M.; FERREIRA, V.Mertilidade quimica do
solo sob pastagens formadas com diferentes espéaie®ms e conBrachiaria
decumbensnanejadas com queimadas anu@ig&ncias Agrarias v.32, p.1771-
1782, 2011.

YUAN, S.Y.; HUANG, I.C.; CHANG, B.V. Biodegradatioof dibutyl phthalate and di-
(2-ethylhexyl) phthalate and microbial communityanfes in mangrove sediment.
Journal of Hazardous Materials, v.184, p826-831, 2010.



110

6 CONCLUSAO GERAL

As diferentes espécies vegetais de gramineas &waagrachiaria decumbens
e Brachiaria humidicolae os diferentes nichos de colonizacao, rizosfenadefitico de
raiz, apresentam associacdo com alta diversidadterlzma, tanto para o meio
especifico para crescimento de bactérias potenemirfixadoras de nitrogénio quanto
em meio nao seletivo.

Os isolados bacterianos analisados, quanto ascswasteristicas fisiologicas,
apresentaram mecanismos de promoc¢ao de crescivegital em ambas as espécies
vegetais e nichos avaliados, fixando biologicamentdtrogénio atmosférico (com e
sem a presenca de sal no meio de cultura), pradiuanzimas extracelulares (celulase,
amilase e pectinase), solubilizando de fosfatog@woico (com a utilizacdo de varias
fontes de carbono), produzindo &cido indol acépiop diferentes rotas bioquimicas e
produzindo a moléculguorum sensingPorém € observado que isolados provenientes
do isolamento em meio NFb (meio seletivo para bast@otencialmente diazotroficas)
apresentaram maior potencial de promocéao de creatinfocorrendo maior frequéncia
de positivos para as analise e os isolados apeggbntmais de uma caracteristica
biotecnoldgica), desta forma sugerindo que o meigsdlamento influencia na selecéo
de bactérias com elevado potencial de crescimergetal.

A elevada diversidade genética foi observada taeta técnica que utiliza o
cultivo bactéria (BOX-PCR) quanto a que nao utibzeultivo e especifica para avaliar
as bactérias fixadoras biologicas de nitrogénio @EGdo genenifH), porém é
observado entre os isolados pela técnica do BOX-8Bl&wada similaridade esta acima
de 70,00% em ambos os meios de isolamento NFb eID$#® Em ambas as técnicas

de avaliacdo da diversidade genética (com e seunitivccbacteriano) foi observado o
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agrupamento dos isolados (no BOX-PCR) e na comdaid@mo DGGE), estes
formandoclustersno dendrograma em relagéo a espécie vegetal ba agsociado.

Tal associacao bactéria planta-solo pode propacie@rios beneficios a planta,
ndo apenas a fixagdo bioldgica do nitrogénio, poiBuestimentos em pesquisas
utilizando gramineas forrageiras sdo de fundamenfadrtancia pelo elevado valor que
esta representa na alimentacdo animal e elevadadrecupacao no territério nacional,
juntamente com a interacdo de estudos multidiseipis e integrados, em areas como
microbiologia, ciéncia do solo, melhoramento dengala, manejo de culturas, entre
outras, podem trazer um grande beneficio para oduppg aumentando a

disponibilidade de alimentos para o seu rebanho.



