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RESUMO

No Brasil os estudos relacionados a interacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio com
gramineas ainda precisam ser explorados no que tange ao conhecimento da interacdo
dessas bactérias em espécies de plantas nativas. Diante disso, o objetivo desse trabalho
foi registrar a ocorréncia e identificar bactérias diazotréficas associadas a Oryza latifolia
e O. glumaepatula, e verificar a sua habilidade para a promogéo de crescimento vegetal.
Foram coletadas amostras das plantas de estudo na fase de floracdo, em triplicata. As
coletas foram realizadas na margem esquerda do Rio Paraguai em duas &reas. Para a
avaliacdo da ocorréncia e nimero de bactérias diazotroficas nas raizes das plantas foi
usado 0 método do nimero mais provavel usando o meio BMGM sem nitrogénio. Apos
0 crescimento positivo os frascos das maiores diluicdes positivas foram repicados
sucessivamente  para  meios  semissolidos e  solidos  semi-especificos
(NFb/LGI/INFb/IMV). A diversidade dos isolados foi avaliada por Box-PCR e os perfis
dos amplicons gerados de cada isolado foram agrupados pelo método UPGMA.
Caracteristicas funcionais relacionadas ao potencial biotecnolégico dos isolados foram
avaliadas: atividade celulolitica, proteolitica, amilolitica, producédo de sideréforo e acido
indol acético (AIA) e, solubilizacdo de fosfato de célcio e zinco. O sequenciamento do
gene 16S rRNA para construcdo da arvore filogenética foi realizado utilizando o
calculo do algaritmo Neighbor-Joining. Foram selecionados 33 isolados para o
experimento de inoculacdo em casa de vegetacdo com as duas espécies de arroz,
avaliadas para o aumulo de biomassa fresca e a massa seca aos 52 dias ap6s a
semeadura. As duas espécies de arroz selvagem apresentaram elevado numero de
bactérias fixadoras de nitrogénio associadas as suas raizes nas duas areas de coleta:
Oryza latifolia (Serra do Amolar: 1,55x10’ e Corixo Bracinho: 1,71x10" bactérias/g de
raiz) e O. glumaepatula (1,01x10’ e 0,68x10’ bactérias/g de raiz). Foram isoladas um
total de 201 bacterias diazotroficas nas duas espécies de arroz. Os isolados bacterianos
apresentaram alta diversidade fenotipica e genotipica. Do total, 80% apresentaram
algum tipo de atividade enzimatica, 66% proteolitica, 21% amilolitica, 16% celulolitica;
a producdo de sideroféros foi observada em 55% dos isolados, e 40% dos isolados
apresentaram producdo de (AlA), sendo a solubilizacdo de fosfato de calcio e zinco
observada em 52% e 50% dos isolados, respectivamente. Foram identificados isolados
pertencentes aos géneros: Pantoea, Achromobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas,
Pseudomonas e Bacillus. Em Oryza latifolia, os tratamentos com os isolados 110CAL,
153CAL e 59CAL aumentaram em até 59% o peso da massa fresca; e com o isolado
110CAL houve um aumento de até 214% de massa seca. Ja em O. glumaepatula, o
tratamento com o isolado 180CAG aumentou em até 54% o peso de massa fresca; e
com os isolados 180CAG, 132CAG e 163CAG houve um aumento de até 266% de
massa seca Os tratamentos com os isolados 110CAL e 180CAG do género Pantoea,se
destacaram por aumentaram tanto massa fresca, quanto a massa seca em Oryza latifolia
e O. glumaepatula, repectivamente. Assim 0s isolados que apresentaram caracteristicas
funcionais relacionadas ao potencial biotecnoldgico podem possivelmente estimular o
crescimento vegetal nas plantas nas duas espécies de arroz selvagem.

Palavras-chave: Oryza latifolia, Oryza glumaepatula, FBN, Box-PCR.



ABSTRACT

In Brazil, the studies related to the interaction of nitrogen fixing bacteria with grasses
still need to be explored regarding the interaction of these bacteria in native plant
species. Therefore, the objective of this work was to record the occurrence and to
identify diazotrophic bacteria associated with Oryza latifolia and O. glumaepatula, and
verify its ability to promote plant growth. Samples were collected from the study plants
in the flowering phase, in triplicate. The collections were carried out on the left bank of
the Paraguay River in two areas. For the evaluation of the occurrence and number of
diazotrophic bacteria in the roots of the plants the most probable number method was
used using the BMGM medium without nitrogen. After the positive growth, the vials of
the highest positive dilutions were successively repeated for semi-solid and semi-solid
media (NFb / LGI / JNFb / JMV). The diversity of the isolates was evaluated by Box-
PCR and the profiles of the amplicons generated from each isolate were grouped by the
UPGMA method. Functional characteristics related to the biotechnological potential of
the isolates were evaluated: cellulolytic activity, proteolytic, amylolytic, siderophore
and indole acetic acid (AlA) and solubilization of calcium phosphate and zinc.
Sequencing of the 16S rRNA gene for phylogenetic tree construction was performed
using the Neighbor-Joining algorithm. 33 isolates were selected for the inoculation
experiment in greenhouse with the two rice species, evaluated for the increase of fresh
biomass and the dry mass at 52 days after sowing. The two wild rice species showed a
high number of nitrogen-fixing bacteria associated with their roots in the two collection
areas: Oryza latifolia (Serra do Amolar: 1.55x107 and Corixo Bracinho: 1.71x107
bacteria / g root) and O. glumaepatula (1.01x107 and 0.68x107 bacteria / g root). A
total of 201 diazotrophic bacteria were isolated in the two rice species. The bacterial
isolates presented high phenotypic and genotypic diversity. Of the total, 80% presented
some type of enzymatic activity, 66% proteolytic, 21% amylolytic, 16% cellulolytic; the
production of siderophores was observed in 55% of the isolates, and 40% of the isolates
presented AIA production. The calcium and zinc phosphate solubilization was observed
in 52% and 50% of the isolates, respectively. Isolates belonging to the genera Pantoea,
Achromobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas and Bacillus were
identified. In Oryza latifolia, treatments with the isolates 110CAL, 153CAL and 59CAL
increased up to 59% the weight of the fresh mass; and with the 110CAL isolate there
was an increase of up to 214% in dry mass. In O. glumaepatula, the treatment with the
180CAG isolate increased by up to 54% of fresh weight; and with the isolates 180CAG,
132CAG and 163CAG there was an increase of up to 266% of dry mass. The treatments
with the isolates 110CAL and 180CAG of the genus Pantoea, were distinguished by
increase both fresh mass and dry mass in Oryza latifolia and O. glumaepatula,
respectively. Thus the isolates that presented functional characteristics related to the
biotechnological potential may possibly stimulate plant growth in the plants in the two
wild rice species.

Keywords: Oryza latifolia, Oryza glumaepatula, FBN, Box-PCR



1. INTRODUCAO

1.1 Importancia do Arroz

O arroz € uma monocotiledénea pertencete a familia Poaceae (Barnhart), e ao
género Oryza L. (Chang, 1976). O género Oryza L. é composto por duas espécies de
arroz cultivadas asiatica (O. sativa) e africana (O. glaberrima Steud.) e 21 espécies
selvagens (Khush, 1997). Dessas nove espécies nativas sdo tretapoides. Dentre essas
espéecies O. latifolia, O. alta e O. grandiglumis tém genoma (CCDD, 2n = 48),
encontradas apenas na Ameérica do Sul (Harland, 1971; Buso, 1998). Ja as espécies
cultivadas de arroz asiatica (O. sativa) e africana (O. glaberrima Steud.) e outras seis
espécies selvagens (O. rufipogon Griff., O. nivara Sharma & Shastry, O. barthii A.
Cheyv, O. longistaminata A. Chev. & Roehr., O. glumaepatula Steud. e O. meridionalis
Ng) séo categorizadas como espécies dipldides genoma AA (Khush, 1997).

A ampla adaptabilidade do arroz, aliada & sua habilidade de produzir em diversas
regides e ao continuado esforgo da pesquisa em todo 0 mundo, assegura que 0 seu grao
seja um produto amplamente consumido pelo homem (Terres et al., 2004). A espécie
Oryza sativa L., € um dos cereais mais cultivados e importantes para a alimentacéo
humana, sendo superado apenas pelo trigo. E um dos cereais que se caracteriza como
principal alimento de mais da metade da populagdo mundial, e € a base da alimentacao
brasileira a qual consome cerca de 25kg de arroz por ano (Brasil, 2015).

O arroz é uma excelente fonte de energia, devido a alta concentracdo de amido,
fornecendo também proteinas, vitaminas e minerais, além de possuir baixo teor de
lipidios (Kennedy et al., 2002), contribuindo assim na alimentacéo diéria da populagdo
mundial, especialmente de paises em desenvolvimento (Santos et al., 2006), Este grdo
fornece em média, 715 kcal per capita por dia, 27% dos carboidratos, 20% das proteinas
e 3% dos lipidios da alimentacdo. No Brasil, 0 consumo per capita € de 108g por dia,
fornecendo 14% dos carboidratos, 10% das proteinas e 0,8% dos lipidios da dieta
(Kennedy et al., 2002).

O maior produtor mundial de arroz é a China, representando aproximadamente 30%
da producdo mundial, seguido da india e Indonésia (USDA, 2016). O Brasil ¢ um dos
maiores produtores de arroz da América Latina (Embrapa, 2016), sendo o nono maior
produtor do mundo (FAO, 2016). O Mercosul é o nono maior produtor mundial de arroz
e 75% dessa produgdo é brasileira (USDA, 2016). No Centro-Oeste, terceira maior

regido produtora, predomina o cultivo em sequeiro (CONAB, 2017). O grande aumento
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na producéo deste cereal tem estimulado a procura de alternativas que produzam menor
impacto ambiental e aumento no rendimento desta cultura, de forma a reduzir seu custo

de producéo e aumentar a produtividade (Chouldhury & Kennedy, 2004).

1.2 Caracterizacao das espécies Oryza glumaepatula e O. latifolia

No Brasil sdo encontradas quatro espécies silvestres de arroz, Oryza alta
Swallen, O. grandiglumis Ddll, O. latifolia Desv. e O. glumaepatula Steud. Segundo
Pott e Pott (2000), O. alta tem uma ampla distribuicdo, incluindo a parte oriental da
bacia Amazonica, algumas pequenas bacias no Nordeste do Brasil e alguns locais na
Floresta Tropical Atlantica, nos estados do Sudeste; O. grandiglumis sé é encontrada na
parte oeste da Amazonia e nas bacias hidrogréficas dos rios Solim&es, Negro, Japura,
Purus e Madeira; O. latifolia e O. glumaepatula ocorrem em areas extensas da planicie
de inundacdo do rio Paraguai e tém ampla distribuicdo desde o México até o Paraguai e
Brasil, principalmente na Amazonia e Pantanal.

Oryza glumaepatula é uma espécie perene, com habito de crescimento em forma
de touceiras, com paniculas abertas, espiguetas com cerca de 6,6 a 11 mm de
comprimento e 1,9 a 2,5 de largura, com aristas de 6 a 16 cm de comprimento e anteras
geralmente de 2 a 5 mm de comprimento ocupando 3/4 da espigueta (Irri, 2005). Na
regido amazodnica é observado que seu crescimento pode atingir uma média de 3,0 m
fora da lamina da 4gua e uma profundidade de 2,7 a 2,8 m (Rubim, 1994). Essa espécie
tem ampla distribuicdo, e esta localizada em todas as regides onde outras trés espécies
ocorrem (Rubim, 1995; Sindarroz, 2000; Prochnow, 2002).

A espécie Oryza latifolia (latis- largo e folium- folha, alusdo a grande largura da
folha em relacdo a outras espécies do género) € classificada como erva aquética
emergente (Pott & Pott, 2000), tolerante a inundacdo e tem vasta ocorréncia nos campos
inundaveis do Pantanal (Bertazzoni & Damasceno-Jinior, 2011). E caracterizada por ser
uma espécie perene, estival, sem rizomas, chegando até a 6,5 m de comprimento (em
época de cheia), com panicula tipica laxa, presenca de ligula membranosa, auriculas
pilosas vistosas, lema com arista apical, fruto do tipo cariopse. Seu crescimento varia de
acordo com a sazonalidade do Pantanal, sendo que o periodo reprodutivo é concentrado
em uma pequena faixa de tempo, entre 0s meses de maio e junho, coincidindo com o
inicio da vazante do rio (Bertazzoni & Damasceno-Junior, 2011).

Estudos de Pott e Pott (2000) apontam o potencial de aproveitamento de O.

latifolia e O. glumaepatula, como alimento para ribeirinhos, bovinos, equinos, suinos,
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bem como mais uma fonte de alimento para de herbivoros silvestres do Pantanal.
Enrich-Prast (1998) estudou a utilizacdo de O. glumaepatula na aceleracdo da
recuperacdo de algumas regifes da area impactada por rejeito de bauxita no lago Batata
na Amazbnia, demonstrando sua importancia também para recuperacdo de areas
degradadas. Além disso, essas espécies tém sido usadas em estudos de melhoramento
genético de espécies cultivadas, como a O. sativa (Morais et al., 2006).

Vale ressaltar que os valores nutricionais encontrados em espécies arroz nativas sdo
maiores quando com comparados ao Oryza sativa. Em estudos com a espécie de arroz
nativo Oryza latifolia, foi observada qualidade nutricional com elavado teor de

proteinas e carboidratos, maiores que a espécie O. sativa (Pascual, 2009; Daniel, 2012).

1.3 Associacdo de bactérias diazotréficas com plantas de arroz

Nos paises da regido tropical, o nitrogénio é o principal elementolimitante da
cultura do arroz, que interfere no seu crescimento e na produtividade (Fageria & Stone,
2003). A fixacdo bioldgica de N, da atmosfera (FBN) é responsavel pela incorporacdo
do N atmosférico em sistemas naturais e agricolas, talvez sendo o processo microbiano
relacionado a agricultura mais bem estudado e explorado tecnologicamente (Santos et
al., 2008). De todo o nitrogénio sintético utilizado para a producdo das culturas, apenas
50% do nitrogénio aplicado é absorvido pelas plantas, o restante é perdido no sistema
solo-planta-atmosfera, elevando os custos de producdo, causando efeitos negativos ao
meio ambiente, como acidificacdo de solos cultivaveis, contaminacdo das aguas
superficiais e do lencol freatico, devido a mobilidade no solo, através do fluxo de massa
e perdas por volatilizacdo, desnitrificacdo e lixiviacdo (Videira, 2009). Além disso, 0
uso de fertilizantes nitrogenados em excesso para suprir essa caréncia pode resultar em
impacto negativo ambiental (Biswas et al., 2000; Kennedy et al., 2004).

Uma das alternativas para reverter o quadro de impacto ambiental provocado
pela adubacdo na cultura do arroz é o uso de bactérias que se associam a essa planta e
fazem a FBN, estas bactérias sdo denominadas diazotréficas. Nesse processo, mediado
pelas bactérias, ha a conversdo de N, um gas inerte presente em grande quantidade na
atmosfera, em NH;. Essa acdo fornece compostos nitrogenados diretamente para as
plantas por meio de associa¢des, ou quando os organismos morrem e os liberam no
ambiente, fornecendo o nitrogénio necessario para o desenvolvimento vegetal
(Lindermann & Glover, 2003).



Estudos relatam que as bactérias diazotroficas dos géneros Burkholderia sp. e
Herbaspirillum seropedicae, quando inoculadas em arroz promoveram aumento de até
54% na producio de grdos (Guimaraes et al., 2007; Ferreira et al., 2011). E importante
salientar que as taxas de fixacao bioldgica de nitrogénio sdo condicionadas a abundancia
e diversidade de bactérias diazotroficas e de sua distribuicdo espacial (Reed et al.,
2008).

Outras pesquisas relatam a associacdo de Vvarias espécies de bactérias
diazotroficas com espécies de arroz como: Azospirillum lipoferum, A. brasilense e
Nitrospirillum sp. (Baldani et al., 1997; Cardoso et al., 2010), A. amazonense (Baldani,
1984, Cardoso et al., 2010), A. irakense (Khammas et al., 1989), A. oryzae (Cheng-Hui
& Yokota, 2005), Herbaspirillum sp. (Rodrigues et al., 2006), Azoarcus sp. (Engelhard
et al., 2000), Sphingomonas sp. (Videira et al., 2009), Enterobacter sp. (Souza et al.,
2013; Costa et al., 2013), Pseudomonas sp. (Verma et al., 2001), Burkholderia sp.
(Rodrigues et al., 2006; Costa et al., 2013) e Pantoea sp. (Costa et al., 2013; Megias et
al., 2017). E diversos microrganismos fixadores de nitrogénio foram isolados da
rizosfera de plantas de arroz cultivadas em condi¢des de sequeiro e irrigado (Baldani,
1997), como as espécies de Azospirillum sp. (Baldani & Ddbereiner, 1980), Klebsiela
sp. (Ladha et al., 1982) e Alcaligenes sp. (You & Zhou, 1989).

1.4 Promocao do crescimento vegetal

Além da fixacdo bioldgica de nitrbgenio, as bactérias diazotroficas exercem
outros efeitos benéficos para a planta hospedeira como a estimulacdo do crescimento
das plantas por producdo de hormonios (Peng et al., 2002; Guimarées & Baldani, 2013),
principalmente auxinas, que estimulam o crescimento das plantas (Boiero et al., 2007).
O é&cido indolacético (AlA) é produzido por diversos micro-organismos incluindo as
bactérias e é um dos mais importantes fitormonios capaz de coordenar diferentes
processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (Khalid et al.,
2004; Ahemad & Kibret, 2014). A producdo deste fitormonio ja foi relatadada em
Azospirillum sp., Herbaspirillum sp. (Mariosa, 2014), Pseudomonas sp. (Oliveira, 2015;
Pefiafiel-Jaramillo et al., 2016 e Li et al.,, 2017), Pantoea sp. (Souza et al., 2013;
Rodrigues et al., 2016), Bacillus sp. (Pedrinho et al., 2010; Aradjo & Guerreiro,
2010;Szilagyi-Zecchin et al., 2014), Burkholderia sp. (Souza et al., 2013;Szilagyi-
Zecchin et al., 2014) e Enterobacter sp. (Shoebitz et al., 2009 Souza et al., 2013).



Além disso, essas bacterias podem estimular o crescimento das plantas pelo
aumento na atividade de nitrato redutase (Cassan et al., 2008), e solubilizacdo de fosfato
(Marra et al., 2012), podendo ainda aumentar a velocidade da germinagdo, quando
inoculadas nas sementes de arroz (Aradjo et al., 2010). Diversas bactérias foram
identificadas como solubilizadores de fosfato inorganico Bacillus sp., Achromobacter
sp., Agrobacterium sp., Microccocus sp., Aereobcater sp., Flavobacterium sp., Erwinia
sp. (Rodrigues & Fraga, 1999), Azospirillum sp. (Hungria et al., 2010), Herbaspirillum
sp. e Burkholderia sp. (Estrada et al., 2013), dentre outras.

Outra atividade que estimula o crescimento de plantas é a captacdo de ferro via
sider6foro disponibilizando nutrientes ou auxiliando no biocontrole de pat6genos
(Beneduzi et al., 2013). Esta atividade j& foi registrada em Azospirillum sp.
(Novakowiski et al., 2011), Burkholderia sp. (Jiang et al. 2008), Pseudomonas sp.
(Fagotti, 2012; Souza et al.,, 2013), Pantoae sp. (Luz, 2001; Fagotti, 2012),
Enterobacter sp., Sphingomonas sp. (Loaces et al., 2011) e Bacillus sp. (Fagotti, 2012;
Szilagyi-Zecchin et al., 2014).

Bactérias diazotroficas também degradam celulose, um polimero mais abundante
na natureza e importante fonte de energia do solo (Kansoh et al, 1999). A celulose néo é
encontrada na sua forma pura no solo, sendo necessarios outros grupos de
microrganismos na ciclagem da matéria organica, como 0s microrganismos amiloliticos,
proteoliticos e transformadores de N, acelerarando a decomposicdo de matéria organica
presente no solo (Coelho e Franca, 1995). Além disso, a atividade celulolitica dos
isolados bacterianos pode estar relacionada com a capacidade de penetracdo nas plantas,
apresentando assim um importante papel ecoldgico na interacdo com plantas (Cho et al.,
2007). Bactérias diazotréficas ja foram descritas como capazes de degradar celulose,
entre elas estdo: Bacillus sp. (Cho et al., 2007), Azoarcus sp. (Reinhold-Hurek et al.,
1993), Enterocbhater sp. e Pantoea sp. (Rodrigues et al., 2016), Stenophomonas sp.
(Yan et al., 2008), Burkholderia sp. e Stenophomonas sp. (Szilagyi-Zecchin et al.,
2014).

Ja a atividade amilolitica foi registrada em diazotroficas como Bacillus sp.
(Castro et al., 2014), Azospirillum sp. (Ningsih et al., 2010), Herbaspirillum
seropedicae (Jesus et al., 2013), Bacillus coagulans, B. licheniformis, B. megaterium e
Pseudomonas stutzeri (Carrim et al., 2006).

A producdo de protease pode estar relacioanda na atividade antagonistica contra

os fungos e bactérias patogénicas, em estudo com B. subtilis avaliaram o controle
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bioldgico desta estirpe contra fungos de importancia econémica em casa de vegetacao
(Basurto-Cadena et al. 2011). Outros estudos j& descreveram bactérias diazotréficas
produtoras de protease, como espécies de Bacillus sp. (Beg & Gupta, 2003), Alcaligenes
sp., Pseudomonas sp. e Streptomyces sp. (Thangam & Rajkumar, 2000).

No Brasil os estudos relacionados a interacdo de bactérias diazotréficas
associadas a gramineas é bem consolidado, sendo que atualmente h& formulacdes de
inoculantes com bactérias diazotroficas que sdo recomendadas para trigo, milho e
braquiarias (Silva et al., 2009; Hungria et al., 2010 e 2016; Megias et al., 2017). Em
estudo com bactérias diazotroficcas oriundos de arroz cultivado (Oryza sativa L.),
Estrada et al., (2013) demonstrou que bactérias diazotroficas solubilizadoras de fésforo
inorgénico, independente da fonte de fésforo utilizada, aumentaram a producgéo de graos
e a sua qualidade, as estirpes testadas em casa de vegetacdo apresentaram potencial de
uso como biofertilizantes para experimentacéo e sele¢do a campo.

Apesar das muitas pesquisas baseadas nessa interacdo, ha pouco conhecimento
da associacdo dessas bactérias em espécies de plantas nativas. Alguns estudos mostram
a ampla interacdo bacteriana em isolados de gramineas nativas, com Oryza
glumaepatula no Amazonas (Fernandes-Janior et al., 2013) e com Tripogon spicatus
na Caatinga (Fernandes-Junior et al., 2015).

O presente estudo contribuird para ampliar o conhecimento de bactérias
diazotroficas associadas as raizes das espécies de arroz selvagem Oryza glumaepatula e
O. latifolia encontradas as margens do Rio Paraguai que banha o Pantanal Sul
Matogrossense. Em adicdo, serdo obtidas informagcOes sobre a interacdo
planta/microrganismos e potencial de promocdo de crescimento vegetal como uma
alternativa de uso biotecnologico sustentavel para o0 manejo de plantas nativas na regido

do Pantanal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Isolar e Caracterizar bactérias promotoras de crescimento vegetal associada a

duas espécies de arroz selvagem do Pantanal.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a populagdo de bactérias diazotrdficas cultiviveis associadas a Oryza
latifolia e O. glumaepatula;

e Isolar e caracterizar fenotipicamente as bactérias diazotroficas isoladas de ambas
as espécies;

e Auvaliar a diversidade dos isolados bacterianos diazotréficos;

o Classificar taxondmicamente as bactérias isoladas;

e Auvaliar caracteristicas biotecnoldgicas dos isolados;

e Avaliar a promocéao de crescimento vegetal proporcionada pela inoculacdo dos

isolados bacterianos em plantas de arroz das espécies estudadas.
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3. Artigo

Caracterizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal isoladas de arroz

selvagem do Pantanal Sul Matogrossense

Artigo a ser submetido a revista Plant and Soil
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Abstract

Aims Record the occurrence, identify and verify the plant growth promotion of nitrogen
fixing bacteria (BNF) associated to Oryza latifolia and O. glumaepatula.

Methods: The BFN number of roots: most likely number, BMGM medium. The 16S
rRNA sequencing for phylogenetic tree (Neighbor-Joining). The characteristics
biotechnological analysed were: cellulolytic, proteolytic, amylolytic activities,
siderophore production, Indol acetic acid (AlA) and solubilization of calcium inorganic
and zinc oxide. Thirthy isolates were selected for the greenhouse inoculation experiment
containing, (substrate: sand, vermiculite and commercial vegetable substrate).

Results BFN number: O. latifolia (1.55x10° and 1.71x10" bacteria/g root) and O.
glumaepatula (1.01x10” and 0.68x10’ bacteria/g root). In total, 201 FBN were isolated.
66% proteolytic activity 21%, amylolytic 16%, siderophores 55%, 40% AIA
production, solubilizing calcium phosphate 52% and 50% zinc. ldentified genera:
Pantoea, Achromobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas and Bacillus.
The inoculation of isolate 110 CAL in O. latifolia increased up to 59% the fresh
biomass the increased 214% the dry masss.In of O. glumaepatula the inoculation of
isolate 180 CAG increased up to 54% the fresh biomass the increased 260% the dry
masss.

Conclusions Thus the isolates that presented functional characteristics related to the
biotechnological potential may possibly stimulate plant growth in the plants in the two

wild rice species.
Keywords Oryza latifolia, Oryza glumaepatula, FBN, Box-PCR

Nomenclatura

AIlA Acido Indol Acético

DNA &cido desoxirribonucleico

FBN Bactérias Fixadoras de Nitrogénio
IE indices enziméticos

PCR reacdo em cadeia da polimerase
RNAr RNA ribossémico
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Introducéo

Oryza sativa L. € um dos cereais mais cultivados e importantes para a alimentacdo
humana (Brasil 2015). No Brasil sdo encontradas quatro espécies silvestres de arroz,
Oryza alta Swallen, O. grandiglumis Daéll, O. latifolia Desv. e O. glumaepatula Steud.).
As espécies O. latifolia e O. glumaepatula ocorrem em éareas extensas da planicie de
inundacdo do rio Paraguai e tém ampla distribuicdo desde o México até o Paraguai e
Brasil, principalmente na Amazonia e Pantanal (Pott e Pott, 2000).

Porém, nos paises da regido tropical, o nitrogénio € o principal nutriente
limitante da cultura do arroz, que interfere no seu crescimento e na produtividade
(Fageria e Stone 2003). O uso de fertilizantes nitrogenados pode ser uma alternativa
para suprir essa caréncia; no entanto, seu uso em excesso pode resultar em impacto
ambiental (Biswas et al. 2000; Kennedy et al. 2004). Uma das alternativas para reverter
este quadro é a Fixacdo Biologica do Nitorgénio (FBN), utilizandobactérias
denominadas diazotréficas (Guimardes e Baldani 2013).

Estudos relatam que as bactérias diazotréficas dos géneros Burkholderia e
Herbaspirillum seropedicae, quando inoculadas em arroz promoveram aumento de até
54% na producdo de grdos (Ferreira et al. 2011; Guimardes et al. 2007). Outras
pesquisas relatam a associacdo de diferentes espécies de bactérias diazotroficas com
espécies de arroz como: Azospirillum lipoferum, A. brasilense (Baldani et al. 1997;
Cardoso et al. 2010), A. amazonense (Baldani 1984, Cardoso et al. 2010), A. irakense
(Khammas et al. 1989), A. oryzae (Cheng-Hui e Yokota 2005), Herbaspirillum sp.
(Rodrigues et al. 2006), Azoarcus sp. (Engelhard et al. 2000), Sphingomonas sp.
(Videira et al. 2009), Enterobacter sp. (Costa et al. 2013; Souza et al. 2013),
Pseudomonas sp. (Verma et al. 2001), Burkholderia sp. (Costa et al. 2013;Rodrigues et
al. 2006) e Pantoea sp. (Costa et al. 2013; Megias et al. 2017).

Além da fixacdo biolégica de nitr6genio, as bactérias diazotréficas exercem
outros efeitos benéficos para a planta hospedeira como a estimulagdo do crescimento
das plantas pela producéo de hormonios (Guimaraes e Baldani 2013; Peng et al. 2002),
principalmente auxinas, que estimulam o crescimento das plantas (Rodrigues 2001).
Sendo um dos mais importantes, o acido indolacético (AlA), por coordenar diferentes
processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (Ahemad e Kibret
2014; Khalid et al. 2004).
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Foram propostas alguns mecanismos de acdo relacionados ao aumento do
crescimento em plantas associadas &s bactérias diazotroficas. Um deles é através da
solubilizacdo de fosfato (Araujo et al. 2010; Estrada et al. 2013; Hungria et al. 2010;
Marra et al. 2012) e a captacdo de ferro via sideréforo disponibilizando nutrientes ou
auxiliando no biocontrole de patdgenos (Beneduzi et al. 2013; Fagotti 2012; Luz 2001;
Loaces et al. 2011; Szilagyi-Zecchin et al. 2014; Novakowiski et al. 2011; Souza et al.
2013).

Além da atividade amilolitica ja foi registrada em diazotroficas (Castro et al.
2014; Carrim et al. 2006; Jesus et al. 2013; Ningsih et al. 2010). E a produgdo de
protease pode estar relacioanda na atividade antagonistica contra os fungos e bactérias
patogénicas (Basurto-Cadena et al. 2011; Beg e Gupta 2003; Thangam e Rajkumar
2000). E a atividade celulolitica dos isolados bacterianos pode estar envolvida com
capacidade de penetragdo nas plantas, apresentando assim um importante papel
ecolégico na interagdo com plantas (Cho et al. 2007; Szilagyi-Zecchin et al, 2014;
Rodrigues et al. 2016; Yan et al. 2008).

No Brasil os estudos relacionados a interacdo de bactérias diazotréficas
associadas a gramineas é bem consolidado, sendo que atualmente h& formulacdes de
inoculantes com bactérias diazotroficas que sdo recomendadas para trigo, milho e
braquiaria (Silva et al. 2009; Hungria et al. 2010 e 2016; Megias et al. 2017). Apesar
das muitas pesquisas baseadas nessa interacdo, ha pouco conhecimento da associacdo
dessas bactérias em espécies de plantas nativas. Alguns estudos mostram a ampla
interacdo bacteriana em isolados de gramineas nativas, com Oryza glumaepatula no
Amazonas (Fernandes-Janior et al. 2013) e com Tripogon spicatus na Caatinga
(Fernandes-Junior et al. 2015). Em estudo com bactérias diazotréficcas oriundos de
arroz cultivado (Oryza sativa L.), Estrada et al. (2013) demonstrou que bactérias
diazotréficas solubilizadoras de fosforo inorganico, independente da fonte de fosforo
utilizada, aumentaram a producdo de gréos e a sua qualidade, as estirpes testadas em
casa de vegetacdo apresentaram potencial de uso como biofertilizantes para
experimentacdo e selecéo a campo.

Diante do exposto o objetivo desse trabalho foi registrar a ocorréncia e
identificar bactérias diazotrdficas associadas a Oryza latifolia e O. glumaepatula, e
verificar o potencial de promocédo de crescimento vegetal dos isolados obtidos. Assim,
este estudo contribuird para ampliar o conhecimento de bactérias diazotroficas

associadas as raizes das espécies de arroz selvagem Oryza glumaepatula e O. latifolia
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encontradas as margens do Rio Paraguai que banha o Pantanal Sul Matogrossense. Em
adicéo, serdo obtidas informacOes sobre a interagdo planta/microrganismos e potencial
de promocdo de crescimento vegetal como uma alternativa de uso biotecnologico

sustentavel para o manejo de plantas nativas na regido do Pantanal.

Material e métodos
Amostragens das plantas no Pantanal

As amostras de arroz silvestre das espécies Oryza latifolia e O. glumaepatula, foram
coletadas em triplicata em cada ponto, os individuos inteiros, durante a fase de floracao.
As coletas foram realizadas na margem esquerda do Rio Paraguai em seis pontos
distribuidos em duas areas de campo inundado: 1- Serra do Amolar (18°1°35,53”S
57°28°53,34”0; 18°12°06,4”S 57°28°34,9”0 ¢ 18°00°59,18”S 57°29°10,2970) ¢ 2-
Corixo Bracinho (19°00°8,9”S 57°33°10,3”0; e 18°58’49,3”S, 57°33’5,8°0 e
18°57°44,0”S e 57°37°4,7°0) em Corumba, MS (Figura 1).

Levantamento da ocorréncia e isolamento de bactérias diazotréficas

As amostras de plantas de cada espécie de arroz, foram separadas em parte aérea e
sistema radicular, para avaliagdo da ocorréncia de bactérias diazotréficas nas raizes das
plantas, segundo a metodologia proposta por Baldani et al. (2014). As raizes foram
lavadas em &gua corrente, 1g de raiz foi pesadoe macerado em solucdo salina (0,5%) e
diluida serialmente até 10°°. Uma aliquota de 1mL dessas diluicdes foi transferida para o
meio semissélido isento de nitrogénio BMGM (com glicose, manitol e &cido malico)
(Estrada de Los Santos et al. 2001) e incubada por 7 dias a 30°C. ApGs esse periodo o
crescimento positivo de bactérias diazotréficas foi avaliado pela presenca de uma
pelicula em forma de véu. O resultado da contagem do numero mais provavel (NMP)
foi analisado no Teste t-Student (p<0,05) no programa R versdo 3.3.1. Posteriormente,
foi feito o isolamento das bactérias a partir da obtencdo de colbnias puras nos semi-
especificos NFb e JNFB com acido maélico , LGI com acucar cristale JMV com
manitol (Dobereiner et al., 1995) no qual os frascos das maiores diluigdes positivas

foram repicados sucessivamente para meios semissolidos e solidos semi-especificos .
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Em cada repique foram observadas caracteristicas da pelicula formada em meio
semissdlido e em meio sélido a morfologia das coldnias (Baldani et al. 2014).

Caracterizacdo dos isolados

Caracterizacdo morfolégica dos isolados
Os isolados foram analisados quanto a morfologia colonial (margem, tamanho, textura,
elevacdo da margem, coloracdo, brilho) e, posteriormente foram agrupados

fenotipicamente pelo método UPGMA, no programa Past.exe v 2.17.

Diversidade dos isolados

Para a analise de diversidade por BOX-PCR dos isolados bacterianos primeiramente foi
realizada a extragdo do DNA total, segundo o protocolo de Sambrook e Russel (2001).
A eficiéncia extracdo e a quantificagdo do DNA das amostras foram analisadas em gel
de agarose (0,8% em tampdo TEB 1X) seguido da coloracdo com SyberGreen
(Invitrogen).

A anélise da diversidade dos isoladosfoi realizada através da amplificacdo de
regibes conservadas e repetitivas do DNA com o primer BOX AIlR
(5>-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (Versalovic et al. 1994). A reacdo de
amplificagdo foi conduzida com os seguintes volumes: agua milli—Q estéril, 18 pL;
dNTPs, 0,75 pL estoque com 10 pmol pL-1 de cada base; tampédo 10X (1X), 2,5 pL;
MgCl12, 1,5 uL (3nM); oligonucleotideo, 1,0 uL (2 pmol uL —1); DNA, 1,0 puL (10 ng.
pnL —1); Taq DNA polimerase, 0,25 pL (5 U pL —1), em um volume final de 25 pL. A
amplificacdo foi realizada usando os seguintes ciclos: 1 ciclo de desnhaturacao inicial a
95°C por 10 min; 35 ciclos de desnaturacao (1 min a 94°C), anelamento (1 min 53°C) e
extensdo (8 min a 65°C); 1 ciclo de extenséo final a 65°C por 16 min; manutencgéo final
a 4°C, com o uso do termociclador. Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese a 60 V em gel de agarose a 2%, em tampédo TBE 1 X, por 6 horas e corado
com SyberGreen (Invitrogen). Os produtos de PCR foram analisados pelo programa
BioNumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, Versdo 1.01) e, para a analise de

agrupamento, foi usado o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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Caracteristicas funcionais relacionadas ao potencial biotecnoldgico

Solubilizacéo de fosfato de céalcio
A capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio foi testada em meio de cultura GL
solido (Sylvester — Bradley et al. 1982), contendo 10,0 g de glicose, 2,0 g de extrato de
levedura e 5,0 g de &gar para 1L pH 5,8. Depois de esterilizado e ainda no estado
liquido, foram adicionados 200 mL de meio, 50,0 mL de K,;HPO, (10%) e 100mL de
CaCl; (10%) para a formacao de precipitado insoluvel de CaHPO,4 O meio foi entdo
cuidadosamente distribuido em placas de Petri a fim de evitar a formacao de bolhas que
dificultam a visualizagdo no halo de solubilizagéo

Previamente a analise de solubilizacdo de fosforo os isolados foram crescidos
em meio Dygs, por 24h, em agitacdo constante de 150 rpm. Em seguida, 20uL foi
inoculado em placa Petri contendo meio cultura, descrito acima, com quatro repeticoes.
O resultado positivo foi verificado através da formacdo de uma éarea translicida em

torno da col6nia apos sete dias.

Atividade celulolitica

A atividade celulolitica dos isolados bacterianos foi avaliada utilizando-se o0 método de
iodine conforme descrito por Kasana et al. (2008). Aliquotas de 0,50 pL de cultura foi
crescida por 24h em 5mL meio Dygs; ap6s esse periodo, 10 pL foram distribuidos em
placas de Petri em quadriplicada no meio CMC &gar contendo, 0,2% de NaNOs, 01% de
K2HPOy, 0,05% de MgSO,, 0,5% de KCI, 0,2% de CMC 0,02% de peptona e 1,7% de
agar. As placas foram incubadas a 30°C pelo o periodo de dois dias. Apds a incubacao,
as placas foram inundadas com solucdo de lodine (2,0 g de Kl, 1,0 g de iodo diluido em
300 mL de agua destilada) durante 3 minutos. O excesso de solucdo foi drenado e a
presenca de halo ao redor das col6nias bacterianas indicou resultado positivo para a
atividade celulolitica.

Atividade proteolitica

A atividade proteolitica das bactérias foi analisada adotando o protocolo descrito por
Saran et al. (2007). As estirpes bacterianas foram crescidas por 24h em 5mL de meio
Dygs. Aliquotas10 pL de suspensdo bacteriana foram plaqueada em quadriplicada em
20 mL de meio de cultura. O meio de cultura foi preparado pela combinacdo dos

seguintes componentes: 20 g de agar dissolvidos em 200 mL de agua destilada; 20 g de
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leite desnatado dissolvidos em 200 mL de &gua destilada e 600 mL de solucdo de
K,HPO,4 0,2 M, pH 7,0 (ajustado com KOH). Todos os componentes do meio foram
autoclavados separadamente antes do uso para evitar a coagulacdo e carbonizagdo do
leite devido a presenca de sais (Saran et al. 2007). As placas inoculadas foram
incubadas a 30°C por 48h. A atividade proteolitica foi verificada pela presenca da
formac&o de um halo ao redor da col6nia bacteriana.

Atividade amilolitica

As estirpes foram cultivadas em 5mL de meio liquido Dygs por 24h, em seguida foi
aliquota 10pL em quatro pontos distribuidos 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 adi¢éo do azul
de bromotimol (Oliveira et al. 2007). As culturas foram incubadas a 30°C por sete dias.
Ap0s esse periodo, foi adicionada solucéo de iodine em toda a placa, sendo detectada a
atividade amilolitica pela a formacéo de um halo transparente ao redor das coldnias.

Os indices enzimaticos (IE) dos todos os testes fisiologicos foram obtidos a
partir da razdo do diametro do halo de solubilizacdo (@HS) pelo didmetro da coldnia
(4C) por meio da formula: 1IS=@H/@C. As linhagens foram classificadas em trés grupos
em relacdo ao indice enzimatico: Baixo (IS<2); Medio (2<I1S<4); e alto (1S<4)

(Berraquero et al. 1976).

Quantificacao de auxina
Para quantificacdo das auxinas o método utilizado foi de Salkowski em microplaca
(Sarwar e Kremer, 1995). Primeiramente as estirpes foram cultivadas em meio liquido
Dygs por 24h. Posteriormente as bactérias foram cultivadasem meios liquidos
especificos (NFb, LGI, INFb e JIMV) sem azul de brometimol e com 1g/L de sulfato de
amonia, acrescido de 100ug de L-troptofano a 10mg/mL, durante 72h a 30°C e 180rpm
no escuro.Em seguida a cultura crescida foi agitada e 1ml do sobrenadante foi
transferido para microtubos de 1,5mL e centrifugados por 15 minutos a 5000 rpm por
cinco minutos e aliquotas de 150 pL do sobrenadante foram transferidas para
microplacas de poliestireno de 96 pocos.

Em cada poco, contendo o sobrenadante da cultura, foram adicionados 100 pL
do reagente Salkowski (1 mL de FeCl3.6H,0, 0,5M + 50mL de HCIO, (35%)) (Gordon
e Weber 1951). A reacdo foi mantida no escuro durante 30 minutos a temperatura
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ambiente e para cada amostra foram feitas trés repeticbes. A producdo de &cido
indolacético (AlA) foi considerada positiva nasreagdes que mostraram mudangas na
coloracdo da reacdo, sendo positiva (rosa) e negativa (transparente). A leitura da
absorbancia foi realizada com auxilio de espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
(©) (540 nm) para quantificacdo da producdo de inddis. Como padrdo foi utilizada
auxina sintética (Sigma) (Sarwar e Kremer, 1995).

Analise qualitativa de solubilizacdo de fosfato e zinco

As estirpes que apresentaram melhor desempenho nos testes anteriores de solubilizagio
de fosfato de calcio, atividade amilolitica, proteolitica, celulolitica e producdo de
auxinas foram selecionadas para realizacdo dos testes de solubilizacdo de fosfato,
producdo de sider6foros e o sequenciamento do gene 16S rRNA. No total foram
selecionadas 90 estirpes.

Para avaliar a capacidade das estirpes em solubilizar zinco e fosfato inorganico
in vitro as bactérias foram inoculadas em 5mL de meio liquido Dygs e incubadas por
24h a 180rpm. ApoOs esse periodo, 10 pl das culturas bacterianas em triplicata foram
inoculados em placas de Petri contendo 20 mL de meio NBRIP sélido (10 g de glicose;
5 g de MgCl,.6H,0; 0,25 g de MgS0O,.7H,0; 0,2 g de KCI; 0,1 g de (NH;)SO,4 e 15
g.L-1 de agar adicionados a 1000 mL de agua destilada). O teste de solubilizacdo de
fosfato foi realizado na presenca de 5 g.L™* de Cas(PO4), (pH 6,0), e o de solubilizagdo
de zinco foi feito na presenca de 1,2 g.L™* de ZnO (pH 6,0) conforme descrito por
Nautiyal (1999). Todas as amostrars foram incubadas a 30°C por 15 dias. Os testes de a
solubilizacdo de zinco e de fosfato foram considerados positivos quando as estirpes
formaram halos ao redor da colénia. Ap6s operiodo de incubacdo o diametro do halo
formado e da colb6nia foram medidos, utilizando paquimetro digital, e os dados

utilizados para calcular o indice de solubilizag&o.

Analise qualitativa de sintese de sider6foros

Para quantificacdo da sintese de siderdforos foi utilizado o método desenvolvido por
Schwyn e Neilands (1986). As estirpes foram cultivadas em 5mL de meio liquido Dygs
por 24h a 30°C e 180rpm. Apos esse periodo uma aliquota de 20 pl foi transferida para
0 meio especifico da estirpe (NFb, LGI, JNFb e JMV sem a presenca de ferro e sem
azul de bromotimol acrescido de 1g/L sulfato de aménia) incubadas por até 72h a 30°C

e 180rpm. Apds esse periodo uma aliquota de 10 pl foi transferida em triplicata para
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placa de Petri com 20mL contendo da mistura de solugdo 15% de CAS (composto por
73mg de CTAB adicionado a 40mL de &gua deionizada; 60,4mg de CAS em 40ml de
agua deionizada: mistura e acrescentar 10mL de FeCl; HCI a 10%) com meio sélido
especifico da estirpe (NFb, LGI, JNFb e JMV com 1g/L sulfato de amonia e isento de
ferro e azul de bromotimol) e incubadas a 30°C por 72h. A formagéo de halos ao redor
das colbnias caracteriza o resultado positivo, os didmetros dos halos e das colbnias
foram mensurados para calcular o indice enzimatico (Berraquero et al. 1976). Todas as
vidrarias usadas para preparo dos meios, solucBes para ocrescimento das estirpes foram

tratadas com &cido cloridrico 10% para retirada de residuos de ferro.

Sequenciamento de produtos da PCR

Apos a extracdo, o gene 16S rRNA foi amplificado por meio de reagdes em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os iniciadores 27F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG
CTCAG-3’) (Furushita et al. 2003) e Amp2 (5’-AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA-
3”) (Wang et al. 1996). A reacdo ocorreu nas seguintes condicGes: dgua ultrapura 14,38
uL, Tampdo 5X (1X) 5 pL, MgCl, 25mM (1,75mM) 1,75 uL, dNTP 10mM (0,25mM)
0,63 pL, 27F 10uM (0,20uM) 0,50 pL, Amp2 10uM (0,20uM) 0,50 pL, Taqg DNA
polimerase (5U. uL™) 500U (1,25U) 0,25 pL e 2 uL de DNA em um volume final de 25
pL.

A reacdo de amplificacdo foi conduzida com as seguintes temperaturas, ciclos e
tempo: temperatura de desnaturagdo de 94°C por 3 minutos, seguida de 29 ciclos (94°C
por 1 minuto, temperatura de anelamento de 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos) e
temperatura de extensdo final de 72°C por 5 minutos.

O fragmento amplificado foi analisado em gel de agarose 0,7% e a amostra
amplificada foi sequenciada no sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer
(Applied BiosystemR) do Laboratério de Gendmica da Embrapa Agrobiologia.
Posteriormente foram alinhadas e comparadas com sequencias depositadas no banco de
dados do Genbank Database http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando o programa
BLAST-N (Altschul et al. 1997) editando a busca para sequéncias depositadas no banco
de dados de 16S rRNA. Apds a comparacdo das sequéncias com o banco de dados, foi
realizada a construcdo da arvore filogenética utilizando o calculo do algoritmo

Neighbor-Joining (NJ) com o programa MEGA V6.
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Experimento de inoculagdo em casa de vegetacao

Trinta e trés estirpes foram selecionadas a partir dos resultados anteriores e inoculadas
na espécie da planta da qual foi isolada. Foram utilizados quatrotratamento: 1) planta
com a inoculacdo das estirpes selecionadas, 2) controle (ndo inoculado), 3) com
inoculante comercial e 4) inoculado com a estirpe ZAE94 — Herbaspirillum
seropedicae. Para preparo do inoculante, sacos com 7g de turfas foram vedados e
autoclavados duas vezes com intervalo de 24h para certeza da eliminacdo de fungos
Posteriormente as estirpes foram incubadas em 5ml meio Dygs, por até 48h a 30°C a
180rpm, sendo transferidos 3ml para a turfa e incubadas por 48horas. Apds esse periodo
as sementes foram umedecidas com agua e misturadas a turfa. As sementes foram
transferidas para caixas de isopor que foram colodas em bandejas com agua para manter
a irrigacdo por inundagdo. Em cada célula foram adicionadas seis sementes.
Poteriormente foi feitoo desbaste deixando uma muda por célula, sendo seis repeticdes
por tratamento. O substrato usado foi uma composicéo de areia, vermiculida e substrato
de hortalicas, na propor¢do 1:1:1. Aos 52 dias ap0s a semeadura as plantas foram
analisadas em relagdo ao acumulo da matéria fresca mantida por 24h na sombra e massa
seca em estufa a 62°C. As medias dos tratamentos variaram entre quatro e seis
repeticdes, sendo a maioria com seis repeticdes. Foi aplicado o teste estatistico Tukey a

5% de probabilidade, no programa Sisvar 5.6 para analise de comparacdo das médias.

Resultados

Ocorréncia e diversidade fenotipica de isolados bacterianos nas espécies nativas de

arroz

Oryza latifolia e O. glumaepatula apresentaram elevado nimero de bactérias
diazotroficas, nas duas areas de coletas, Serra do Amolar e Corrixo do Bracinho (Tabela
1). O ndmero de bactérias diazotroficas associadas as duas espécies de arroz, nao
apresentou diferenga significativa tanto entre as area de coleta (Figura 2A), como
também entre as espécies de plantas (Figura 2B). No total foram isoladas 201 bactérias
diazotroficas da raiz, sendo o nimero de isolados nas duas espécies similar, 103 para

Oryza latifolia e 98 para O. glumaepatula. O meio de cultivo com maior
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representatividade nas duas espécies foi o0 NFb, outros meios apresentaram praticamente
0 mesmo numero de isolados no total (Tabela 2).

O dendrograma de diversidade fenotipica dos isolados bacterianos associados a
Oryza glumaepatula apresentou cinco grandes grupos. O primeiro grupo apresenta uma
maior diversidade fenotipica composto por isolados que cresceram em todos o0s tipos de
meio de cultivo, 0s grupos dois, trés e cinco apresentam isolados que apresentam
crescimento do meio de cultivo NFb e o grupo quatro com isolados crescidos no meio
JMV (Figura 3). O dendrograma dos isolados bacterianos associados a Oryza latifolia,
também apresentou cinco grandes grupos, sendo que 0s grupos um e dois representam
isolados principalmente provenientes do meio NFb e osgrupos trés e cinco do meio
JMV; no grupo quatro, 0 maior grupo, ha representantes principalmente originados do
meio LGI (Figura 4).

No Box-PCR os dendrogramas das duas espécies de arroz apresentam em sua
maioria isolados do mesmo meio de cultivo. Os agrupamentos das duas espécies de
arroz apresentaram quatro grandes grupos, porém os grupos de Oryza gluamaepatula
(Figura 5) sdo mais diversos do que os isolados de O. latifolia (Figura 6).

O dendrograma de O. glumapetula apresenta nos grupos um, trés e quatro maior
representatividade dos isolados do meio de cultivo NFb e perfil polimorfico proximo a
espécie Azospirillum lipoferum, sendo o grupo dois mais diverso com estirpes de todos
tipos de meio de cultivos (NFb, LGI, JMV e JNFb), onde estdo agrupados os perfis
polimorfico das espécies Herbaspirillum seropedica e Burkholderia silvatlantica,
Nitrospirillum amazonense (Figura 5), cujo nome antigo era Azospirillum amazonense.

No dendograma de O. latifolia os grupos um e trés apresentam maior
representatividade de isolados oriundos do meio de cultivo NFb e o grupo quatro do
meio JMV, sendo o grupo dois o mais diverso e que apresenta isolados de todos 0s tipos
de meio de cultivo utilizados nesse estudo (Figura 6). Todos os grupos das duas
espécies de arroz mostraram diversidade semelhante entre 0os meios de cultivo, porém
com destaque para 0 NFb que apresentou representantes em todos os grupos, sendo

portando o meio de cultivo com maior diversidade (Figura 5 e 6).

Caracteristicas biotecnologica dos isolados bacterianos

Em relacdo as atividades enzimaticas, 80% dos isolados analisados apresentaram algum

tipo de atividade, com indice que variaram de baixo a médio (Tabela suplementar 1). A
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atividade proteolitica foi identificada em 66% dos isolados (Figura 8), desses mais da
metade apresentou indice enzimatico médio, o isolado com maior atividade foi o
145CAG (3,97 mm), originado de Oryza glumaepatula, a qual teve 0 maior nimero de
representantes nessa atividade (Tabela 3 e Tabela suplementar 1). A presenca de
atividade amilolitica, foi observada em 21% dos isolados com indice enzimatico médio,
sendo o que apresentou maior atividade foi o isolado 63CAL (2,85 mm); 16% dos
isolados apresentaram a atividade celulolitica (Figura 7), sendo a maioria com indice
enzimatico médio, o representante com maior atividade foi o 74CAG (3,8 mm), com
predominancia dos isolados originados de O. latifolia (Tabela 3 e Tabela suplementar
1). A solubilizacdo de fosfato de calcio foi observada em 13% dos isolados com o
mesmo numero de representantes nas duas espécies de arroz selvagem, com indice de
solubilizacdo médio e o isolado com maior capacidade de solubilizacdo foi 103CAG
(2,7 mm; Tabela 3 e Tabela suplementar 1).

Aproximadamente 47% dos isolados apresentaram atividade enziméatica em pelo
menos dois dos testes analisados e 19% em trés dos testes estudados (Tabela
suplementar 1). Dos isolados que apresentaram atividade de solubilizacéo de fosforo em
sua maioria foram oriundos do meio LGI e JMV, as atividade proteolitica e amilolitica
tiveram representagdes de nimero de isolados praticamente similiares entre os meios de
cultivo NFB, JNFB e JMV, ja para atividade celulolitica a maioria dos isolados foram
originados do meio de cultivo JINFB (Tabela 3).

A produgdo do horménio &cido indolacético (AlA) foi observada em 40% dos
isolados, com a a maioria das estirpes pertecentes aos meios de cultivo NFb (32) e JNFb
(32), e isoladas de Oryza glumaepatula, assim como o isolado 180CAG (271,4 mm)
com a maior capacidade de producao deste hormonio (Tabela suplementar 1).

As estirpes que apresentaram melhor desempenho nos testes anteriores foram
selecionadas para avaliar a capacidade da solubilizacdo de calcio, zinco e producao de
siderd6foros, foram 90 estipes no total. Dessas 52% dos isolados apresentaram
capacidade de solubilizar de fosfato de célcio, que sdo representados principalmente por
estirpes cultivadas nos meios de cultivo JNFb e NFb. Os isolados 153CAG (2,64mm) e
193CAL (2,56mm) os que apresentaram maior indice de solubilizagdo nessa atividade
fisiologica. Cerca de 50% sdo solubilizadores de fosfato de zinco e a maioria dos
isolados sdo provenientes do meio JNFb e de Oryza glumaepatula, as melhores
performances foram encontradas nas bactérias 133CAG (3,61mm) e 155CAG

(3,02mm). Além disso, 55% dos isolados produziram siderdforo, quase todos oriundos

25



do meio JNFb e NFb e com maior producdo nas estirpes 12CAG (2,7mm) e 187CAL
(2,05mm; Tabela 3 e Tabela suplementar 2).

Identificacdo taxondmica dos isolados de arroz selvagem

Os isolados com maior desempenho nas caracteristicas biotecnolédgicas analisadas
foram selecionados (Tabela suplementar 2) para serem classificados taxonomicamente
pelo sequenciamento parcial do gene do 16S rRNA (Tabela suplementar 3), levando em
consideragdo o minimo de 97% de similaridade. As bactérias associadas as duas
espécies de arroz selvagem apresentaram alta diversidade, sendo a maioria do filo
Proteobacteria pertencentes principalmente aos géneros Pantoae, Achromobacter,
Enterobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas e Bacillus (Tabela suplementar 3).

Dessas 23 foram anélisados filogeneticamente contituindo quatro grupos (Figura
9) com baixa silimiridade com as sequencias do banco de dados. O maior grupo (I) é
composto por oito bactérias, sendo os isolados 29CAL, 138CAL, 156CAL, 171CAL e
177CAL provenientes de Oryza latifolia e os isolados 47CAG, 62CAG e 144CAG de
Oryza glumaepatula. Estas espécies apresentam 91% similaridade de sequéncias com o
género Stenotrophommonas (29CAL 138CAL e 171CAL e 177CAL) e 54% a 100%
com o género Pseudomonas (62CAG, 144CAG e 156CAL). O grupo (Il) apresenta os
isolados 16CAG e 131CAG associados a O. glumaepatula e 0 1CAL a O. latifolia com
similaridade de até 100% ao género Achromobacter. No grupo Il os isolados 173CAL
(O. latifolia) e 5CAG (O. glumaepatula) demonstram 100% de similaridade ao género
Enterobacter e os isolados 65CAG, 96CAG, 133CAG e 155CAG (O. glumaepatula) e
2CAL, 110CAL e 116CAL (O. latifolia) até 95% de similaridade ao género Pantoae. E
no grupo IV com os isolados 128CAG e 132CAG (O. glumaepatula) e 19CAL (O.
latifolia) com até 100% de similaridade ao género Bacillus.

Outros isolados, apesar de ndo teram sido analisados filogeneticamente, por néo
apresentaram numero suficientes de pares de bases ou dispor do sequenciamento de
apenas um dos primers utilizados, foi possivel identificar o género: Achromobacter
(25CAG, 182CAL), Acinetobacter (12CAG), Burkholderia (169CAL, 183CAG),
Bacillus (73CAG, 83CAG, 129CAG), Enterobacter (15CAG, 32 CAL, 104CAL),
Pantoea (79CAG, 98CAL, 99CAG, 100CAL, 101CAG, 180CAG), Paenibacillus
(121CAL), Phytobacter (59CAL), Pseudomonas (97CAG), Stenotrophomonas
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(30CAG, 64CAL, 109CAG, 135CAL, 143CAG, 163CAG, 168CAGQG) e Staphylococcus
(75CAL, 187CAG) (Tabela suplementar 3).

Promogcd&o de crescimento em espécies de arroz selvagem

A partir dos dados das caracteristicas morfologicas, bitecnologicas e perfil polimdrfico
foram selecionados 33 isolados (1CAL, 18CAL, 57CAL, 59CAL, 110CAL, 153CAL,
156CAL, 168CAL, 170CAL, 171CAL, 173CAL, 174CAL, 179CAL, 182CAL,
190CAL e 7CAG, 15CAG, 29CAG, 30CAG, 47CAG, 96CAG, 132CAG, 145CAG,
152CAG, 155CAG, 163CAG, 169CAG, 177CAG, 180CAG, 185CAG, 187CAG), para
verificar a capacidade da promocdo de crescimento vegetal proporcionada pelos
isolados bacterianos em plantas de arroz das espécies estudadas (Tabela 4).

Em Oryza latifolia, todos os tratamentos com diferentes isolados aumentaram a
producdo de matéria fresca em até 59% se comparado ao tratamento com inoculante
comercial. Dez (10) dos 17 tratamentos com inoculados apresenataram aumento no
acumulo de matéria fresca de até 25% em relacdo ao tratamento ndo inoculado. Nove
tratamentos tiveram um aumento de até 18% comparado a testemunha ZAE94-
Herbaspirillum seropedicae Os tratamentos com os isolados 110CAL, 153CAL e
59CAL apresentaram valores mais significativos estatisticamente no aumento da
matéria fresca, proporcionando um aumento de 59, 25 e 18% (110CAL); 58, 24 e 18%
(153CAL) e 54, 21 e 14% (59CAL) em relagdo a testemunha do inoculante comercial,
ao controle e ao tratamento com ZAE94- Herbaspirillum seropedicae, respectivamente
Com relacdo a producdo de matéria seca, todos os tratamentos com diferentes isolados
aumentaram a producao até 214% em comparacao ao inoculante comercial Nove dos 17
tratamentos demonstraram aumento da matéria seca em comparacao as testemunhas sem
inoculante e com ZAE94, com destaque para o tratamento com 110CAL que apresentou
0S maiores aumentos de 214, 78 e 62% em relacdo as testemunhas inoculante comercial,
controle e ZAE94, respectivamente (Tabela 4).

Em Oryza glumaepatula, a inoculagdo de todos os diferentes isolados aumentou
a producéo de matéria fresca se comparado as testemunhas com inoculante comercial e
ndo inoculado. Dos 16 tratamentos inoculados, 14 apresentaram aumento na matéria
fresca comparados a testemunha de referénncia ZAE94. O tratamento com 180CAG

apresentou valores mais significativos no aumento da matéria fresca proporcionando um
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aumento de 54, 56 e 32% em comparacao as testemunhas do inoculante comercial, ao
controle e ao tratamento com ZAE94, respectivamente Os tratamentos com 180CAG,
132CAG e 163CAG apresentaram valores mais significativos no aumento da matéria
seca, porém nao se diferenciando entre si, proporcionando um aumento de 260, 117 e
104% (180CAG); 236, 108 e 91% (132CAG) e 266, 121 e 108% (163CAG) em
comparacdoa testemunha do inoculante comercial, ao controle e ao tratamento com
ZAE94, respectivamente (Tabela 4).

Discussao

Diversidade de isolados bacterianos em espécies arroz

As duas espécies de arroz selvagem estudas apresentaram elevado nimero de bactérias
diazotréficas associadas as suas raizes (Tabela 1), corroborando com os resultados dos
estudos realizados com arroz comercial cultivado (Oryza sativa L.), os quais
encontraram organismos diazotréficos entre 10% e 107 células por g/raiz (Silva 2014;
Rodrigues et al. 2006; Viana et al. 2012; Videira et al. 2012).

O meio de cultivo NFb, semiseletivo para bactérias do género Azospirillum,
promoveu crescimento de maior numero de isolados em comparacdo aos outros meios
de cultivo (LGI, JNFb e JMV) (Tabelas 1 e 2). Bactérias pertencentes a esse género
colonizam gramineas em populaces que variam entre 10* a 10’ células g-1 de matéria
fresca (Baldani e Baldani, 2005). Apesar dos meios NFb, JNfb, LGl e JMV serem
semisseletivo para Azospirillum, Herbaspirillum, Nitrospirillum amazonense e
Burkholderia, respectivamente (Dobereiner et al. 1995), bactérias dos géneros Bacillus,
Pantoea, Enterobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas ja foram isoladas utilizando
esses meios de cultivo (Baldani et al. 2014; Chalita 2016; Ferreira et al. 2014; Oliveira
et al. 2015), bem como no nosso estudo com espécies de arroz selvagem (Figura 9).

O agrupamento genético realizado pelo Box-PCR nesse estudo mostrou que
possivelmente além das espécies usadas como referéncias podem existir outras espécies.
Em estudo realizado com o arroz Oryza glumaepatula os isolados diazotréficos também
apresentaram grande diversidade genética, com diferentes niveis de variacdo genética
entre os isolados, 0,010 a 1,0 (Fernandes-junior et al. 2012). Corroborando com 0s
dados encontrados em trabalho com arroz nativo, no qual os isolados apresentaram

perfis de amplificacdo unicos, sendo diferenciados entre si e com similaridade entre os
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isolados com as referencias para o0s g@éneros Burkholderia, Azospirillum e
Herbaspirillum (Fernandes-Junior et al. 2013). Diferente do trabalho com capim-
elefante (Pennissetum purpureum) em que os isolados bacterianos apresentaram 70% de
similaridade entre os perfis e que apresentou maior diversidade no meio JMV se
comparado ao NFb (Videira et al. 2012).

A maioria dos isolados sequenciados é pertencente ao Filo Protebacteria
(Tabela suplementar 3), um dos filos compostos por um grande ndmero de
representantes de bactéria fixadoras de nitrogénio atmosférico (Raymind at al. 2004;
Zehr et al. 2003). As bactérias associadas as duas espécies de arroz selvagem
apresentaram alta diversidade e similaridade com espécies pertencentes principalmente
aos géneros Pantoae, Achromobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas
e Bacillus (Figura 9).

Outros estudos com gramineas também obtiveram isolados identificados a partir
da andlise da sequéncia do 16S rRNA resultando nos mesmos géneros de bactérias
associados as duas espécies de arroz selvagem deste estudo (Tabela Suplementar 3). De
forma semelhante o trabalho de Souza et al. (2013) observou em Oryza sativa L.
bactérias dos géneros Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Achromobacter,
Pantoea e Stenotrophomomas.

Diversos trabalhos identificaram Bacillus, Panteoa, Enterobacter, Pseudomonas
e Burkholderia associados & plantas de milho (Abreu et al. 2017; Montafiez et al. 2012;
Ogut et al. 2010; Silva et al. 2016). Na pesquisa de Pedrinho et al. (2010) em raizes do
milho, os autores classificaram bactérias pertencentes aos géneros Bacillus,
Burkholderia e Pantoea. Ainda com plantas de milho, Szilagyi-Zecchin et al. (2014)
identificou isolados pertencentes aos géneros Achromobacter, Bacillus, Burkholderia,

Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas e Stenotrophomonas.

Caracteristicas funcionais relacionadas ao potencial biotecnoldgico

Em estudo realizado com a espécie Oryza glumaepatula, no Amazonas, Fernandes-
janior et al., (2012) observaram que 22% dos isolados diazotroficos apresentaram a
capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio. E no trabalho de Souza et al. (2013)
com Oryza sativa L. os autores constataram que 30% dos isolados foram capazes de
solubilizar fosfato. NUmero superior se comparados aos resultados desse trabalho

quando utilizado o meio GL solido e inferior quando em relacdo ao teste com 0 meio
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NBRIP (Tabela 3 e Tabela suplementar 2). Essa diferenca pode ser explicada pelo fato
da solubilizacdo de fosfatos em meios sélidos serem influenciados pela fonte de
carbono utilizada e geralmente os maiores halos de solubilizacdo sdo obtidos com a
glicose (Silva-Filho e Vidor 2000). Os nossos resultados corroboram com os de Silva et
al. (2012) em trabalho com cana-de-agtcar em que 50% apresentaram dos isolados com
capacidade de solubilizar fosfato de célcio, sendo a maioria (48%) com indice
enzimatico entre 1,15 e 1,86 mm, inferior aos encontrados nas espécies de arroz
selvagem em que 26% dos isolados solubilizadores de fosfato de célcio apresentaram
indice de solubilizacdo (IS) de 1S<2 (Tabela 6). O maior indice de solubilizacdo de
calcio encontrado foi o isolado 103CAG (2,7 mm; Tabela suplementar 1) valor superior
ao encontrado por Ogut et al. (2010) de IS= 2, porém menor se comparado aos
observados por Marra et al. (2012), IS= 3,55, e por Silva et al. (2012) com 1S= 3,79.

Trabalhos com gramineas também apresentam bactérias dos géneros
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus e Pantoea capazes de solubilizar fosfato
corroborando com os resultados desse trabalho (Tabela suplementar 1 e Figura 9), como
0 de Procopio et al. (2012) e Souza et al. (2013) com arroz (Oryza sativa L.). Além do
trabalho de Pedrinho et al. (2010) com milho, que detectaram bactérias solubilizadoras
de fosfato dos géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus e Pantoea. E ainda com
milho, Abreu et al. (2017) observou a capacidade de solubilizar fosfato em
Enterobacter, Bacillus e Burkholderia.

Os resultados da atividade proteolitica corroboram com os encontrados por,
Sanomiya e Nahas (2013) em experimento com Brachiaria ruziziensis que apresentou
um elevado namero de bactérias com atividade proteolitica (69,9%). Nossos resultados
ainda apresentaram valores superiores aos observados por Martins et al. (2016) com
21% de isolados com atividade proteolitica e por Oliveira et al. (2006) com 36% de
isolados com atividade proteolitica.

O maior indice enzimatico de solubilizacdo de calcio encontrado foi no isolado
145CAG (3,97 mm), valor superior ao encontrado por Silva et al. (2012) (2,54 mm).
Outros trabalhos com gramineas também apresentaram bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e Burkholderia com capacidade de sintetizar enzimas proteoliticas (Beg e
Gupta 2003; Ferreira et al. 2014; Szilagyi-Zecchin et al. 2014; Pant et al. 2015;
Thangam e Rajkumar 2000)

A celulose € um polissacarideo abundante presente na formagdo dos vegetais. Os

microrganismos com capacidade de degradar a celulose exercem importante papel no
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ciclo de carbono (Silva et al. 2015), enriquecendo a matéria organica do solo. Além
disso, a atividade celulolitica contribuir para interacdo do microrganismo com a planta,
facilitando sua penetracdo na hospedeira. Neste trabalho Achromobacter, Bacillus,
Pantoea, Stenophomonas e Burkholderia apresentaram atividade de degradacdo de
celulose (Tabela suplementar 1 e Figura 9). Outros estudos também demonstraram essa
atividade nesses géneros de bactérias (Cho et al. 2007; Szilagyi-Zecchin et al. 2014;
Megias et al. 2017; Rodrigues et al. 2016). Estudos com gramineas apresentaram
numeros de isolados com atividade celulolitica superiores aos encontrados nas espécies
de arroz selvagem (Tabela 3), Naher et al. (2013) obteve 55% dos isolados com
capacidade de degradar celulose e Sanomiya e Nahas (2003), com braquiaria encontrou
86,8% das bactérias com esta atividade. Porém, alguns fatores fisico-quimicos, como o
pH e a temperatura podem influenciar tanto no nimero como na atividade enzimatica
dos microrganismos (Sudharhsan et al. 2007).

O amido é a principal reserva dos vegetais e sua fonte principal de energia, um
carboidrato comum no solo, composto por amilase e amilopectina, degradado por
fungos e bactérias (Alariya et al. 2013), sendo as amilases enzimas essenciais na
germinacdo de gréos e no crescimento microbiano (Hizukuri 1996). Assim como em
isolados das espécies Oryza gluamaepatula e O. latifolia, essa atividade j& foi registrada
também para Bacillus (Castro et al. 2014; Carrim et al. 2006), Herbaspirillum
seropedicae (Jesus et al. 2013). Em estudo com braquiarias, Sanomiya e Nahas (2003)
encontraram bactérias com atividade amilolitica (26,6%) em valores proximos ao
encontrado nas espécies de arroz selvagem (Tabela 3).

O é&cido indol-acético (AlA) é um dos mais importantes fitorménios por
coordenar diferentes processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das
plantas (Ahemad e Kibret 2014). Em estudo com a espécie Oryza gluamepatula,
Fernandes-junior et al. (2012) encontrou um ndmero inferior de isolados com potencial
para produzir acido indol-acético (15%) ao observado nesse trabalho (40%) (Tabela 3).
Outros trabalhos com gramineas encontraram valores superiores com 57% do isolados
produzindo auxina (Lin et al. 2012), 71% encontrados por Beneduzi et al. (2013) e 98%
observados por Cavalcanti (2016). A maior producdo desse hormonio foi pelo isolado
180CAG (Tabela suplementar 1), resultado semelhante ao encontrado por Beneduzi et
al. (2013) com maior produtor de auxina, com 264 pg mL™ em trabalho com cana-de-
acucar. Kaur e Reddy (2014) também observaram em estudos com milho a maior

producdo de AIA em um isolado do género Pantoae (113,57 pgmL %), assim como o
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180CAG do mesmo género (Tabela suplementar 1 e Figura 9). Este resultado foi
superior aos encontrados por Lin et al. (2012) com maior producdo de auxina (139,21
ng ml™) em cana-de-aclcar, e os observados por Arruda et al. (2013) no qual o isolado
de milho com maior atividade produziu 130,27 pg ml™* de AIA. Alguns géneros de
bactérias encontrados associado as espécies de arroz selvagem Oryza latifolia e O.
glumaepatula que apresentaram producdo de AIA (Tabela suplementar 1 e Figura 9),
corroboram com os descritos em diversos trabalhos com arroz, milho e cana-de-aguUcar,
como as Pseudomonas, Pantoea, Stenophomona, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Achromobacter (Arruda et al. 2013; Ferreira et al. 2014; Szilagyi-Zecchin et al. 2014;
Li et al. 2017; Megias et al. 2017; Pedrinho et al. 2010; Souza et al. 2013; Pefiafiel-
Jaramillo et al. 2016).

Os siderdforos podem promover crescimento vegetal por bactérias associadas as
plantas, a partir do controle biolégico por competicdo de nutrientes e indugdo de
resisténcia sisttmica (Ramamoorthy et al. 2001). A producdo desse composto foi
registrada em isolados presentes nas duas espécies de arroz selvageme Pantoae,
Bacillus, Achromobacter, Enterobacter e Burkholderia, como observado em outros
trabalhos (Arruda et al, 2013; Fagotti 2012; Szilagyi-Zecchin et al, 2014; Souza et al.
2013). Em estudo com milho, Arruda et al. (2013) encontrou 42% de isolados capazes
de produzir sideréforos; também com milho Cavalcanti (2016) observou 19% dos
isolados produzindo sider6foros, e Chaiharn et al. (2009) registraram 23% capazes de

produzir esse composto.

Promocao de crescimento em espécies de arroz selvagem

Caracteristicas funcionais relacionadas ao potencial biotecnologico detectadas nos
isolados das espécies de arroz selvagem (Tabela suplementar 1 e 2) inclusive nos
géneros identificados (Figura 9), ja foram relatadas como promotoras do crescimento
vegetal. A producdo de AIA relacionada ao estimulo de crescimento vegetal em
bactérias tais como Azospirillum, Enterobacter, Acetobacter, Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Pantoea e Pseudomonas, entre outras que ocorrem em associagdo com
plantas ja esta be fundamentada na literatura (Costacurta e Vanderleyden 1995; Lata et
al. 2006; Patten e Glick 2002). Os isolados 59CAL pertencente ao género Phytobacter e
153CAL (género ndo identificado) proporcionaram aumento da massa fresca quando

inoculados em Oryza latifolia e os isolados 132CAG do género Bacillus e 163CAG do
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género Stenotrophomonas proporcionaram aumento da massa seca quando inoculados
em Oryza glumaepatula, quando comparado aos tratamentos de referencias e aos outros
tratamentos (Tabela 4).

Porém o isolado 110CAL inoculado em Oryza latifolia e 180CAG em Oryza
glumaepatulda, ambos identificados como Pantoea, se destacaram por proporcionarem
aumento tanto de massa seca quanto de massa fresca. Estudos com esse género
demonstraram 0 seu potencial como promotoras de crescimento vegetal (Santos e
Varavallo 2011; Silva et al. 2016). Megias et al. (2017) inoculando Pantoae em
diferentes espécies vegetais observou um aumento da producdo de biomassa e /ou gréos
de 10 até 60% em leguminosas (alfafa, Medicago sativa), pastagens (Urochloa
brizantha), vegetais (tomate, Solanum lycopersicum) e cereais (arroz). Em trabalho com
trigo (Triticum aestivum), Luz et al. (2001) promoveu aumento da altura da planta pela
acdo da resisténcia a patdgenos. Em milho (Zea mays L.), Kaur e Reddy (2014)
observou maior aumento na area foliar (77,7%). Além de aumento da matéria seca
vegetal e aumento de proteinas de resisténcia em cana-de-agucar (Quecine et al. 2012).
Ja em trigo proporcionou maior comprimento de raiz (29,3%) e peso fresco (20,8%)
observados nas plantas em condi¢cBes normais e em estresse hidrico, as quais
apresentaram aumento de 17,1, 41,8 e 112% no comprimento da parte aérea,
comprimento da raiz e massa fresca total da planta, respectivamente, em relagdo ao
controle (Chen et al. 2017). Esse género também apresentou destaque quanto a
promocdo de crescimento em trabalho com Tripogon spicatus (Fernandes-junior et al.
2015).

Assim, os isolados obtidos neste trabalho apresentaram alta diversidade e apresentaram
caracteristicas  funcionais relacionadas ao potencial biotecnolégico podem
possivelmente estimular o crescimento vegetal nas plantas nas duas espécies de arroz
selvagem. Portanto o estudo dessas bactérias pode ser uma alternativa aos fertilizantes
quimicos e pesticidas por meio de aumento da producdo de alimentos sem prejuizo ao
meio ambiente. Com a vantagem dendo interferirem no equilibrio ecoldgico, por serem
bactérias nativas, possibilitando deste modo, uma agricultura sustentavel. Contribuindo

para o conhecimento da biodiversidade microbiana no pantanal Sul Matogrossense.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Localizacdo da area de estudo, Serra do Amolar (area 1) e Corixo Bracinho

(area 2) no municipio de Corumbéa, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Figura 2. Numero de bactérias diazotréficas por area (A) e o nimero de bactérias
diazotroficas por espécies de arroz selvagem (B), coletadas no Pantanal Sul
Matogrossense em duas localidades no Corixo do Bracinho e na Serra do Amolar. O
namero de bactérias diazotroficas associadas as duas espécies de arroz, ndo apresentou
diferenca significativa tanto entre as areas (Figura 2A), como também entre as espécies

de plantas (Figura 2B).

Figura 3. Dendrograma de similaridade fenotipica das bactérias associadas ao arroz
Selvagem Oryza glumaepatula. Agrupados pelo método UPGMA.

Figura 4. Dendrograma de similaridade fenotipica das bactérias associadas ao arroz

Selvagem Oryza latifolia. Agrupados pelo método UPGMA.
Figura 5. Dendrograma de similaridade do Box-PCR, com isolados da espécie de arroz
Oryza glumaepatula. Andlise realizada com algoritmo UPGMA e o coeficiente de

Jaccard.

Figura 6. Dendrograma de similaridade do Box-PCR dos isolados da espécie de arroz

Oryza latifélia. Analise realizada com algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.

Figura 7. Exemplos de estirpes que apresentaram atividade celulolitica. (A) 74CAG;
(B) 95CAG,; (C) 134CAL e (D) 82CAG.

Figura 8. Exemplos de estirpes que apresentaram atividade proteolitica. (A) 54CAG;
(B) 20CAL; (C) 7CAG e (D) 100CAL.

Figura 9. Arvore filogenética baseada nas sequéncias 16S RNAr das estirpes

bacterianas isoladas das duas espécies de arroz selvagem Oryza latifolia e O.
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glumaepatula, calculada pelo algoritmo Neighbor-Joining (NJ), fornecido pelo
programa MEGA V6.0.
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Tabela 1. Contagem da populacdo de bactérias, pelo nimero mais provavel (NMP),
das diazotroficas associadas as raizes das espécies de arroz no meio semisélido
BMGM.

Serra do Amolar Corixo do Bracinho
Oryza latifolia 1,55 1,71
Oryza glumaepatula 1,01 0,68

45



Tabela 2. Numero de isolados bacterianos associado as espécies de arroz e sua

distribuicdo em meios de cultivo semi-especifico

Espécies de Arroz NFB JNFB LGI JMV Total
Oryza glumaepatula 31 19 24 24 98
Oryza latifolia 29 27 21 26 103
Total 60 46 45 50 201
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Tabela 3. Atividades

biotecnoldgicas

respectivos

indices

enzimaticos,

concentragcdes de AlA e representante com maior capacidade, detectadas nos isolados

bacterianos nos meios de cultivo especificos NFb, JNfb, LGl e JMV das espécies de

arroz selvagem Oryza latifola e O. glumaepatula do Pantanal Sul Matogrossense.

AtividadesFisioldgicas

Representatividade

Espécie de arroz

Meio de Cultivo

Selvagem mais mais
representiva representivo
Atividade Proteolitica  66% dos isolados Oryza NFb, JNFb e
glumaepatula JMV
Atividade amilolitica 21% dos isolados Oryza latifolia NFb, JNFb e
JMV
Atividade celulolitica  16% dos isolados Oryza latifolia JNFb
Solubilizacéo de 13% dos isolados Oryza latifolia e LGIleJMV
fosfato de célcio O. glumaepatula
Producdo de Acido 40% dos isolados Oryza JNFb e NFb
Indol Acetico glumaepatula
Solubilizacgéo de 50% dos isolados Oryza JNFb
Fosfato de Zinco glumaepatula
Solubilizagdo de 52% dos isolados Oryza latifolia JNFB e NFB
Fosfato de Caélcio O. glumaepatula
(NBRIP)
Producao de 55% dos isolados Oryza latifolia JNFb e NFb
Siderdéforo O. glumaepatula
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Tabela 4. Acumulo de Massa fresca e seca (mg) das espécies de arroz selvagem Oryza

latifola e O. glumaepatula do Pantanal inoculadas com estirpes selecionadas nas

caracterisicas biotecnologicas e cultivadas em casa-de-vegetacao .

Oryza latifola

Oryza glumaepatula

Tratamentos Massa Massa Seca Tratamentos  Massa Massa Seca
Fresca Fresca
1CAL 27,6 ab  0,417167 abc 7CAG 24,73 abcde 0,286000 ab
18CAL 23,35ab 0,386667 abc 15CAG 24,2 bede 0,233167 ab
57CAL 27,36 ab  0,318500 abc 29CAG 28,68 abc 0,312500 ab
59CAL 28,78a  0,367000 abc 30CAG 25,2 abcde  0,288500 ab
110CAL 29,72a  0,489500 a 47CAG 25,7 abcde  0,338167 ab
153CAL 29,58a  0,338400abc 96CAG 26,82 abcde 0,315000 ab
156CAL 25,92ab 0,438833ab  132CAG 26,47abcde  0,376833 a
168CAL 25,22ab  0,336167 abc 145CAG 20,7 cde 0,273333 ab
170CAL 20,54ab 0,210000 bc  152CAG 24,87 abcde 0,307000 ab
171CAL 25,3ab  0,317500 abc 155CAG 28,83 abc 0,320500 ab
173CAL 22,07ab 0,199667 bc  163CAG 28,72 abc 0,410000 a
174CAL 23,57ab 0,232833abc 169CAG 27,87 abcd  0,308500 ab
179CAL 22,68ab 0,196167 bc  177CAG 30,03 ab 0,338000 ab
182CAL 25,07ab 0,177500 bc  180CAG 32,0a 0,403500 a
190CAL 24,18ab  0,237000 abc 185CAG 31,2ab 0.333500 ab
191CAL 25,8ab  0,226000 abc 187CAG 26,68 abcde 0,351000 ab
193CAL 22,38ab  0,258000 abc Inoc. com.* 20,65 de 0,112000 b
Inoc. com.*  18,62b  0,155500 c Sem Inoc.** 20,48 e 0,185500 ab
Sem Inoc.**  23,77ab  0,273500 abc ZAE94 24,17 bcde  0,197000 ab
ZAE94 25,03ab  0,302000 abc - - -
CV (%) 17,3 28,38 13,4 27,72

Médias seguidas de letras minusculas nas colunas nao diferem significativamente pelo teste Tukey a 5%

de probabilidade.
CAL=Campelo Arroz Latifolia; CAG=Campelo Arroz Glumaepatula

ZAE94- Herbaspirillum seropedicae; *Inoculante Comercial; ** Sem inoculante

Coleta realizada 52 dias ap6s a semeaduraem caixas de isopor contendo substrato organico, areia e

vermiculta.
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Fig. 3
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Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Fig, 5

11CAG NFB
37CAG NFB
38CAG NFB
39CAG NFB
86CAG LGI
87CAG LGI
85CAG LGI
94CAG LGI
30CAG NFB
34CAG NFB
| 7cAc NFB
| 8cAG NFB
!
178CAG INFB
182CAG INFB
185CAG INFB
181CAG JFNB
145CAG Imv
72CAG LGI
50CAG NFB
52CAG NFB
BR11001 Azospirillum brasilense
144CAG mv
186CAG JINFB
61CAG LGI
73CAG LGI
75CAG LGI
76CAG LGI
77CAG LGI
165CAG INFB
166CAG INFB
170CAG INFB
BR11140 Azospirilum amazonense
152CAG MV
BR12116 Burkholderia silvatlantica
81CAG LGI
82CAG LGI
83CAG LGI
B64CAG LGI
B65CAG LGI
67CAG LGI
78CAG LGI
146CAG amv
767 Herbaspirillum seropedicae
148CAG R
149CAG R
150CAG RY
151CAG MV
147CAG MV
119CAG MV
121CAG MV
187CAG JINFB
188CAG JINFB
189CAG INFB
120CAG mv
122CAG mv
98CAG LGI
100CAG LGI
102CAG LGI
95CAG LGI
96CAG LGI
10CAG NFB
24CAG NFB
26CAG NFB
20CAG NFB
21CAG NFB
43CAG NFB
44CAG NFB
17CAG NFB
BR11080 Azospirillum lipoferum
12CAG NFB
14CAG NFB
15CAG NFB
13CAG NFB
47CAG NFB
T5CAC NFE
46CAG NFB
29CAG NFB
51CAG NFB
53CAG NFB
56CAG NFB
55CAG NFB
161CAG INFB
162CAG INFB
154CAG INFB
157CAG INFB
164CAG INFB
130CAG mv
131CAG amv
132CAG R
126CAG RYY
127CAG MV
129CAG MV
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Fig. 9
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Anexos
Tabela suplementar 1. indice enzimatico (mm) e producdo de &cido indol acético
(Mg.mL-) detectadas nos isolados bacterianos das espécies de arroz selvagem Oryza

latifola e O. glumaepatula do Pantanal Sul Matogrossense.

... . Meio e .. .. . Proc}u_géo
Identificacdo q Solubilizagdo Atividade Atividade Atividade de acido
dos Isolados € de Fosfato  proteolitica amilolitica celulolitica  indol

Cultivo res
acético
1CAL NFb nd 2,31 Nd 2,13 nd
2CAL NFb nd nd 1,87 nd nd
5CAG NFb nd 2 nd nd 9,65
6CAL NFb nd 2,1 nd nd nd
7CAG NFb nd 2,32 nd nd 4,57
8CAG NFb nd 2,32 nd nd nd
9CAG NFb nd 2,93 nd nd nd
12CAG NFb nd 2,02 2,08 nd nd
13CAG NFb nd 2,77 nd nd 243,54
14CAG NFb nd nd 2,01 nd 196,1
15CAG NFb nd 1,82 nd nd 85,21
16CAG NFb nd 2,1 nd nd 79,4
17CAL NFb nd 1,91 nd 1,84 149,5
18CAG NFb nd 2,12 nd nd 126,8
19CAL NFb nd nd 2,08 nd nd
20CAL NFb nd 2,47 2,1 nd nd
21CAG NFb nd 2,4 nd nd nd
22CAG NFb nd 1,83 nd nd 54,57
23CAL NFb nd nd nd nd 144,74
24CAL NFb nd nd nd nd 123,3
25CAG NFb nd 2,07 2,09 nd nd
26CAl NFb nd nd nd nd nd
27CAG NFb nd 1,82 nd nd 167,59
28CAL NFb nd nd nd nd 15,45
29CAG NFb nd nd nd nd 45,19
30CAG NFb nd 1,91 nd nd 145,45
31CAG NFb nd nd nd 2,26 9,48
32CAL NFb nd 2,17 nd nd 5,97
33CAL NFb nd 2,14 2,02 nd 17.54
34CAL NFb nd 1,72 nd nd nd
35CAG NFb nd 2,03 nd nd nd
36CAL NFb nd 1,68 nd nd nd
38CAG NFb nd 2,01 nd nd nd
39CAL NFb nd nd 1,69 nd nd
40CAG NFb nd 1,55 nd nd nd
41CAL NFb nd 1,8 nd 1,97 9,73
43CAL NFb nd 1,51 2 nd 23,85
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44CAG
45CAG
46CAL
47CAG
48CAG
49CAG
S0CAL
51CAG
52CAG
53CAG
S54CAG
56CAG
S7TCAG
58CAL
59CAL
60CAL
61CAG
62CAG
63CAL
64CAL
65CAG
66CAG
67CAL
68CAG
70CAL
71CAL
72CAL
73CAG
7T4CAG
75CAL
76CAG
TICAG
78CAG
79CAG
80CAL
81CAL
82CAG
83CAG
84CAG
85CAL
87CAG
90CAG
92CAL
93CAL
94CAG
95CAG

NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
NFb
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGl
LGI
LGl
LGI
LGl
LGI
LGl
LGI
LGl
LGI
LGl
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI

nd
nd
1,83
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,26
nd
nd
2,1
2,14
nd
nd
nd
1,71
1,14
1,47
nd
2,04
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,47
nd
nd
1,38
1,18
2,02
nd
1,82
nd
nd

1,77
1,8
nd
2,8

1,87

2,15

1,65

2,02

2,93

1,76

1,98

1,57

1,78

2,24

1,79
nd

1,85
nd
nd

2,01

2,83

2,57

2,33
2,4

2,33

2,31
nd

2,41

2,31
3,1

2,43

2,52

1,76
3,4

2,76

2,53

2,03

1,87

2,06
2,2
nd

1,91
2,3
nd
nd

2,56

2,04
1,97
nd
2,04
nd
nd
2,09
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,03
nd
nd
2,85
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,8
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,91
1,51
1,68
nd
1,61
nd
nd
2,24

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,37
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
3,8
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,2
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
3,1

51,86
78,76
136,84
167,07
nd
nd
78,75
43,15
118,07
43,16
Nd
nd
nd
103,68
31,69
nd
nd
13,79
10,21
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
18,59
nd
96,88
nd
nd
nd
11,75
nd
nd
17,71
nd
75,61
nd
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96CAG

97CAG

98CAL

99CAG

100CAL
101CAG
102CAL
103CAG
104CAL
105CAL
108CAL
109CAL
110CAL
114CAL
115CAL
117CAL
120CAG
122CAG
124CAG
125CAL
126CAG
129CAG
130CAG
131CAG
132CAG
133CAG
134CAL
135CAL
136CAL
137CAL
138CAL
140CAL
142CAL
143CAG
144CAG
145CAG
146CAG
147CAG
149CAG
150CAG
151CAG
152CAG
153CAL
154CAL
155CAG
156CAL

LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
LGI
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JNFb
JNFb
JNFb

nd
2,03
nd
1,49
nd
nd
1,54
2,7
1,7
1,67
1,62
nd
nd
1,78
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
nd
nd
1,67
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,07
nd
nd
2,09
1,23
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,68

1,7
nd
3,14
2,65
3,28
2,7
2,57
1,9
nd
nd
2,35
nd
3,5
nd
1,85
2,31
1,85
2,37
2,8
2,23
1,93
3,9
nd
2,4
2,18
nd

nd
2,54
1,55
2,04
2,09
1,6
nd
nd
3,97

2,65
2,35
2,6
2,3
2,15
nd
1,86
2,22
2,26

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,01
nd
2,27
nd
nd
nd
2,07
nd
nd
1,45
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,76
1,8
1,9
nd
1,8
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
2,3
2,48
nd
nd
nd
1,95
nd
2,15

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,57
nd
nd
1,74
nd
nd
nd
2,2
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,74
nd
2,48

79,97
31,07

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
108,0
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
19,4
135,0
5,72
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
117,3
177,5
nd
156,6
1,51

7

2

6
6

4
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157CAL
158CAL
159CAG
160CAG
161CAL
162CAG
163CAG
164CAG
165CAL
166CAL
167CAL
168CAG
169CAL
170CAL
171CAL
172CAL
173CAL
174CAL
175CAL
176CAG
177CAL
178CAL
179CAG
180CAG
182CAL
183CAG
184CAG
185CAG
187CAG
188CAL
189CAL
190CAL
191CAL
192CAL
193CAL
194CAL
195CAG
196CAG
197CAG
200CAL
201CAG
BR11101
BR11192
BR 11175

JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JMV
JMV
NFB
LGI
LGI

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,41
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

1,85
1,84
1,78
2,28
nd
nd
2,12
nd
1,24
nd
1,9
2,35
2,14
nd
1,81
2,05
2,19
2,38
2,05
2.01
1,88
1,78
2,25
nd
2,45
2,24
2,06
1,77
2,8
1,9
2,25
2,61
2.16
2,01
1,5
2,4
1,86
1,8
1,88
1,87
2,54
1,8
2,5
2,21

2,01
nd
nd
nd
nd
nd

1,86
nd

1,85
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

1,92
nd
nd
nd
nd
nd

1,91

1,97
nd
nd
nd
nd

2,03
nd
1,8
nd
nd
nd
nd
nd
1,7
2,1
1,9

1,59
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

1,84
nd
nd

1,67

1,73
nd

3,07
nd

1,78
nd
nd
nd

1,48
nd

2,43
nd

1,69

1,52
nd

1,83
nd

1,62

2,43

1,94

1,72

1,7
1,74
1,73

2,4

nd

nd
nd

2,7
1,87
2,52

Nd
Nd
108,07
124,02
205,69
87,2
176,64
104,39
nd
151,93
nd
243,78
161,16
149,98
160,45
nd
144,21
173,07
nd
88,59
169,12
133,34
206,88
271,4
161,64
nd
nd
145,61
168,07
205,45
122,38
171,05
209,5
nd
119,64
139,74
nd
nd
135,02
nd
nd
65,21
18,07
20,36

CAL=Campelo Arroz Latifolia; CAG=Campelo Arroz Glumaepatula; “nd”

BR11192- Herbaspirillum rubrisubalbicans

= Nenhuma atividade
enzimética detectada. BR 11175- Herbaspirillum seropedicae; BR11101- Azospirillum brasiliense;
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Tabela suplementar 2. Solubilizacdo de Calcio, Zinco e producgdo de sider6foro dos

isolados bacterianos que foram selecionados para 0 experimento na casa de vegetacao,

das espécies de arroz selvagem Oryza latifola e O. glumaepatula do Pantanal.

Identificacdo  Area de Meio de Soélébclgli?gao Solubilizagdo de Pro?jggao
Isolados Coleta Cultivo (NBRIP) Zinco Sidersforo
1CAL Bracinho NFb nd 2,28 1,58
5CAG Bracinho NFb nd nd nd
7CAG Bracinho NFb 2,22 2,32 nd
9CAG Bracinho NFb nd nd 1,41
12CAG Amolar NFb 15 2,26 1,92
15CAG Amolar NFb nd 2,57 2,7
16CAG Bracinho NFb nd nd nd
17CAL Bracinho NFb nd nd nd
18CAG Amolar NFb nd nd nd
19CAL Bracinho NFb 1,47 1,68 1,8
25CAG Bracinho NFb 1,78 nd 1,67
27CAG Bracinho NFb 1,97 nd nd
29CAL Bracinho NFb nd 1,43 nd
30CAG Amolar NFb 1,37 nd nd
32CAL Bracinho NFb 1,87 2,91 1,74
37CAL Bracinho NFb nd nd nd
44CAG Amolar NFb 1,3 2,25 1,59
46CAG Bracinho NFb 1,52 nd nd
A7CAG Amolar NFb 1,44 2,7 nd
51CAG Bracinho NFb 1,3 nd 1,43
52CAG Amolar NFb nd 1,57 1,84
53CAG Bracinho NFb nd nd nd
57CAG Amolar NFb 2,03 2,49 1,89
59CAL Amolar NFb 1,8 nd 1,83
62CAG Amolar LGI nd nd nd
64CAL Amolar LGI nd 1,69 nd
65CAG Bracinho LGI 2,35 nd nd
73CAG Amolar LGI nd 2,04 nd
74CAL Amolar LGI 2,01 nd nd
75CAL Bracinho LGI nd 2,15 1,77
78CAG Bracinho LGI nd 1,61 Nd
79CAL Bracinho LGI nd nd nd
81CAL Amolar LGI nd 1,89 nd
83CAG Amolar LGI 1,23 1,85 nd
84CAG Amolar LGI 1,25 2,23 nd
94CAL Bracinho LGI nd 1,88 nd
96CAG Bracinho LGI 1,48 nd nd
97CAL Bracinho LGI nd 1,72 nd
98CAL Bracinho LGI 1,86 nd nd
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99CAL
100CAL
101CAG
104CAL
107CAL
109CAL
110CAL
116CAL
121CAG
128CAG
129CAG
130CAG
131CAG
132CAG
133CAG
134CAL
135CAL
138CAL
143CAG
144CAG
145CAG
149CAG
152CAG
153CAL
155CAG
156CAL
163CAG
168CAL
169CAL
170CAL
171CAL
172CAL
173CAL
174CAL
177CAG
179CAL
180CAG
182CAL
183CAL
185CAG
187CAG
188CAG
189CAL
190CAL
191CAL
193CAL

Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Bracinho
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Amolar
Bracinho
Bracinho
Amolar
Amolar
Amolar
Bracinho
Amolar
Bracinho
Amolar
Bracinho
Bracinho
Bracinho
Amolar
Amolar
Amolar
Bracinho
Amolar
Amolar
Bracinho
Bracinho
Bracinho
Bracinho
Amolar
Amolar
Bracinho
Amolar
Bracinho
Amolar
Bracinho
Amolar

LGl
LGI
LGI
LGI
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JMV
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb
JNFb

1,44
nd
nd
2,5

1,53

1,54
nd
nd
nd
nd
nd

1,92

2,37

2,25
nd
nd
nd

1,98

2,02
nd
nd

1,68

1,36

2,64
nd

1,89

1,76

1,35
nd

1,31
15
nd
1,4
nd
nd

1,49

1,81
nd
1,6

2,44
nd
nd
nd

1,75
nd

2,56

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
3,61
nd
nd
nd
nd
1,81
nd
1,91
nd
1,8
3,02
1,84
1,71
2,17
2,2
nd
nd
1,79
1,84
1,96
1,86
Nd
1,85
Nd
1,83
1,52

1,87
Nd
1,98
1,54
Nd
2,98

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,82
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,73
nd
nd
nd
1,49
nd
nd
1,8
1,57
nd
nd
nd
nd
2,1
nd
1,53
1,9
1,74
1,67
1,6
1,37
2,01
nf
2,05
1,98
1,54
1,93
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195CAL Amolar JNFb 1,58 2,01 1,65

SP59 - - 1,67 2 1,87
BR11363 - - 2,06 2,14 nd
794 - - 2,01 18 1,79

CAL=Campelo Arroz Latifolia; CAG=Campelo Arroz Glumaepatula; “nd” = Nenhuma atividade
enzimatica detectada. Z94- Herbaspirillum seropedicae; SP59- Azospirillum lipoferum; BR11363-
Burkholderia tropica

Tabela suplementar 3. Similaridade filogenética das estirpes bacterinas isoladas das
duas especies de arroz selvagem Oryza glumaepatula e O. latifolia do Pantanal Sul

Matogrossense.

e Similaridade fisioldgica das estirpes com base nas sequéncias de 16S rRNA
Identificacdo

dos Isolados Similaridade Ve identidade (%) Namero de

1CAL Achromobacter insuavis strain LMG 26845 0.0 99 NR_11770
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 6.1

2CAL Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S 0.0 99 NR_11679
ribosomal RNA gene, partial sequence 7.1

5CAG Enterobacter ludwigii strain EN-119 16S 0.0 99 NR_14666
ribosomal RNA, partial sequence 7.2

12CAG* Acinetobacter soli strain B1 16S ribosomal 0.0 98 NR_04445
RNA gene, partial sequence 4.1

15CAG* Enterobacter tabaci strain YIM Hb-3 16S 0.0 98 NR_14666
ribosomal RNA, partial sequence 7.2

16CAG Achromobacter insuavis strain LMG 26845 0.0 98 NR 11770
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 6.1

19CAL Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S 0.0 97 NR 11394
ribosomal RNA gene, partial sequence 5.1

25CAG* Achromobacter insolitus strain LMG 6003 0.0 99 NR_02568
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 51

29CAL Stenotrophomonas maltophilia strain 1AM 0.0 99 NR_04157
12423 16S ribosomal RNA, partial sequence 7.1

30CAG** Stenotrophomonas panacihumi strain MKO06 0.0 97 NR_11740
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 6.1

32CAL** Enterobacter tabaci strain YIM Hb-3 16S 0.0 97 NR_14666
ribosomal RNA, partial sequence 7.2

47CAG Stenotrophomonas maltophilia strain LMG 0.0 99 NR_ 11922
958 16S ribosomal RNA, partial sequence 0.1

59CAL** Phytobacter diazotrophicus strain LS 8 16S 0.0 97 NR_ 11586
ribosomal RNA, partial sequence 9.1

62CAG Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348 0.0 98 NR_11800
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 8.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1CJHB00015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1CJHB00015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1D0MURJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1D0MURJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K23F43015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K23F43015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044454.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K0A46W015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044454.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K0A46W015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1D6DFYS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1D6DFYS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JXGFEJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JXGFEJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JVMMZ5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JVMMZ5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025685.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1F8PJKB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025685.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1F8PJKB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JTN0HB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JTN0HB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117406.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MN6MV3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117406.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MN6MV3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MKBP5S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MKBP5S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_119220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MFK69K014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_119220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MFK69K014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115869.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MCXRA9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115869.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MCXRA9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JREU21014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1JREU21014

64CAL**

65CAG

T3CAG**

T5CAL**

T9CAG*™*

83CAG**

96CAG

97CAG**

98CAL*

99CAG**

100CAL**

101CAG*

104CAL*

109CAG**

110CAL

116CAL

121CAL*

128CAG

129CAG**

131CAG

Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Staphylococcus warneri strain AW 25 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus  zhangzhouensis  strain  MCCC
1A08372 16S ribosomal RNA, partial
sequence

Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pseudomonas luteola strain NBRC 103146
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Enterobacter tabaci strain YIM Hb-3 16S
ribosomal RNA, partial sequence
Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Paenibacillus  tyrfis strain MStl 16S
ribosomal RNA, partial sequence

Bacillus cereus strain CCM 2010 16S
ribosomal RNA, partial sequence

Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Achromobacter insuavis strain LMG 26845

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

98

99

98

98

98

99

99

98

99

98

97

98

98

98

99

98

97

99

98

99

NR_11800

8.1

NR_11679

71

NR_ 11394

51

NR_02592

2.1

NR_11679

71

NR_14878

6.1

NR_11679

7.1

NR_ 11421

5.1

NR_11679

71

NR_11679

71

NR_11679

7.1

NR_11679

7.1

NR_14666

1.2

NR_11800

8.1

NR_11679

7.1

NR_11679

7.1

NR_13725

5.1

NR_ 11571

4.1

NR_ 11394

5.1

NR_ 11770
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1J5EB87014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1J5EB87014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MAKRWG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1MAKRWG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1J3BPM1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1J3BPM1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HX6AN0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HX6AN0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HSSPEP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HSSPEP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_148786.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HGTAS9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_148786.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HGTAS9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M8GTY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M8GTY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114215.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HCVTGT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114215.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HCVTGT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G663X3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G663X3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HA6D9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1HA6D9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1H0Y4DP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1H0Y4DP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G4ECFH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G4ECFH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G21H6M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G21H6M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GXKNZB015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GXKNZB015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M5Z498014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M5Z498014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M3NJGC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M3NJGC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_137255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GV879G015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_137255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GV879G015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115714.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M26VXX015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115714.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M26VXX015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GSS76A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GSS76A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M0HYBS014

132CAG

133CAG

135CAL**

138CAL

143CAG*

144CAG

155CAG

156CAL

163CAG*

168CAG**

169CAL**

171CAL

173CAL

177CAL

180CAG

182CAL

183CAG

187CAG**

16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequenc
Stenotrophomonas panacihumi strain MKO06
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas maltophilia strain 1AM
12423 16S ribosomal RNA, partial sequence
Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Pseudomonas hibiscicola strain ATCC 19867
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas maltophilia strain 1AM
12423 16S ribosomal RNA, partial sequence
Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Burkholderia rinojensis strain A396 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain LMG 2603 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Pantoea dispersa strain LMG 2603 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Achromobacter insuavis strain LMG 26845
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Burkholderia kururiensis subsp. thiooxydans
strain ATSB13 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Staphylococcus epidermidis strain  NBRC
100911 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99

98

98

99

98

98

99

99

98

97

98

99

97

98

98

99

99

100

6.1

NR_11747

3.1

NR_11679

71

NR_11740

6.1

NR_11800

8.1

NR_04157

71

NR_11800

8.1

NR_11679

7.1

NR_02470

9.1

NR_04157

71

NR_11800

8.1

NR_ 11770

6.1

NR_11800

8.1

NR_04388

31

NR_11800

8.1

NR_11675

5.1

NR_11770

6.1
NR_11600
7.1

NR_11395

7.1

*Analise a partir da sequencia do primers Amp2 ; **Analise a partir da sequencia do primers 27f
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1M0HYBS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117473.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KYUSTP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117473.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KYUSTP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GM0UBX015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GM0UBX015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117406.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GH4X9R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117406.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GH4X9R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KX6B6U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KX6B6U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GEUDCM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GEUDCM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GCHG60014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1GCHG60014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KVC3EC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KVC3EC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024709.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KTM5UW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024709.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KTM5UW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KS54PU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KS54PU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KPDVVD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KPDVVD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KMECF2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KMECF2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KJDRMW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KJDRMW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043883.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KFY3BF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043883.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1KFY3BF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K7ZMH5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K7ZMH5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116755.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K5S7R5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116755.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K5S7R5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K3VUXR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1K3VUXR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113957.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G9GD85015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113957.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D1G9GD85015

CONSIDERACOES FINAIS

As duas espeécies de arroz selvagem estudas apresentam alta associacdo com
bactérias diazotroficas em suas raizes. Os isolados bacterianos obtidos das duas espécies
tém alta diversidade morfoldgica e genética. As bactérias isoladas das duas espécies
apresentam potencial para degredacdo de celulose, amido e proteina. Além da
capacidade de solubilizar de fosfato de zinco e de célcio e produzir de sider6foros. A
producdo de acido indol acético esteve presente em quase metade dos isolados. A partir
da andlise do sequenciamento parcial do gene 16s foram identificados isolados
pertencentes aos géneros: Pantoea, Achromobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas,
Pseudomonas e Bacillus. Os tratamentos com os isolados 110CAL inoculada na espécie
de arroz O. latifolia e 180CAG na O. glumaepatula, bactérias pertencentes ao género
Pantoea, se destacaram aumentaram tanto a massa fresca e quanto a massa seca,
apresentando potencial para estimular o crescimento vegetal nas plantas nas duas

espécies de arroz selvagem.
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