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Resumo

A capacidade de fixacao biologica do nitrogénio atmosférico por bactérias diazotréficas
impulsiona os estudos de ocorréncia, isolamento, caracterizacéo e até mesmo selecédo de
estirpes eficientes em promover o crescimento vegetal. Porém, no Brasil, poucos estudos
tém destacado a interacdo entre bactérias e plantas nativas, principalmente frutiferas.
Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi registrar a ocorréncia, isolar e caracterizar
bactérias do género Azospirillum associadas a Jacaratia corumbensis O. Kuntze, bem
como verificar a habilidade dos isolados bacterianos quanto a producdo de substancias
promotoras de crescimento vegetal. Para isto, foram coletados amostras de folhas, raizes
e solo rizosférico de trés individuos da espécie vegetal de duas areas: Assentamento
Taquaral e Assentamento Jacadigo, localizadas a cerca de 15 km da cidade de Corumba,
Mato Grosso do Sul. A verificacdo da ocorréncia e isolamento das bactérias das partes
amostradas de cada planta foram realizados por meio da técnica do Numero Mais
Provavel utilizando os meios de cultura semissolidos NFB e LGI (isentos de nitrogénio)
semi-seletivos para os géneros Azospirillum sp. e Nitroaspirillum sp. (anteriormente
Azospirillum amazonense). A contagem foi realizada com base na presenca de pelicula
(em forma de véu), seqguindo a Tabela de McCrady para trés repeti¢des por diluicdo. Apos
0 crescimento positivo os frascos das maiores diluicdes foram repicados sucessivamente
para meios semissolidos e sélidos semi-especificos (NFb/LGI) para confirmar o carater
diazotrofico. A caracterizacdo morfologica dos isolados foi feita em meio solido Batata,
no qual a morfologia das colonias foi avaliada visualmente. As caracteristicas geradas
para cada isolado bacteriano foram comparadas e as suas semelhancas estimadas pelo
indice de Jaccard obtidos pelo algoritmo UPGMA. Foram isoladas 147 bactérias, das
quais 50 apresentaram perfil diazotréfico. Estas foram selecionadas para avaliacdo das

caracteristicas funcionais relacionadas a producdo de substancias promotoras de
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crescimento vegetal, como solubilizacdo de fosfatos de aluminio e célcio, atividades
amilolitica, fosfatases &cida e alcalina, e producgdo de Acido indolacético. Além disso a
variabilidade genética destes isolados foi analisada pela técnica do Box A1R-PCR e 0s
perfis dos amplicons gerados de cada isolado foram agrupados pelo método UPGMA.. Os
resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa no Niumero Mais Provavel de
bactérias diazotrdficas entre as &reas de estudo. Os isolados apresentaram alta
variabilidade fenotipica e genotipica, sendo observada a formacao de sete grupos a 70%
e 77% de similaridade. O meio de cultivo com maior representatividade foi o NFb,
sugerindo que os isolados bacterianos obtidos nesse estudo pertencem ao género
Azospirillum. Do total, 36% dos isolados produziu AIA, 16% solubilizou fosfato de
calcio, 24% apresentou atividade fosfatase acida, 22% apresentou atividade fosfatase
alcalina e 66% apresentou atividade amilolitica, sugerindo que estes isolados apresentam
potencial para promoc¢do de crescimento. Assim, € o primeiro estudo de bactérias
diazotréficas do género Azospirillum associadas a J. corumbensis para o Estado de Mato
Grosso do Sul.

Palavras-chave: Box A1R-PCR, diazotréficas, FBN, jaracatia
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Abstract

The capacity for biological nitrogenfixation by diazotrophic bacteria rises the studies of
occurrence, isolation, characterization and selection of new strains efficient in plant
growth promotion. However, in Brazil, few studies have focus on the interactions
between bacteria community and native plant species, specifically fruit plants. Therefore,
the aim of this study was to record the occurrence, to isolate and to characterize
Azospirillum bacteria from Jacaratia corumbensis O. Kuntze, as well as, to verify the
ability of the bacteria strains regarding the production of substances related to plant
growth promotion. For this, leaves, roots, and rhizospheric soil samples of the plant
species were collected from two areas (three individuals each): Settlement Taquaral and
Settlement Jacadigo, located around 15 km far from Corumba city, Mato Grosso do Sul
state. To verify and isolate bacteria from each sampled part of the plant, we performed
the Most Probable Number (MPN) approach, using the semisolid culture mediums NFB
and LGI (nitrogen-free), which are semi-selective for the genera Azospirillum sp. and
Nitroaspirillum sp. (previously Azospirillum amazonense). The counting was conducted
considering the presence of a pellicle, following McCrady table for three repetitions per
dilution. After positive growth, the flakes of bigger dilutions were transferred to semi-
solid and solid media (NFb/LGI) in order to confirm the diazotrophic character. The
morphological characterization of bacteria strains was performed by growing colonies in
Potato solid medium, and analyzing them visually. Morphological characters of each
bacteria strain were compared and their similarities were estimated by Jaccard index using
the UPGMA software. We isolated 147 bacteria, from that, 50 presented a diazotrophic
profile. Those 50 bacteria were then used to evaluate functional feature related to the
production of certain substances involved in plant growth promotion, such as aluminum

and calcium phosphate solubilization, amylolytic and acid and alkaline phosphatase
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activities, and indolacetic acid (IAA) production. Besides, the strains genetic variability
was analyzed using the Box A1R-PCR technic; the profiles obtained from each strain
were grouped using UPGMA method. The Most Probable Number (MPN) was not
significantly different between the two studied areas. The bacteria strains presented high
phenotypic and genotypic variation, forming seven groups with around 70% and 77% of
similarity. Most bacteria strains were obtained from NFb medium, suggesting that they
may belong to Azospirillum genus. From the 50 bacteria strains, 36% produced IAA, 16%
solubilized calcium phosphate, 24% presented acid phosphatase activity, 22% presented
alkaline phosphatase activity, and 66% presented amylolytic activity, suggesting that
these strains presented potential for plant growth promotion. Thereby, this is the first
study regarding Azospirillum diazotrophic bacteria associated with J. corumbensis in the
Mato Grosso do Sul state.

Keywords: Box A1R-PCR, diazotrophic, “jaracatia”, NFB
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1. Introducéo geral

1.1 Familia botanica Caricaceae

A familia botanica Caricaceae compreende 35 espécies distribuidas em seis
géneros: Cylicomorpha (que abrange espécies com distribuicdo restrita as florestas
umidas na Africa Ocidental e Oriental), Jarilla e Horovitzia (que abrangem espécies
restritas @ América Central), Jacaratia, Vasconcellea e Carica (que abrangem espécies
predominantes da América do Sul e Ameérica Central). As formas de crescimento dessas
plantas variam de ervas rizomatosas a arvores altas, a maioria das espécies é dioica
(Carvalho e Renner 2014).

A importancia econdmica da familia Caricaceae estd relacionada a grande
producdo de frutos pela sua principal espécie, Carica papaya, que tem amplo cultivo nos
tropicos (Damasceno Juanior et al. 2015). Essa cultura pode ser propagada por sementes,
estaquia e enxertia. No entanto, a propagacao por sementes € 0 método mais utilizado
para cultivo comercial (Oliveira e Trindade 2000). No Brasil, Carica papaya corresponde
a espécie de frutifera mais cultivada, com uma colheita em torno de 1,5 milhdes de
toneladas de frutos por ano, representando cerca de 12,5% da producdo mundial. Deste
modo, o pais ocupa a segunda posi¢cdo no ranking mundial de producdo de mamoeiro
(Fao 2016).

A espécie Carica papaya € singular em varios aspectos: possui habito de
crescimento perene de vida curta, folhas grandes palmatilobadas, crescimento rapido,
caule central ou ramificado terminalmente, e alta plasticidade fenotipica na parte aérea,
raizes e 6rgdos reprodutivos. Mesmo consideradas como plantas de sol, estas exibem alta
plasticidade a sombra como mudancas na massa foliar, relacdo clorofila a/b e densidade
estomatica (Jiménez et al. 2014). Mudas e plantas adultas de mamdo também sédo

sensiveis aos estimulos mecéanicos e mostram fortes respostas tigmomorfogenéticas
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(resposta das plantas a sensacdo mecanica, alterando seus padrées de crescimento) (Porter
et al. 2009). Além disso, pode ter trés formas sexuais possiveis: feminina, masculina e
hermafrodita. As alteragdes nas formas sexuais e na estrutura das flores tém sido
relacionadas a restricGes ambientais, que consequentemente modificam a producdo e a
morfologia dos frutos (Jiménez et al. 2014).

Dentre os demais géneros de Caricaceae, destaca-se 0 género Jacaratia, com sete
espécies (J. spinosa, J. digitata, J. chocoensis, J. dolichaula, J. mexicana, J. heptaphylla
e Jacaratia corumbensis O. Kuntze) difundidas nas planicies dos neotrdpicos (Carvalho
e Renner 2014). No Brasil, sdo encontradas quatro destas espécies: J. heptaphylla, J.
spinosa, J. digitata e J. corumbensis O. Kuntze (Lleras 2015, Giulietti et al. 2018), sendo

esta ultima, objeto desse estudo.

1.2 Jacaratia corumbensis O. Kuntze

Jacaratia corumbensis O. Kuntze (Figura 1) é considerado um mamao (Kinupp
2007), conhecido também como “Yaca ra ti a”, que em Tupi-Guarani significa “individuo
de fruto cheiroso”, uma planta arbustiva que varia de 1 a 10 metros de altura cuja copa
chega a 3,5 metros (Pott e Pott 1994). Foi coletado pela primeira vez em 1892 pelo
botanico Carl Ernest Otto Kuntze na cidade de Corumbd, Mato Grosso do Sul, e recebe
também o nome popular de mamdozinho de veado, pois em periodo de frutificacdo os
veados se alimentam desses frutos (Cavalcanti 2004). Pode ocorrer em diferentes
formacGes florestais, como nas regiGes semiaridas do Nordeste (Cavalcanti 2009),
Tocantins, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul (Aguiar et al.
2012, Hassler 2019). Ocorre também em paises como Argentina, Bolivia e Paraguai
(Hassler 2019). A floracéo e frutificagdo desta planta sdo abundantes nos meses de agosto

a dezembro (Lima 1984).

15



Na literatura ha descrigdes importantes de J. corumbensis como planta pioneira,
por apresentar crescimento rapido e desempenho similar as outras espécies de plantas
pioneiras quando utilizadas para regeneracdo de areas degradadas (Moraes et al. 2006).
As plantas pioneiras sdo conhecidas por sua capacidade de ocupar areas recém-
perturbadas, onde as condi¢cdes ambientais favorecem a sua germinacao (Martinez-Ramos
1985).

Além disso, as plantas de J. corumbensis sdo utilizadas por produtores
agroecoldgicos, ou mesmo agricultores familiares e comunidades tradicionais, como
alimento (Leff 2002). Também sdo consideradas como plantas de aproveitamento total,
ja que se pode utilizar o individuo completamente: fruto, caule e raiz (Moraes et al. 2006)
(Figuras 1A e 1B). Na caatinga (Nordeste do Brasil) o sistema subterraneo dessa espécie
(xilopodio; Figura 1C), que apresenta 30% de proteina bruta, é utilizado na
suplementacdo alimentar do gado e, em Mato Grosso do Sul, da raiz ralada, a populagédo
local prepara doce e rapadura, semelhante ao produzido do caule do mamé&o comum

(Damasceno Janior e Souza 2010).

Figura 1. Jacaratia corumbensis. Frutos (A); Folhas e flor (B) e Xilopddio (C). Fotos:

TSG Botelho.

Atualmente, J. corumbensis encontra-se restrita a fazendas tradicionais ou, a
viveiros, onde essa planta nativa estd preservada. Um dos fatores da ocorréncia restrita

dessa espécie é a perda de habitats por fragmentacdo florestal que vem ocorrendo nas
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ultimas décadas. Consequentemente, atualmente a espécie é encontrada em areas muito
menores em relacdo as areas originais (Aguiar et al. 2012).

Outros fatores também contribuem para a perda da biodiversidade em
ecossistemas nativos, como 0 uso incorreto das técnicas de manejo do solo e de plantas
(Fachinello et al. 2008), bem como a utilizacdo de fertilizantes agricolas que causam
danos como eutrofizacdo do solo, contaminagdo do lencol freatico e aumento do efeito
estufa (Carvalho e Zabot 2012). Para evitar esses problemas, buscam-se préaticas agricolas
sustentaveis que visem conciliar a alta produtividade e conservacao ambiental com baixo
custo. Neste contexto, a interacdo entre micro-organismos do solo e plantas recebe
atencdo devido a relacdo benéfica que estabelecem (Bashan et al. 2014), com destaque
para a utilizacdo de micro-organismos em pesquisas sobre insumos bioldgicos aplicados
ao crescimento vegetal, para substituicdo pelo menos parcial dos fertilizantes

nitrogenados (Compant et al. 2010, Glick 2012, Rodrigues 2016a).

1.3 Relacdo planta-bactéria

A interacdo entre plantas e micro-organismos ocorre hd milhes de anos, desde a
evolugéo das plantas nos mais variados ecossistemas terrestres (Gaiero et al. 2013). Um
grupo de bactérias capazes de propiciar melhorias na adaptacdo de plantas tem sido
estudado por apresentar uma variedade de mecanismos individuais ou combinados que
sdo utilizados para protecéo e crescimento de plantas. Dentre esses mecanismos podemos
citar a fixacdo bioldgica de nitrogénio, producéo de fitormdnios, producéo de sideréforos,
inducdo de resisténcia sistémica, solubilizagdo de fosfatos inorganicos, controle biolégico
de fitopatdgenos e tolerancia contra estresses bioticos e abidticos (Moreira et al. 2010,
Hungria et al. 2010, Bashan et al. 2014). Assim, esses micro-organismos Sao

denominados como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) (Fukami et
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al. 2018), que podem colonizar a superficie das raizes, rizosfera, filosfera e tecidos
internos das plantas (Kaschuck e Hungria 2017). Portanto, a perda destes micro-
organismos pode alterar a estrutura populacional de outros organismos ao longo da cadeia
tréfica e até mesmo causar impactos sobre os processos vitais do solo, como a
decomposicdo de matéria organica e a ciclagem de nutrientes, tornando o sistema agricola
dependente do uso de fertilizantes (Moreira et al. 2010).

Na literatura ha descricdes de géneros de BPCPs associadas a plantas de interesse
agricola. Dentre estes, podemos citar: Azospirillum sp., Burkholderia sp., Herbaspirillum
sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., Rhizobium sp. e Bradirhizobium sp. (Moreira et al.
2010), os quais foram isolados de plantas de milho (Hungria 2011), cana-de-agUcar
(Beneduzi et al. 2013), leguminosas e frutiferas como coco (Fernandes et al. 2001),
banana (Mia et al. 2010), abacaxi e mamé&o (Rodrigues 2016a), assim como de plantas
nativas como arroz selvagem (Fernandes-Junior et al. 2013), bromélias (Viana 2016) e
gramineas forrageiras (Souza et al. 2017). No entanto, apesar de muitos estudos relatarem
a eficiéncia de bactérias promotoras de crescimento em plantas leguminosas e em
gramineas, a interacdo destas com plantas nativas, principalmente frutiferas, ainda €
pouco explorada.

Nos ultimos anos houve um crescimento no interesse por estudos com BPCPs,
devido as vantagens econdmicas e importancia ambiental que representam e que tornam
este cenario bastante promissor para o desenvolvimento de novas formulagcbes de
inoculantes a base de micro-organismos com potencial biotecnoldgico para a agricultura
(Kaschuck e Hungria 2017).

Entre as bactérias promotoras de crescimento vegetal, as bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico (denominadas diazotroficas) sdo as mais estudadas e, dentre elas,

destacam-se diferentes espécies de Azospirillum sp. Este género foi descrito por
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Beijerinck (1925) como Spirillum lipoferum e posteriormente reclassificado como
Azospirillum (Tarrand 1978). Bactérias desse género pertencem a classe das a-
Proteobactérias, sdo gram-negativas de vida livre, microaerofilicas e suas células
apresentam formato de vibrio ou espirilo, com unico flagelo polar bem desenvolvido e
varios flagelos laterais de alta motilidade quando crescidos em meios de cultivo
semissolido e liquido (Moreira et al. 2010, Rosenberg et al. 2014). Além disso, esses
micro-organismos sdo considerados endofiticos facultativos por colonizarem raizes e/ou
o0 interior de tecidos vegetais, mas podem sobreviver no solo e colonizar a rizosfera de
plantas (Hungria 2011).

Até 0 momento, na literatura, 20 espécies de Azospirillum sp. ja foram descritas:
A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferans, A. irakense, A.
largomobile, A. doebereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. canadense, A. zeae, A. rugosum,
A. palatum, A. picis, A. thiophilum, A. formosense, A. humicireducens, A. fermentarium,
A.soli e A. agricola (DSMZ 2018). No entanto, as especies mais estudadas em termos de
fisiologia, genética e distribui¢do geogréafica foram Azospirillum lipoferum e Azospirillum
brasilense (Fibach-Paldi et al. 2012). Esses micro-organismos apresentam beneficios que
vao além da fixacdo bioldgica de nitrogénio, como a producdo de fitorménios (que
induzem o crescimento de raizes e melhoram a absorcdo de agua e nutrientes pelas
plantas), solubilizacdo de fosfatos, producédo de sideroforos, controle de fitopatdgenos,
tolerancia sistémica induzida, bem como resisténcia a estresses bidticos e abioticos
(Fukami et al. 2018). Assim, apresentam notavel capacidade de beneficiar uma variedade
de espécies vegetais (Bashan e de-Bashan 2010, Hungria et al. 2010, Hungria 2011,
Fukami et al. 2016).

Pereg et al. (2016) descrevem que 35 familias boténicas obtiveram beneficios

exercidos por esses micro-organismos, com destaque para 17 delas: Amaranthaceae,
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Apiaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Cactaceae, Caryophyllaceae, Chlorophyceae,
Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae, Piperaceae,
Poaceae, Rosaceae, Solanaceae e Urticaceae, 0 que torna evidente que bactérias do género
Azospirillum sp. sdo cosmopolitas e ndo estdo restritas a uma Unica familia botanica. De
modo geral, todos 0s mecanismos das bactérias do género Azospirillum sp. relatados para
promogéo de crescimento de plantas podem estar interligados, conforme descrito por
Bashan and de-Bashan (2010), que propuseram a “teoria de multiplos mecanismos”, onde
um mecanismo estimula o outro e criam um efeito benéfico maior nas plantas. Assim, 0s
estudos de caracterizacdo fenotipica e molecular podem ajudar a elucidar os mecanismos
exercidos por bactérias desse género e revelar o uso das BPCPs como uma das principais

estratégias para praticas agricolas sustentaveis (Fukami et al. 2018).

1.4 Caracterizacdo de bactérias com potencial para promoc¢ao de crescimento de

plantas

O conhecimento sobre a diversidade microbiana, com destaque para bactérias
promotoras de crescimento vegetal, em vista do seu potencial biotecnologico, tem
facilitado a compreensdo das fun¢des desempenhadas por esses micro-organismos no
ambiente terrestre e nas interacdes com plantas. Para tal fim, é necessario realizar a
caracterizacdo desses micro-organismos (Rodrigues 2016a).

As técnicas mais utilizadas na identificacdo de bactérias sdo baseadas nos métodos
fenotipicos, que compreendem os dados obtidos através da caracterizacdo morfoldgica,
fisioldgica e bioquimica que sdo empregados nos laboratérios de microbiologia com a
finalidade de conhecer a diversidade metabolica desses micro-organismos, bem como

para fins taxonémicos (Figueiredo et al. 2010).
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A primeira etapa de identificacdo € a caracterizacdo morfoldgica, que inclui
avaliacbes das colbnias (forma, margem, elevacdo, tamanho, textura, aparéncia,
pigmentacdo, cor e detalhe 6tico) e avaliagdes culturais (forma, formacéo de enddsporo,
flagelos, tipo de parede celular) (Jesus et al. 2005, Videira et al. 2007). No que se refere
as caracterizacdes fisioldgicas e bioquimicas, sdo inclusas informacGes sobre cultivo e
adaptabilidade, bem como crescimento em diferentes temperaturas, valores de pH,
concentracOes diferentes de sal e acucares (Videira et al. 2007), além de producdo de
acido-indolacetico (AlA), fixacdo bioldgica de nitrogénio (Kochar e Srivastava 2012),
solubilizacéo de fosfatos (aluminio, calcio e ferro) e outros nutrientes inorganicos (Shahid
et al. 2012, Sharma et al.2013). No entanto, apesar dos métodos fenotipicos serem
considerados a base para identificar e classificar os micro-organismos, estes ndo sio o
bastante para inferir sobre a taxonomia dos mesmos (Figueiredo et al. 2010). Assim, a
combinacdo entre os métodos fenotipicos e genotipicos é necesséria para uma descri¢ao
mais confiavel e informativa a respeito da classificacdo das bactérias (Videira et al. 2007).

Os métodos genotipicos (DNA ou RNA) estdo relacionados com os estudos de
taxonomia moderna de bactérias como consequéncia do progresso tecnoldgico e
contribuem para o conhecimento da diversidade dos micro-organismos (Moreira et al.
2010). Dentre as metodologias empregadas estdo as técnicas baseadas em determinagdo
do grau de similaridade de DNA genbmico entre dois micro-organismos e
sequenciamento de genes conservados (Bull 1992). O sequenciamento dos genes que
codificam o RNA ribossomal 16S tem sido um dos mais estudados, uma vez que 0s RNAS
ribossomais séo considerados como cronémetros moleculares por apresentarem regides
altamente conservadas entre regides varidaveis e funcbes altamente especificas
estabilizadas ao longo da evolugdo, além de ndo sofrerem mudancgas por alteragdes no

meio ambiente (Moreira et al. 2010). Atualmente, o rRNA 16S apresenta 0s requisitos
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que o caracterizam como um marcador filogenético universal, assim, os resultados
obtidos atraveés do sequenciamento desse gene podem ser comparados com outras
sequéncias depositadas em bancos de dados (Moreira et al. 2010). De modo geral, as
informacdes difundidas pela combinacdo dos métodos fenotipicos e genotipicos dentro
de uma abordagem polifasica sdo imprescindiveis e podem ajudar a compreender 0s
mecanismos de interacdo entre bactérias fixadoras de nitrogénio de Azospirillum sp. com
J. corumbensis.

Encontram-se na literatura, inimeras descrigcdes sobre os beneficios da interacdo
entre bactérias e plantas, principalmente em leguminosas e gramineas (Beneduzi et al.
2013). No entanto, poucos estudos tém destacado os beneficios da interacdo entre
bactérias e frutiferas (Rodrigues 2016a), principalmente nativas. Assim, a importancia da
realizacdo desse trabalho com J. corumbensis € o fato de que esta espécie tem grande
potencial de utilizacao tanto ambiental quanto social. Além disso, é interessante observar
se J. corumbensis pode se beneficiar da interagcdo com BPCPs do género Azospirillum.
Portanto, a hipdtese formulada para este trabalho € que bactérias do género Azospirillum
sp. se associam a parte aérea, raiz e solo rizosférico de J. corumbensis e apresentam
propriedades importantes para o crescimento vegetal.

Deste modo, o desenvolvimento de pesquisas que visam estudar a interacdo de
bactérias diazotrdficas e plantas frutiferas torna-se uma importante ferramenta para a
identificacdo e selecdo de estirpes com caracteristicas para a promog¢do do crescimento
vegetal. A utilizagdo de bactérias diazotréficas pode representar uma alternativa
sustentavel ao modelo atual de producdo agricola, como insumos para substituicéo, pelo

menos parcial, de fertilizantes e agrotoxicos, sem causar prejuizos ao ecossistema.

22



2. Objetivos

2. 1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia, isolar e caracterizar bactérias diazotréficas do género Azospirillum

em Jacaratia corumbensis.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar 0 nimero de bactérias diazotroficas do género Azospirillum
associadas a J. corumbensis;

e Caracterizar fenotipicamente os isolados bacterianos quanto a morfologia,
producédo de acido-indolacético (AlA), solubilizacdo de fosfato de célcio e
aluminio, producéo de amilase, fosfatases acida e alcalina;

e Avaliar a variabilidade genética dos isolados bacterianos.
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4.1 Abstract

Aims: Record the occurrence, to isolate and to characterize Azospirillum bacteria from
Jacaratia corumbensis O. Kuntze.

Methods: To verify and isolate bacteria we performed the Most Probable Number (MPN)
approach, using the semisolid culture mediums NFB and LGI (nitrogen-free). We
isolated 147 bacteria, from that, 50 presented a diazotrophic profile. Those 50 bacteria
were then used to evaluate production of certain substances involved in plant growth
promotion, such as aluminum and calcium phosphate solubilization, amylolytic and acid
and alkaline phosphatase activities, and indolacetic acid (IAA) production. The strains
genetic variability was analyzed using the Box A1R-PCR technic.

Results The Most Probable Number was not significantly different between the two
studied areas. The bacteria strains presented high phenotypic and genotypic variation.
Most bacteria strains were obtained from NFb medium, suggesting that they may belong
to Azospirillum genus. From the 50 bacteria strains, 36% produced 1AA, 16% solubilized
calcium phosphate, 24% presented acid phosphatase activity, 22% presented alkaline
phosphatase activity, and 66% presented amylolytic activity, suggesting that these strains
presented potential for plant growth promotion.

Conclusions: Thus the isolates may possibly stimulate plant growth of Jacaratia
corumbensis.

Keywords Jaracatid, diazotrophic, FBN, Box A1R-PCR

Nomenclatura:

AlA- Acido Indolacético PCR- reacdo em cadeia da polymerase
NMP- Numero Mais Provavel RNAr — RNA ribossdmico

FBN- Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio BPCPs- Bactérias promotoras de
DNA- &cido desoxirribonucleico crescimento de plantas

IE- indices Enzimaticos

33



4.2 Introducéo

Jacaratia corumbensis O. Kuntze (Jaracatid) € uma frutifera nativa pertencente a
familia botanica Caricaceae e por isso é considerada um maméo (Kinupp 2007). E
conhecido também como “Yaca ra ti a”, que em Tupi-Guarani significa “individuo de
fruto cheiroso”, € uma planta arbustiva que varia de 1 a 10 metros de altura e possui uma
copa que chega a 3,5 metros (Pott e Pott 1994).

Do ponto de vista ambiental, o jaracatia é uma espécie nativa que pode ser
indicada para recuperacdo de areas degradadas (reflorestamento e planejamentos
agroecoldgicos), pois se adapta as areas abertas e apresenta resisténcia as geadas e
iluminacdo direta (Lorenzi 2002; Lima e Pirani 2002). Do ponto de vista social, o fruto
pode ser explorado gastronomicamente, por seu sabor Unico e caracteristica exotica
(Bednarczuk et al. 2010). As comunidades que utilizarem o fruto como fonte de renda,
terdo a oportunidade de explorar sustentavelmente a espécie, agregando valor e
incentivando a conservagdo (Lorenzi 2002; Lima and Pirani 2002). As plantas de J.
corumbensis sdo utilizadas por produtores agroecoldgicos, ou mesmo agricultores
familiares e comunidades tradicionais, como alimento (Leff 2002). Também séo
consideradas como plantas de aproveitamento total, ja que se pode utilizar o individuo
completamente: fruto, caule e raiz (Moraes et al. 2006). Na Caatinga (Nordeste do Brasil)
0 sistema subterraneo dessa espécie (xilopddio), que apresenta 30% de proteina bruta, é
utilizado na suplementacdo alimentar do gado e, em Mato Grosso do Sul, da raiz ralada,
a populacéo ladarense e corumbaense prepara doce e rapadura, semelhante ao produzido
do caule do mamé&o comum (Damasceno Junior e Souza 2010).

No Brasil, essa planta ja foi registrada em diferentes formaces florestais, como
nas regides semiaridas do Nordeste (Cavalcanti et al. 2009), Tocantins, Rio Grande do

Sul, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul (Aguiar et al. 2012; Hassler 2019). Sua



ocorréncia ja foi registrada em outros paises como na Argentina, Bolivia e Paraguai
(Hassler 2019). No Brasil, atualmente, J. corumbensis encontra-se restrita a fazendas
tradicionais ou a viveiros, onde essa planta nativa esta preservada. Um dos fatores da
ocorréncia restrita dessa espécie € a perda de habitats por fragmentacdo florestal que vem
ocorrendo nas Ultimas décadas. Outros fatores também contribuem para a perda da
biodiversidade em ecossistemas nativos, como 0 uso incorreto das técnicas de manejo do
solo e de plantas (Fachinello et al. 2008), bem como a utilizacdo de fertilizantes agricolas
que causam danos como eutrofizacdo do solo, contaminacédo do lencol freatico e aumento
do efeito estufa (Carvalho and Zabot 2012). Para evitar esses problemas, buscam-se
praticas agricolas sustentaveis que visam conciliar a produtividade e conservacdo
ambiental com baixo custo. Neste contexto, a interagdo entre micro-organismos do solo
e plantas recebe atencéo devido a relacdo benéfica que estabelecem (Bashan et al. 2014),
com destaque para a utilizagdo de micro-organismos que promovem 0 crescimento
vegetal, sem a utilizacdo de insumos agricolas (Compant et al. 2010; Glick 2012;
Rodrigues 2016a).

Um dos géneros de micro-organismos mais promissores e muito estudado em
relacdo a sua acdo como promotor de crescimento vegetal é o Azospirillum. Esses micro-
organismos apresentam beneficios que vao além da fixacdo bioldgica de nitrogénio, como
a producdo de fitorménios (que induzem o crescimento de raizes e melhoram a absor¢édo
de agua e nutrientes pelas plantas), solubilizacdo de fosfatos, producdo de sideréforos,
controle de fitopatdgenos, tolerancia sistémica induzida, bem como resisténcia a estresses
bidticos e abidticos (Fukami et al. 2018).

Esses microrganismos podem se associar a uma grande variedade de espécies
vegetais (Pereg et al. 2016). Deste modo, a pesquisa sobre ocorréncia, variabilidade

genética e eficiéncia de bactérias diazotréficas do género Azospirillum em plantas de
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Jacaratia corumbensis dentro de uma abordagem polifasica (caracterizagdo fenotipica e
molecular) pode ajudar a compreensdo da relacdo planta/bactéria, assim como a
descoberta de estirpes promissoras para uso em programas de manejo e conservagdo
destas plantas e aplicacdo biotecnoldgica. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi
registrar a ocorréncia, isolar e caracterizar bactérias do género Azospirillum associadas a

Jacaratia corumbensis O. Kuntze.

4.3 Material e Métodos
4.3.1 Amostragens das plantas e areas de estudo

Amostras de folhas, raizes e solo rizosférico foram coletadas (em triplicata) de
seis individuos de J. corumbensis distribuidos em duas localidades na regido do Pantanal
de ocorréncia natural da espécie: Assentamento Taquaral (plantas 1, 2 e 3) e
Assentamento Jacadigo (plantas 4, 5, e 6) (Figura 2, Tabela 1). As amostras foram
colocadas individualmente em sacos plasticos e levadas para o Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/Campus do Pantanal, para

a contagem e o isolamento das bactérias.
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Tabela 1. Coordenadas dos pontos de coleta de J. corumbensis e relagcdo de plantas
coletadas em cada ponto.

Assentamento Taquaral

Coordenadas
Planta 1 19°06'05.7" S 057°41'46.3" O
Planta 2 19°06'01.7" S 057°41'50.2" O
Planta 3

19°06'04.6" S 057°41'44.5" O

Assentamento Jacadigo

Coordenadas
Planta 4 19°12'51.8" S 057°49'33.7" O
Planta 5 19°12'51.7" S 057°49'34.6" O
Planta 6

19°12'53.3" S 057°49'36.1" O

Legenda
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8 = Amvertamentio Taguars

Figura 2. Areas de coleta de amostras de solo rizosférico, raiz e folhas de J. corumbensis.

(A) Assentamento Jacadigo; (B) Assentamento Taquaral.
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4.3.2 Contagem e isolamento de bactérias diazotroficas

As amostras de folhas, raizes e solo rizosférico de cada planta foram separadas e
processadas de acordo com metodologia descrita por (Dobereiner et al. 1995). Para tal,
as folhas e raizes foram lavadas em agua corrente, fragmentadas em pedacos menores,
homogeneizadas e pesadas em trés repeticdes de 10 g e, posteriormente, foram maceradas
em 90 mL de solucdo de sacarose 5%. O solo rizosférico também foi homogeneizado,
pesado 10 g em trés repeticdes e transferidos para frascos contendo 90 mL de solugéo de
sacarose 5%, permanecendo sob agitacdo constante a 150 rpm por 20 minutos em mesa
de rotacéo orbital, para fragmentacéo dos agregados do solo. A solucdo resultante de cada
amostra foi diluida seriadamente até 10°. De cada dilui¢do, uma aliquota de 0,1 mL foi
inoculada em frascos contendo 5 mL de meios semissdlidos NFb e LGI (isentos de
nitrogénio), semi-seletivos para os géneros Azospirillum sp. e Nitrospirillum sp.
(anteriormente Azospirillum amazonense) (Baldani et al. 2014).

Para cada meio foram utilizados trés frascos por diluicdo, que foram incubados
em estufa a 28 °C por cinco dias. Apds esse periodo, foi avaliada a populacdo das bactérias
pelo método do Numero Mais Provavel (NMP), baseando-se na presenca de pelicula
caracteristica (em forma de véu) de bactérias diazotroficas, seguindo a Tabela de
McCrady para trés frascos por diluicdo (Dobereiner et al. 1995). Os resultados da
contagem do NMP de bactérias dos dois locais foram submetidos & analise de variancia,
seguida de Tukey a 5% de probabilidade.

O isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio foi realizado apds a contagem,
utilizando-se as amostras dos frascos das Gltimas dilui¢bes com crescimento positivo, que
foram repicadas sucessivamente para 0s meios semissolidos e sdlidos semi-especificos
NFb e LGI (isentos de nitrogénio), respectivamente e, apds formacgdo de pelicula

caracteristica, foram inoculadas em placas de meio solido Batata, para confirmacdo da
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pureza (Baldani et al. 2014). Posteriormente, os isolados foram estocadas em glicerol

50%.

4.3.3 Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos

I. Caracterizacdo morfolégica

Para caracterizacdo morfoldgica, os isolados foram cultivados em meio sélido
Batata, sendo que a morfologia das colonias nesse meio foi avaliada visualmente. As
colbnias foram analisadas até o sétimo dia de crescimento quanto a forma, margem,
elevacdo, tamanho, textura, aparéncia, pigmentacdo, cor e detalhe 6ético, seguindo
recomendacgdes do Manual de Bergey (Garrity et al. 2004). Os dados provenientes da
caracterizacdo morfoldgica foram analisados utilizando o Programa Past versdo 3.0
(Hammer et al. 2001), a partir da transformacéo binaria dos dados e da construgdo de uma
matriz 0-1, onde 0 indica a auséncia de uma determinada caracteristica e 1 a presenca da
mesma. As caracteristicas geradas para cada isolado bacteriano foram comparadas e as
suas semelhancas estimadas pelo indice de Jaccard (J= a/(n-d)), sendo “a” o niimero de
combinag¢Bes com a presenca de caracteristicas, menos as combinagfes de auséncia das
mesmas, “d” o nimero de combinag¢des de auséncia de caracteristicas e “n”” o nimero de
combinagBes possiveis. O indice de Jaccard foi obtido pelo algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e os isolados bacterianos foram

agrupados e representados graficamente por um dendrograma de similaridade.

I1. Verificacdo e quantificacdo da producdo de &cido-indolacético (AlA)
Para a estimativa da producdo do AIA, foi feita previamente uma curva de

calibracdo com diferentes concentracdes de acido-indolacético puro. Foi preparada uma
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solucéo estoque da maior concentracdo (100 pug/mL de AlA puro) e feitas as solucgdes
menos concentradas (5; 10; 15; 25; 50 pg/mL de AIA) a partir desse estoque, com a
equacdo: Ci1.V1=C2.V2. ApOs esse procedimento quantificou-se as auxinas em
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 540nm e posteriormente calculou-se
uma equacdo tomando a média de absorbancia de trés repeti¢ces de cada diluicdo. A
equacao serviu para estimar os valores de AIA de cada isolado e com a seguinte descri¢éo:
X = (ABS +0,0278) / 0,0209 (R =de 0,9992)
Onde: X = concentracéo de AlA,

ABS = intensidade da cor mensurada em espectrofotdmetro

A capacidade de producdo de AIA dos isolados foi analisada pela utilizacdo do
método descrito por Sarwar e Kremer (1995) com modificacdes descritas por Reis et al.
(2004). Os isolados foram crescidos em tubos de ensaio contendo 5,0 mL de meio Dygs,
sob agitacdo constante de 100 rpm, a 30 °C por 24 horas. Em seguida, 20 pL das culturas
foram inoculados em meio NFb liquido com as seguintes modificagdes: acrescido e ndo
de 100 pg/mL de DL-Triptofano, sem vitamina para meio de cultura, sem azul de
bromotimol, contendo 0,1% de NH4Cl2 como fonte de nitrogénio e crescidas por 72 horas
a 150 rpm no escuro. A auséncia de corante se deve ao fato de que os resultados positivos
sdo visualizados pela coloracao rosea e a leitura é feita por espectrofotometro. Apos esse
periodo, as culturas foram centrifugadas a 4000 rpm durante 30 minutos e 1,0 mL do
sobrenadante de cada amostra foi adicionado a 2,0 mL do reagente de Salkowisk (1,0 mL
de 0,5 M FeCls em 49 mL de acido perclérico 35%) e mantidos no escuro por 30 minutos
sob temperatura ambiente. A producdo do acido-indolacético foi verificada através do
teste colorimético (pela coloracdo rosea). Foram realizadas trés repeticdes para cada

isolado e o resultado foi uma média das trés leituras de absorbancia analisada em
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espectrofotdbmetro em um comprimento de onda a 540 nm. A quantificacdo de AlA foi

obtida pela equacgdo acima descrita a partir da média das leituras.

I11. Solubilizacéo de fosfato de aluminio

A capacidade dos isolados em solubilizar fosfato de aluminio in vitro foi testada
conforme metodologia desenvolvida por Sylvester-Bradley et al. (1982) utilizando-se
meio de cultura Glucose-Levedura (GL), pH 6,5, contendo 10 g de manitol, 2 g de extrato
de levedura, 6 g de K2HPO4 e 18 g de &gar por litro de meio, acrescido de 5,34 g de AICls,
para formar o precipitado de fosfato de aluminio. O AIClsfoi autoclavado separadamente
antes da sua adi¢do ao meio.

Previamente ao inicio do teste, os isolados foram crescidos em meio Dygs liquido,
por 24h, em agitacdo constante de 150 rpm. Em seguida, 20uL foi inoculado em placa
Petri contendo meio de cultura, descrito acima, com quatro repeti¢cdes. O resultado
positivo foi verificado atraves da formacdo de uma &rea translicida em torno da colénia
apos sete dias. Os indices de solubilizacdo (IS), foram obtidos a partir da razdo do
didametro do halo de solubilizagéo (@HS) pelo diametro da col6nia (@C) por meio da
formula: 1IS=@H/@C. As linhagens foram classificadas em trés grupos em relagdo ao

indice enzimético: Baixo (1S<2); Médio (2<1S<4); e alto (1S<4) (Berraquero et al. 1976).

IV. Solubilizagdo de fosfato de célcio

A capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio foi testada em meio de cultura
GL sélido (Sylvester-Bradley et al. 1982), contendo 10,0 g de glicose, 2,0 g de extrato de
levedura e 5,0 g de agar para 1 L pH 5,8. Depois de esterilizado e ainda no estado liquido,
foram adicionados a 200 mL de meio, 50,0 mL de K2HPQO4 (10%) e 100 mL de CaCl2

(10%) para a formacdo de precipitado insolivel de CaHPOs. O meio foi entéo
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cuidadosamente distribuido em placas de Petri a fim de evitar a formacao de bolhas, que
dificultam a visualizagéo no halo de solubilizagéo.

Previamente a analise de solubilizacdo de fosfato de célcio, os isolados foram
crescidos em meio Dygs, por 24h, em agitacdo constante de 150 rpm. Em seguida, 20uL
foram inoculados em placa Petri contendo meio de cultura, descrito acima, com quatro
repeticdes. O resultado positivo foi verificado através da formacdo de uma éarea
translicida em torno da coldnia apos sete dias. Os indices de solubilizacdo (IS), foram
obtidos a partir da razdo do didmetro do halo de solubilizacdo (@HS) pelo didmetro da
coldnia (@C) por meio da formula: 1IS=@H/@C. As linhagens foram classificadas em trés
grupos em relacdo ao indice enzimatico: Baixo (1S<2); Médio (2<IS<4); e alto (1S<4)

(Berraquero et al. 1976).

4.3.4 Caracterizacao bioquimica dos isolados

I. Determinagédo da atividade fosfatase dos isolados

Para a deteccdo da atividade enzimaética de fosfatase &cida in vitro, os isolados
foram inoculados no centro de placas contendo meio salino (Nahas et al. 1994) contendo
1g de citrato de sodio, 1 g de NH4Cl, 0,2 g de KCl, 1,2 g de MgSQg4, 0,1 g de CaClz, 10 g
de glicose, 0,5 g de extrato de levedura, acrescido de 1,5% (p/v) de &gar, 1000 mL de
agua destilada, corrigindo-se o pH para 7,4. As placas foram incubadas por 2 a 3 dias a
temperatura de 28 °C. O resultado positivo foi verificado através da formacao de uma area
transltcida em torno da colénia. Mediu-se o diametro das coldnias e, em seguida, as
placas foram inundadas com solucéo de p-nitrofenilfosfato, para fosfatase &cida e com
tampao-glicina 0,3 mol.L %, pH 9,0, para a fosfatase alcalina e incubadas a 37 °C por 90
minutos. Apds esse periodo mediu-se também o didmetro do halo amarelo formado pela

transformacdo do p-nitrofenilfosfato, resultante da atividade fosfatase acida. A relacdo
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entre os dois didmetros constituiu o indice adotado para avaliar a habilidade do micro-

organismo em produzir a enzima fosfatase.

I1. Determinacéo da atividade amilolitica dos isolados

Os isolados foram cultivados em 5 mL de meio liquido Dygs por 24 h, em seguida
aliquotas de 10 pL foram distribuidas em quatro pontos uniformemente em placas de Petri
contendo meio de cultura YMA (extrato de levedura-manitol-4gar) modificado pela
substituicdo do manitol por amido como Unica fonte de carbono e sem a adicdo do azul
de bromotimol (Oliveira et al. 2007). As culturas foram incubadas a 30 °C por sete dias.
Apbs esse periodo, foi adicionada solucdo de iodine em toda a placa, sendo detectada a
atividade amilolitica pela a formacdo de um halo transparente ao redor das col6nias. Os
indices enzimaticos (IE), foram obtidos a partir da razdo do didmetro do halo de
solubilizacdo (@HS) pelo diametro da colbnia (@C) por meio da formula: 1IS=@H/BC. As
linhagens foram classificadas em trés grupos em relacdo ao indice enzimético: Baixo

(1S<2); Médio (2<1S<4); e alto (1S<4) (Berraquero et al. 1976).

4.3.5 Andlise da variabilidade genética das cepas isoladas

Para essa analise foram selecionados 50 isolados capazes de fixar nitrogénio em
meio semi-especifico NFb, pela formac&o de pelicula aerotaxica. A extracdo do DNA dos
isolados foi realizada seguindo o protocolo de Sambrook e Russel (2001). Para verificar
a eficiéncia da extracdo e qualidade do DNA extraido de cada isolado, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% durante 40 minutos a 80 volts. A
quantificacdo do DNA foi verificada por comparagédo com padrédo de peso molecular
conhecido (LambdaTM, Invitrogen TM). A pureza do DNA foi verificada apos a
coloragédo com SyBR Gold + TA e visualizagdo em um transluminador safe imagerTM

invitrogen® de luz azul.
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A reacdo de PCR foi realizada através da amplificacdo de regides conservadas e
repetitivas do DNA com 0 primer BOX AlR
(5’ CTACGGCAAGGCGACGCTGACG—3’) (Versalovic et al. 1994). A reacdao de
amplificagdo foi conduzida para um volume de 25 pL: DNA (10 ng/uL); tampéo 1X;
MgCl2 1,75 mM; dNTPs 0,3 mM; oligonucleotideo 1uM e Tag DNA polimerase, 0,75 U.
A amplificacdo foi realizada usando os seguintes ciclos: 1 ciclo de desnaturagdo inicial a
95 °C por 10 min; 35 ciclos de desnaturacéo (1 min a 94 °C), anelamento (1 min 53 °C)
e extensdo (6 min a 65 °C); 1 ciclo de extensao final a 65 °C por 16 min; manutengéo
final a 4 °C, com o uso do termociclador (Applied Biosystems). Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese a 90 V em gel de agarose a 2%, em tampé&o
TBE 1 X, por 2h20min e corado com SyBR Gold + TA e visualizagdo em um
transluminador safe imagerTM invitrogen® de luz azul.

Para anélise da variabilidade genética dos isolados, os perfis de bandas obtidos
foram transformados em uma matriz binaria e em seguida utilizados para obter um
dendrograma de similaridade calculado através do Coeficente de Jaccard e agrupado
utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical

Average), utilizando o software Past verséo 3.0 (Hammer et al. 2001).

4.3.6 Anélises dos dados

Os dados provenientes da quantificacdo de acido-indolacético, solubilizacdo de
fosfato de calcio e aluminio, atividades fosfatase &cida, alcalina e atividade amilolitica
foram previamente submetidos ao teste de normalidade pelo teste de Shapiro-wilk,
utilizando-se o software Past versdo 3.0 (Hammer et al. 2001), onde foi constatada
distribuicdo normal dos dados com p>0,05 (Zar 2009). Posteriormente, foram submetidos

a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
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probabilidade com uso dos procedimentos disponiveis no Sisvar versdo 5.6 (Ferreira
2014).
4.4 Resultados
4.4.1 Ocorréncia, contagem e isolamento de bactérias diazotréficas

Os resultados obtidos para ocorréncia de bactérias diazotroficas nas areas de
estudo mostraram a presenca destas em todas as partes amostradas, porém, com baixa
ocorréncia na parte aérea no meio NFb e sem ocorréncias no meio LGI para as plantas
das duas localidades, respectivamente. O niumero de bactérias diazotroficas associadas a
J. corumbensis ndo apresentou diferenca significativa tanto entre as areas de coleta
(Tabela 2), como também entre os meios de cultura (Tabela 3). A ocorréncia de bactérias
diazotréficas em maior nimero foi observada no solo rizosférico das plantas 1, 2 e 3,
localizadas no Assentamento Taquaral, com 5,42 x108, 3,25 x10° e 5,42 x10° células/g de
matéria fresca, respectivamente, e da planta 5, localizada no Assentamento Jacadigo, com
2,53 x10° células/g de matéria fresca, ambas no meio NFb. No meio LGI, o maior nimero
de bactérias também foi observado no solo rizosférico, com destaque para a planta 6, com
8,36 x10° células/g de matéria fresca. A ocorréncia de bactérias diazotroficas nas duas
areas pode ser observada na Tabela 4, onde estdo listados o nimero de bactérias por raiz

e parte aérea de cada planta e solo rizosférico, bem como os meios de cultura.
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Tabela 2. Média do NMP de bactérias diazotréficas por g/matéria fresca associadas a J.
corumbensis em duas localidades no Pantanal Sul Matogrossense: Assentamento

Jacadigo e Assentamento Taquaral.

Area de Coleta Média do NMP
Assentamento Jacadigo 2,29 a
Assentamento Taquaral 3,13a

CV% 86,66

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo se diferem estatisticamente pelo Teste Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.

Tabela 3. Média do NMP de bactérias diazotréficas por meio de cultura.

Meio de cultura Média do NMP
LGl 2,43 a
NFb 2,98 a
CV% 87,52

As médias seguidas pela mesma letra na coluna néo se diferem estatisticamente pelo Teste Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.
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Tabela 4. NUmero de bactérias diazotroficas associadas a J. corumbensis em duas

localidades no Pantanal Sul Matogrossense: Assentamento Jacadigo e Assentamento

Taquaral.
Areas de estudo Jacaratia N° de bact/g de matéria fresca (NFb) N° de bact/g de matéria fresca
corumbensis (LGD)
Parte Raiz Solo Parte Raiz Solo
aérea rizosférico aérea rizosférico
Planta 1 0,83 3,16 5,42 x108 Nd 1,43 Nd
x104 x104 x104
Assentamento Planta 2 Nd 0,26 3,25 x10° Nd 0,93 0,8 x10*
Taquaral x10* x10*
Planta 3 Nd 2,5 5,42 x10° Nd 0,83 2,5 x10%
x10° x104
Planta 4 Nd Nd Nd Nd 0,36 0,13 x10*
x10*
Assentamento Planta 5 0,1 x10* 2,03 2,53 x10° Nd 0,13 3,3x10%
Jacadigo x104 x10*
Planta 6 Nd 8,76 Nd Nd 0,3 8,36 x10°
x10* x104

Nd= Nao detectado.

Foram obtidos 147 isolados bacterianos, sendo 132 provenientes do solo

rizosférico e 15 isolados provenientes da raiz. No meio LGI ndo foi possivel isolar

bactérias provenientes das raizes (Tabela 5).



Tabela 5. Numero de isolados bacterianos associados a J. corumbensis e sua distribuicéo

em meios de cultivo semi-especifico.

Area de
coleta Meio de cultura Raiz Solo Rizosférico Total
NFB 12 119 131
Taquaral
LGI 0 5 5
Jacadigo NFB 3 8 11
Total 15 132 147

4.4.2 Caracterizacao fenotipica e bioquimica dos isolados bacterianos

A analise das caracteristicas morfolégicas dos 147 isolados indicou que 53,8%
apresentou forma circular, enquanto que 40,8% apresentou forma irregular. Outros 3,4%
e 2% corresponderam as formas filamentosa e rizoide, respectivamente. Quanto a
margem, 54,5% apresentou margem inteira, enquanto 27,8% apresentou margem
irregular e 12,2% margem ondulada. Outros 3,5% e 2% corresponderam as formas
filamentosa e rizoide, respectivamente. Com relacdo a elevacdo, 36,8% apresentou
elevacdo elevada, 28,6% elevacdo plana, 25,8% elevacdo convexa e 8,8% elevagéo
pulvinada. Quanto ao tamanho, 51,8% dos isolados apresentou col6nias grandes, 29,2%
apresentou col6nias meédias e 19% coldnias pequenas. As varia¢des quanto as texturas
das col6nias foram de 80,2% lisa e 19,8% rugosa e, para aparéncia, 66% brilhante e 34%
opaca. Com relacdo a pigmentacdo, 90,4% das col6nias ndo apresentou pigmentacao,
enquanto 9,6% apresentou. Em relacéo a cor, cerca de 82,4% dos isolados apresentou
colbnias cremes, 6,8% apresentou colb6nias amarelas, 4,8% apresentou colénias

transparentes, 4% apresentou colonias brancas e 2% apresentou colénias rosas. Os



isolados apresentaram variagfes quanto ao detalhe 6tico, sendo 62% transltcidos e 38%
0pacos.

O dendrograma de similaridade de caracteristicas morfologicas dos isolados
bacterianos associados a J. corumbensis apresenta alta variabilidade, sendo observados a
formagéo de 7 grupos com 70% de similaridade (Figura 3). A composi¢do dos grupos
ocorreu da seguinte forma: os grupos 1, 2 e 3 apresentaram menor variabilidade
fenotipica, sendo compostos por 9, 43 e 22 isolados, respectivamente, que apresentaram
maior similaridade. Os grupos 4, 5, 6 e 7 apresentaram maior variabilidade fenotipica,
sendo composto por 23, 19, 16 e 15 isolados, respectivamente, que apresentaram menor
similaridade. Os isolados dos grupos 1, 2, 4 e 6 s&o provenientes dos meios de cultivo
semissdlidos NFb e LGI, enquanto que os isolados dos grupos 3, 5 e 7 sdo provenientes
do meio de cultivo semissolido NFb. Os representantes dos grupos 1, 3 e 7 sdo oriundos
do solo rizosférico e os demais grupos oriundos da raiz e solo rizosférico de J.

corumbensis.
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GRUPO 2

GRUPO 3

GRUPO 4

GRUPO 5

GRUPO 6

GRUPO 7

Figura 3. Dendrograma construido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard para caracteristicas morfoldgicas de 147 isolados
bacterianos associados a J. corumbensis.
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Dos 147 isolados bacterianos, 50 (34%) foram caracterizados como diazotréficas
por terem formado pelicula aerotaxica apds cinco reinocula¢fes sucessivas em meio
semissolido semiseletivo (isento de nitrogénio) (Figura 4).

Os meios de cultivo utilizados para a avaliacdo de bactérias diazotroficas
apresentaram resultados diferenciados. O meio com maior representatividade para o
isolamento de bactérias diazotroficas foi o NFb. Enquanto que no meio LGI ndo foram
observadas formacGes de peliculas aerotaxicas ap0s sucessivas repicagens.

Assim, os isolados que apresentaram aspecto diazotréfico (Tabela 6) foram
selecionados para os testes de producédo de acido-indolacético, solubilizacdo de fosfatos
(aluminio e célcio), atividades das fosfatases &cida e alcalina, atividade amilolitica e

andlise de variabilidade genética pela técnica de BOX-PCR.

Figura 4. Isolados bacterianos com pelicula (em destaque vermelho), confirmando o

perfil diazotrofico.
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Tabela 6. Relacdo de isolados bacterianos associados a J. corumbensis selecionados para

os testes de potencial biotecnoldgico.

Origemdos  Meio de Cultivo Origem Planta Local
isolados
2A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
4B NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
5A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
5C NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
7A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
8IA NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
8IB NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
8ID NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
8IE NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
8lIB NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
10A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
16A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
16C NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
20A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
20B NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
20C NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
21A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
22A NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
32B NFb S. Rizosférico 1 Assent. Tag.
35B NFb S. Rizosférico 2 Assent. Tag.
35C NFb S. Rizosférico 2 Assent. Tag.
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36A

36B

36C

46A

46C

47A

47D

48A

49A

50B

50C

S51A

51B

51C

53B

53D

76A

TTA

82A

85A

86C

90C

122

124A

124B

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

NFb

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

. Rizosférico

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Taqg.

Assent. Jac.

Assent. Jac.
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125 NFb S. Rizosférico 5 Assent. Jac.

126 NFb S. Rizosférico 5 Assent. Jac.
128 NFb S. Rizosférico 5 Assent. Jac.
130 NFb S. Rizosférico 5 Assent. Jac.

S. rizosférico= Solo rizosférico; Assent. Tag. = Assentamento Taquaral; Assent. Jac= Assentamento

Jacadigo.

A producdo de AIA ndo foi observada em todos os 50 isolados bacterianos
avaliados, porém, 36% dos isolados bacterianos foram capazes de produzir o acido
indolacético (AlA) in vitro na presenca do DL-triptofano, no entanto, ndo foram capazes
de produzir esse fitohormonio em meio de cultivo sem o acréscimo do DL-triptofano. A
producdo de AIA variou entre 3,82 a 21,27 ug/mL, onde os isolados 2A (21,27 pug/mL),
46A (17,81 pg/mL), 122 (14,61 pg/mL), 90C (14,27 pg/mL), 47A (10,69 ug/mL) e 46C
(9,27 pg/mL) apresentaram o0s maiores valores de producdo desse fitohormdnio,
respectivamente (Tabela 7).

Dos 50 isolados, apenas 8 (16%) foram capazes de solubilizar fosfato de calcio in
vitro (Figura 5B). O indice de solubilizagéo foi considerado baixo (1S<2), variando entre
1,37 a 1,87 mm, onde os isolados 16C e 48A apresentaram 0s maiores indices, com 1,82
e 1,87 mm, respectivamente (Tabela 7).

Nenhum dos isolados testados apresentou a capacidade de solubilizar fosfato de
aluminio in vitro, ndo sendo observado crescimento bacteriano e nem a formacéo de halos

(Figura 5A).

A atividade de fosfatase acida foi detectada em 24% dos isolados bacterianos, sendo
observada a presenca de halos amarelos ao redor das colbnias (formado pela
transformacéo do p-nitrofenilfosfato), caracteristico desta atividade (Figura5 C e D). O

indice enzimatico variou entre 1,32 a 3,99 cm, no qual os isolados 4B (3,99 cm), 16C
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(3,14 cm) e 126 (3,13 cm) apresentaram indice enzimatico considerado alto (IE>3,1),
respectivamente, enquanto que os isolados 10A (1,32 cm) e 46C (1,84 cm) apresentaram

indice enzimatico considerado baixo (IE<2) (Tabela 7).

A fosfatase alcalina foi detectada em 22% dos isolados bacterianos. O indice
enzimatico variou entre 1,46 a 5,25 cm, onde os isolados 4B (5,25 cm) e 8IA (3,1 cm)
apresentaram indice enzimatico alto (IE>3,0), enquanto que os isolados 10A (1,69 cm) e

51A (1,46 cm) apresentaram indice enzimatico baixo (IE<2) (Tabela 7).

Dos 50 isolados avaliados, 32 (66%) apresentaram atividade amilolitica in vitro,
com formacéo de halo de hidrolise de amido (Figura 5 E). O indice enzimatico variou
entre 1,83 a 4,5 mm. Os isolados 8ID, 16A, 20A, 50B e 50C, apresentaram 0s maiores

indices enzimaticos (Tabela 7).

Tabela 7. Atividades enzimaticas e producdo de acido indolacético dos isolados

bacterianos associados a J. corumbensis.

Identificacdo  Solubilizagdo de  Atividade da  Atividade da  Atividade  Producéo

dos isolados  fosfato de célcio Fosfatase Fosfatase Amilolitica  de AIA

(mm) Acida (cm)  Alcalina (cm) (mm) (ug ml™)

2A - 2,22b 2,06 ¢ 3,51b 21,28a
4B - 3,99a 525a - -
5A - - - 3,10c -
5C - - - - -
7A - - - 3,08¢c -
8IA - 2,80 a 3,10b 3,66 b -
8IB - - - 3,77Db -
8ID - - - 4,19 a -
8IE - - - 341D -
8l1B - - - 3,07c -
10A - 1,32b 1,69c 3,28¢C -
16A - - - 4,17 a -
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16C
20A
20B
20C
21A
22A
32B
35B
35C
36A
36B
36C
46A
46C
47A
47D
48A
49A
50B
50C
51A
51B
51C
53B
53D
76A
TTA
82A
85A
86C
90C
122
124A
124B
125
126

1,82 a

3,14 a

2,37hb
294 a

2,80b

1,46 c
221c

3,50 b
4,25a
2,77c
2,46 d

3,56 b
3,79b
3,75b

4,66 b
514D
3,82Db

503D

4,90 Db

17,82 a

9,25b

10,69 b

590D
7,07b
6,43 Db

6,14 b
451D

529b

8,41b

14,27 a
14,61 a
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128 - - - 1,83d -
130 - - - - -
CV (%) 10,33 20,42 21,22 12,57 49,61

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo se diferem estatisticamente pelo Teste Scott-Knott ao

nivel de 5% de probabilidade; (-): N&do detectado.

Figura 5. Deteccdo de atividades en2|mat|cas A- Meio GL acrescido de fosfato'de

aluminio sem a deteccdo do crescimento e da atividade solubilizadora dos isolados; B-
Meio GL acrescido de fosfato de calcio com a deteccdo do crescimento de coldnias e zona
transllcida ao redor (halo), indicando atividade solubilizadora dos isolados; C- Formacao
de halo translicido em Meio Salino; D- Deteccdo de halo amarelo formado pela
transformacdo do p-nitrofenilfosfato. Ambos resultantes da atividade fosfatase acida. E-
Meio YMA acrescido de amido com a detec¢do do crescimento de colonias e zona

transllcida ao redor (halo), indicando atividade amilolitica dos isolados.

4.4.3 Andlise da variabilidade bacteriana por meio de BOX-PCR

O dendrograma do BOX A1R-PCR das bactérias diazotréficas associadas a J.
corumbensis obtido pelo método de agrupamento UPGMA a partir do coeficiente de
similaridade de Jaccard, apresentou alta variabilidade, sendo observada a formacéo de 7
grupos com 77% de similaridade (Figura 6). Os perfis de bandas obtidos apresentaram
alto grau de polimorfismo, com cerca de 78,26%, enquanto que 21,74% foram

monomorficos.
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A composicédo dos agrupamentos observados no dendrograma do BOX A1R-PCR
com os isolados similares ocorre da seguinte forma: Grupo 1 (36A, 47D); Grupo 2 (2A,
7A8ID, 8l1B, 47A, 8IE); Grupo 3 (4B, 35C, 8IA, 10A, 8IB, 20B, 16A); Grupo 4 (85A,
90C, 126, 125); Grupo 5 (22A, 20A, 20C, 50C, 36C, 46C, 48A, 50B, 76A, 32B, 130,
53B, 49A, 77A, 86C); Grupo 6 (36B, 51A, 51B, 51C, 124A, 35B, 124B, 21A, 5A, 16C,
82A) e Grupo 7 (46A, 5C, 122, 128, 53D).

Os grupos 3, 5 e 6 foram os mais diversos, sendo compostos por 7, 15 e 11
isolados, respectivamente, que apresentaram menor similaridade. Os grupos 2, 4, e 7
foram os menos diversos, sendo composto por 6, 4 e 5 isolados, respectivamente, que
apresentaram maior similaridade. O grupo 1, com dois isolados, divergiu bastante dos
demais. Os isolados de todos os grupos sao provenientes do meio de cultivo semissélido
NFb. Os representantes dos grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 7 séo oriundos do solo rizosférico,
enquanto que os representantes do grupo 6 séo oriundos da raiz e solo rizosférico de J.

corumbensis.
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Figura 6. Dendrograma do BOX A1R-PCR construido pelo método de agrupamento

UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade de Jaccard para analise da variabilidade

genética dos isolados bacterianos diazotroficos associados a J. corumbensis.
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4.5 Discussao

4.5.1 Ocorréncia, contagem e isolamento de bactérias diazotroficas

A ocorréncia de bactérias diazotroficas tem sido observada nos mais variados
ecossistemas (Moreira et al. 2010). Neste estudo, observamos que J. corumbensis,
apresentou ocorréncia de bactérias diazotréficas nas duas areas de estudo, Assentamento
Taquaral e Assentamento Jacadigo, com maiores densidades entre 10° e 10° células por
grama de matéria fresca (Tabela 2). Esses resultados foram superiores aos encontrados
por Santos (2008), que observou densidade igual a 10* células por grama de matéria
fresca, em trabalho realizado com bactérias diazotroficas associadas a fruteiras tropicais.
Resultados diferentes foram descritos em outros trabalhos com plantas ndo-leguminosas,
tais como, banana e abacaxi (Mia et al. 2010), arroz silvestre (Fernandes-Junior et al.
2013), arroz comercial (Rangjaroen et al. 2015), cana-de-acucar (Milani et al. 2011;
Beneduzi et al. 2013; Rodrigues et al. 2016b; Leite et al. 2018a), mandioca (Leite et al.
2018b), gramineas forrageiras (Souza et al. 2017), os quais encontraram organismos
diazotroficos em todas as partes amostradas.

O maior namero de isolados no solo rizosférico é devido ao fato desse micro-
ambiente ser a regido do solo influenciada pela rizodeposicdo de exsudados (compostos
organicos como flavonoides e acidos organicos) mucilagem e células em degradacgéo
(Turner et al. 2013). Desse modo, a combinacao desses compostos liberados pelas raizes
torna o solo rizosférico um local atrativo para micro-organismos, onde ha complexa
atividade bioquimica (Brahmaprakash et al. 2017). Na literatura ha relatos que
corroboram com os resultados encontrados neste trabalho, onde bactérias diazotroficas
foram encontradas em maior nimero no solo rizosférico e em raizes de diferentes espécies

vegetais, e ndo da parte aérea (Diniz et al. 2012; Gaviria-Giraldo et al. 2018; Leite et al.
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2018a; Leite et al. 2018b; Santos et al. 2014). No entanto, o nimero de isolados
provenientes desse ambiente nesses estudos foram menores se comparados aos nossos.
Em relacdo ao carater diazotréfico, somente bactérias que crescem no meio NFb
apresentaram essa caracteristica, sugerindo que esses micro-organismos possam
pertencer ao género Azospirillum sp. Em relagdo as analises em meio semissolido LGl,
ndo foi possivel identificar nenhum isolado com caracteristicas semelhantes a espécie
Nitrospirillum amazonense (anteriormente Azospirillum amazonense), mesmo que este
meio de cultivo tenha indicado a ocorréncia destas para folhas, raizes e solo rizosférico
de J. corumbensis. Os nossos resultados corroboram com os resultados obtidos por Santos
et al. (2015), que ndo observaram isolados similares a espécie Azospirillum amazonense
(atual Nitrospirillum amazonense) em raizes e brotos de milho. Entretanto, os autores
sugerem que as bactérias ndo foram isoladas devido & perda da viabilidade bacteriana ou
pelo fato do meio de cultura LGI recomendado exclusivamente para o isolamento de
bactérias desta espécie ndo ter possibilitado a deteccdo das mesmas, visto que este meio
de cultura é considerado semi-especifico (Santos et al. 2015). Segundo Baldani et al.
(2014), bactérias ndo fixadoras de N2 (sequestrantes) podem crescer juntamente com 0s
diazotréficos durante o periodo de incubagéo (formacéo da pelicula) devido ao nitrogénio
fixado liberado pelas bactérias diazotréficas, e estas podem interferir no processo de

isolamento e purificacdo das bactérias alvo (diazotroficas).

4.5.2 Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica dos isolados

As analises das caracteristicas morfoldgicas mostraram que existe variabilidade
fenotipica dos isolados bacterianos obtidos neste estudo, sendo observada a formacéo de
sete grupos com 70% de similaridade no dendrograma, corroborando com os resultados
encontrados por Silva e Melloni (2011), que, ao caracterizarem bactérias de solos de

reserva biologica, obtiveram alta variabilidade fenotipica dos isolados bacterianos.
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Diferentes resultados foram encontrados por Santos (2008) ao caracterizar bactérias
diazotréficas isoladas de frutiferas tropicais (goiaba, maracuja, abacaxi € maméo),
obtendo a formacéo de sete grandes grupos com 90% de similaridade.

Os estudos de caracterizacdo de bactérias diazotréficas de plantas ndo-leguminosas
indicam que a maioria dos isolados bacterianos sdo provenientes de tecidos internos de
raizes (Videira et al. 2009). No entanto, em nosso estudo a maioria dos isolados
bacterianos caracterizados foi proveniente do solo rizosférico. Neste contexto, o
conhecimento da diversidade fenotipica das bactérias diazotroficas presentes na rizosfera
de plantas de J. corumbensis pode ajudar a compreender as variagdes que ocorrem na
interagdo planta-bactéria. Dessa forma, a diversidade fenotipica pode assegurar ndo sé a
resiliéncia de processos mediados em determinados ecossistemas, como também a
ocorréncia destes nos mais diferentes habitats terrestres (Moreira e Siqueira 2006). Além
disso, o conhecimento da populacdo bacteriana nativa, bem como sua caracterizacao e
identificacdo, é necessario para entender a distribuicdo e a diversidade de bactérias nativas

na rizosfera de culturas especificas (Chahboune et al. 2011).

Neste estudo, verificamos que 36% dos isolados foram capazes de produzir acido
indolacético in vitro, em meio suplementado com L-triptofano, corroborando com os
relatos de Souza et al. (2015) de que a sintese de compostos ind6licos (dentre eles 0 AIA)
por bactérias ocorre através de vias alternativas que dependem da presenca de
precursores, sendo o principal deles o L-triptofano. Além disso, os isolados s&o
provenientes do solo rizosférico ou rizosfera e conforme descrito por Sahasrabudhe
(2011), a capacidade de produgdo de fitohorménios esta distribuida amplamente entre
micro-organismos do solo, onde cerca de 80% das bactérias isoladas da rizosfera de

plantas sdo produtoras de AlA.
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Deste modo, o desempenho de bactérias nos ensaios de verificacdo e quantificacao
in vitro da producéo de AIA (em meio de cultivo com a adigdo do L-triptofano) neste
estudo mostrou-se satisfatorio. Resultados semelhantes foram reportados por Araujo et
al. (2012) que obtiveram 45 isolados da rizosfera de Brachiaria brizantha, dos quais sete
foram selecionados para teste de promocéo de crescimento, bem como producao de acido
indolacético, no qual os valores de sintese desse fitohormdnio variaram entre 7,04 a 18,9
ug/mL, com destaque para os isolados 1A e 3A, com 18,9 e 17,2 pug/mL, respectivamente.
Nossos resultados também corroboram com os resultados obtidos no trabalho com
bactérias diazotréficas associadas ao sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) por Santos
et al. (2014), onde todos os isolados foram capazes de produzir esse fitohorménio na
presenca de triptofano, com concentrag¢fes variando entre 5,15 a 25 pg/mL. Porém,
diferentes resultados foram encontrados no trabalho realizado por Islam et al. (2016) com
isolados do solo rizosférico de pepino, onde as concentragdes de producdo de AIA
variaram entre 26,78 a 51,28 ug/mL, sendo maiores em relacdo as concentragdes descritas
neste estudo. No trabalho realizado por Pontes et al. (2015), 74% dos isolados bacterianos
associados a plantas de cevada (Hordeum vulgare L.) foram capazes de produzir
compostos indélicos em meio suplementado com triptofano, as concentragdes variaram
entre 0,1 a 100 pg/mL. Outros estudos também revelaram maiores produgfes de
compostos indélicos na presenca de triptofano por bactérias associadas as plantas de
girassol (Helianthus annuus L.) (Ambrosini et al. 2012), arroz (Costa et al. 2013), cana-
de-acucar (Beneduzi et al. 2013), frutiferas (Rodrigues 2016a) e gramineas forrageiras
(Souza et al. 2017). Portanto, os isolados bacterianos produtores de AIA descritos neste
estudo possivelmente podem promover o crescimento vegetal, uma vez que esse
fitohorménio atua no alongamento das raizes e permite maior absor¢do de agua e

nutrientes (Arruda et al. 2013).
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A capacidade de solubilizacdo de fosfatos que bactérias promotoras de crescimento
exibem é um importante mecanismo, pois convertem o fosfato insolivel em fosfatos
sollveis e biodisponibilizam para as plantas (Busato et al. 2012). Neste estudo,
descobrimos que os isolados testados ndo foram capazes de solubilizar fosfato de
aluminio, no entanto, houve uma baixa ocorréncia de isolados que foram capazes de
solubilizar fosfato de calcio in vitro, com indice de solubilizacdo considerado baixo
(1S<2), variando entre 1,37 a 1,87 mm, com destaque para o isolado 48A, com indice
enzimatico igual a 1,87 mm. De acordo com Matos et al. (2017), o processo de
solubilizacdo pode ser afetado pela composicdo do meio de cultura, bem como o0 aumento
do uso de fontes de nitrogénio (como os nitratos) e também pelo uso de altas
concentracOes de agucares (como a glicose), que podem ocasionar variagdes no diametro
dos halos de solubilizacdo ou mesmo impedir o desenvolvimento dos isolados no meio
de cultivo. Segundo Mendes et al. (2014) o fosfato de aluminio ¢ uma forma menos
reativa que o fosfato de célcio e, conforme descrito por Ilimer et al. (1995), os micro-
organismos produzem acidos organicos que, somados a liberacéo de ions de H*, conferem
a estes habilidades para solubilizarem fosfato de aluminio. Porém, este tipo de fosfato,
quando liberado no meio (em sua forma monomérica Al*3), pode ser toxico aos isolados,
0 que pode explicar a ndo deteccdo do crescimento e nem a atividade solubilizadora dos
isolados nesse estudo.

Os autores Illmer et al. (1995) ainda ressaltam que o fésforo proveniente da
solubilizacéo é capaz de anular o efeito toxico do aluminio. Porém, conforme reportado
por Chagas Junior et al. (2010) a producéo de acidos organicos ndo é o inico mecanismo
de solubilizagdo de fosfatos, ja que parte dos isolados que avaliaram em seu estudo
alcalinizaram o meio ou ndo alteraram o pH. No trabalho realizado por Massenssini et al.

(2015) com potencial de solubilizacdo da microbiota rizosférica de eucalipto, a adigdo de
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fosfato de aluminio ndo foi capaz de estimular a atividade solubilizadora dos micro-
organismos, sugerindo que o potencial de solubilizagdo varia devido as caracteristicas
quimicas das diferentes fontes de fosforo. Diferentes resultados foram encontrados por
Chagas Junior et al. (2010) em trabalho com capacidade de solubilizacdo de fosfatos e
eficiéncia simbidtica de rizobios, onde cerca de 33,2% dos isolados bacterianos
apresentaram solubilizacdo de fosfato de célcio, enquanto que 22,9% apresentaram
solubilizacdo de fosfato de aluminio. No trabalho de Santos et al. (2014) com bactérias
associadas ao sisal, nenhum dos isolados apresentou halo caracteristico quanto a
capacidade para solubilizacao de fosfato de célcio. No estudo de Matos et al. (2017) com
potencial de solubilizacdo de bactérias isoladas de bananeiras, foi reportado que cerca de
67,5% dos isolados testados solubilizaram fosfato em meio sélido suplementado com
fosfato tricalcio e alguns deles foram considerados como solubilizadores de alta
eficiéncia. Sungthongwises (2016), em trabalho com isolados de mandioca, observou que
estes apresentaram capacidade para solubilizacdo do fosfato de aluminio, porém, nenhum
dos isolados apresentou habilidade para solubiliza¢do de fosfato de calcio. Em estudo de
Silva e Vidor (2000), foi descrita a baixa ocorréncia de micro-organismos capazes de
solubilizar os dois tipos de fosfatos. Os autores explicam que a baixa solubilizagéo de
fosfato de aluminio pode estar relacionada ao fato dos micro-organismos serem obtidos
primeiro em meio de cultivo contendo fosfato de célcio para posteriormente serem
avaliados na presenca de fosfato de aluminio. Assim, essa sequéncia no processo de
avaliacdo dos micro-organismos poderia causar maior seletividade de isolados com
capacidade para solubilizacdo de calcio em detrimento do fosfato de aluminio.

Nossos resultados corroboram com outros estudos que descrevem a baixa
ocorréncia de isolados bacterianos capazes de solubilizar fosfato de célcio tais como em

Brachiaria brizantha (Araujo et al. 2012), mandioca (Leite et al. 2018b), trigo (Suleman
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et al. 2018), maméo (Rodrigues et al. 2016a), abacaxi (Baldotto et al. 2014), cevada
(Pontes et al. 2015) e girassol (Ambrosini et al. 2012). Portanto, os estudos com as
diferentes fontes inorganicas de fosfato de baixa solubilidade (fosfatos de aluminio,
calcio, tricalcio e ferro) e de outras fontes orgéanicas de fosfatos, ajudam a compreender
0s mecanismos desempenhados pelos micro-organismos in vitro ou in situ, bem como a
selecionar 0s mais promissores em ambas condigdes (Bashan et al. 2013).

A mineralizacdo do fosforo organico é um processo mediado por enzimas
conhecidas como fosfatases (Nahas 2002; Matos et al. 2017). De acordo com Bashan et
al. (2013), estas enzimas atuam na dissolucéo enzimatica dos fosfatos organicos, pois sao
liberadas no meio extracelular e, assim, catalisam a hidrdlise desses compostos e
produzem o fosforo soltvel. Neste estudo, detectamos a atividade da fosfatase &cida e
alcalina em 24% e 22% dos isolados testados, respectivamente e com indice enzimatico
considerado moderado (2,1-3 cm) para a maioria dos isolados, com excec¢éo dos isolados
4B, 16C e 126, que apresentaram indice enzimatico considerado alto (3,1-4 cm) para
atividade fosfatase acida e para os isolados 81A, com indice enzimético alto (3,1-4cm) e
4B, com indice enzimatico superior (>5,1 cm) para atividade fosfatase alcalina.
Resultados diferentes foram encontrados por Nahas (2002), que reportou um ndmero
maior de isolados com atividades das fosfatases acida (40,6%) e alcalina (28,4%), porém,
o indice enzimatico foi distribuido entre cinco faixas para ambas as atividades, onde a
maioria dos isolados bacterianos testados apresentou atividades (fosfatase e alcalina) com
indice enzimatico considerado baixo. No estudo de Matos et al. (2017) também foi
descrito um namero superior de isolados que apresentaram atividade fosfatase acida, no
entanto, a maioria dos isolados teve indice enziméatico com até 1 cm de didmetro, sendo
inferiores aos nossos resultados (com indice acima de 1 cm). Portanto, a deteccdo das

atividades fosfatases sugere que os isolados bacterianos obtidos neste estudo podem
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realizar processos como complexacdo do metal e dissolucdo enzimatica do fosfato

organico.

O amido é a reserva mais importante em se tratando de armazenamento de energia,
pois é um composto organico (que compde a massa vegetal e a massa animal) formado
por amilose e amilopectina, podendo ser degradado por bactérias e fungos através da
atividade amilolitica (Alariya et al. 2013, Van der Sand et al. 2014).  Neste estudo
constatamos a atividade amilolitica em 66% dos isolados bacterianos, com a maioria
apresentando indice enzimatico considerado alto, com destaque para os isolados 81D,
16A, 20A, 50B e 50C, que tiveram IE>4, sendo superiores em relacdo aos demais
isolados. Apenas o isolado 128 apresentou indice enzimético considerado baixo (IE<2).
Resultados diferentes foram encontrados por Krishnan et al. (2012) em trabalho com
bactérias isoladas de mamé&o, onde detectaram a atividade amilolitica em apenas quatro
isolados bacterianos, porém sendo inferior aos nossos indices. Nunes et al. (2018), em
trabalho com bactérias isoladas de leguminosas forrageiras, reportaram que todos 0s
isolados testados foram capazes de crescer em meio suplementado com amido, no
entanto, apenas trés isolados apresentaram atividade amilolitica, com indice enziméatico
considerado baixo (IE<2). No trabalho de Ramos et al. (2018), com bactérias do solo
rizosférico e ndo rizosférico da cultura de milho, foram observados que cerca de 20,7% e
57,9% dos isolados, respectivamente, produziram halo de hidrélise do amido. Portanto,
0S nossos resultados sugerem que a maior porcentagem dos isolados que apresentaram a
atividade amilolitica pode exercer maior habilidade no consumo de amido como fonte de
carbono e energia, refletindo na sua importancia ecolégica para ciclagem de nutrientes no

solo.
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4.5.3 Andlise da variabilidade genética por meio de BOX PCR

Os resultados obtidos pela técnica do BOX A1R-PCR neste trabalho mostraram que
existe alta variabilidade genética entre as bactérias diazotréficas isoladas de J.
corumbensis, sendo observada a formacdo de sete grupos com no maximo 77% de
similaridade, onde os perfis de bandas obtidos apresentaram 78,26% de polimorfismo e
21,74% de monomorfismo, corroborando com os resultados encontrados por Santos et al.
(2014), que obtiveram padrdes de bandas distintos para a maioria das bactérias
diazotroficas isoladas de sisal pela técnica do BOX A1R-PCR. Chueire et al. (2000) e
Freitas et al. (2007), destacam que o uso desse oligonucleotideo especifico permite a
deteccdo de bandas polimorficas suficientes para analise de variabilidade genética de
bactérias. No entanto, os autores também sugerem que existe a necessidade do uso de
marcadores genotipicos conjuntamente com caracteristicas morfoldgicas, para gerar
dados mais completos relacionados a identificacédo e selecdo de isolados bacterianos, bem
como sua diversidade, dentro de uma abordagem polifasica. Desse modo, em nosso
estudo foi constatado que o método do BOX A1R-PCR foi eficiente para analisar e
separar 0s isolados bacterianos que estavam proximos fenotipicamente.

Assim, este é 0 primeiro estudo de bactérias diazotroficas do género Azospirillum
associadas a J. corumbensis para o Estado de Mato Grosso do Sul. Aqui, reportamos que
houve maior ocorréncia e isolamento de bactérias diazotréficas provenientes do solo
rizosférico. Estes micro-organismos apresentam grande variabilidade fenotipica e
genotipica e possivelmente apresentam habilidades para promocdo de crescimento
vegetal, com destaque para os isolados 2A, 8IA, 10A, 16C, 21A, 36B, 46C, 47A, 51A,
51B e 53D, que foram considerados como mais promissores por apresentarem mais de

uma caracteristica para promocao de crescimento de plantas in vitro.
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5. Consideracdes finais

Neste estudo fornecemos uma visdo prévia sobre a ocorréncia de bactérias
diazotroficas do género Azospirillum associadas a Jacaratia corumbensis, bem como a
sua variabilidade fenotipica e genotipica. Todos os isolados foram estocados e inseridos
na colecao de micro-organismos pertencente ao Laboratério de Microbiologia da UFMS-
Campus do Pantanal. Assim, os futuros estudos de promocéo de crescimento em casa de
vegetacdo, bem como a inoculagdo desses isolados bacterianos, poderdo elucidar os
mecanismos de interacdo com esta ou outras espécies nativas, principalmente com
propositos de incrementos da produtividade vegetal, além do potencial de uso econémico

e sustentavel no Estado de Mato Grosso do Sul.
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ANEXOS

A Introducdo geral apresentada nesta Dissertacdo esta de acordo com o regulamento do
Programa de Pés-graduacdo em Biologia Vegetal da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul e seguiu as normas da Brazilian Journal of Botany
(http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/IforA-
BRJB+May+2019.pdf?SGWID=0-0-45-1606670-p174676984)

O artigo apresentado nesta Dissertagdo seguiu as normas da Revista Plant and Soil.

(https://www.springer.com/life+sciences/plant+sciences/journal/11104?detailsPage=pltc
i_3502646).
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