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RESUMO

A cultura do milho (Zea mays L.) tem relevante expressdo no cenario mundial e o
Estado do Parana desempenha importante papel como maior produtor de milho no
Brasil. Assim, todas as estratégias que permitam otimizar a produgdo deste
importante cultivo sdo importantes para a pesquisa aplicada. Bactérias endofiticas
apresentam alto potencial na elevagdo dos indices de produtividade, por
mecanismos como a fixagao bioldgica do nitrogénio , a promogao do crescimento de
plantas pela produgédo de fitohorménios, o controle de patdgenos, entre outros. O
presente trabalho tem como objetivos isolar bactérias que se associam
endofiticamente com diferentes genoétipos de milho (linhagens e hibridos) e
caracteriza-las quanto a diversas propriedades morfofisiolégicas e genéticas. Para
isso, incialmente foi estabelecida uma colecdo de 217 isolados de bactérias
endofiticas de raizes de milho e destes, 98 foram mantidos em condigdes de
laboratério. Foram realizadas caracterizagbes morfofisioldgicas, incluindo morfologia
de colbnias, diversos testes bioquimicos (crescimento em diferentes meios de
cultura, redugédo do nitrato, urease, catalase, tolerancia intrinseca a antibioticos) e
avaliacdo da capacidade de fixagdo do nitrogénio “in vitro”. Como etapa
subsequente, avaliou-se o perfil genético das bactérias através da amplificagdo do
DNA com o “primer” BOX-PCR, relacionado a regides repetitivas e nao codificantes
do DNA. Foi realizado, ainda, o sequenciamento parcial do gene 16S RNAr de
bactérias representantes dos principais agrupamentos obtidos com os dados
morfofisiolégicos, sendo identificados os géneros Pantoea, Bacillus, Burkholderia e
Klebsiella. Constatou-se alta variabilidade entre os isolados obtidos em todos os
parametros analisados, confirmando que populagbes com elevado grau de
diversidade morfofisioldégica e genética se estabelece endofiticamente com o milho.
E interessante constatar que essa diversidade ocorre mesmo em linhagens e
hibridos de milho obtidos em condi¢gdes normais de melhoramento para a graminea,
que nao consideram a capacidade de associagdo com bactérias endofiticas. O
estabelecimento dessa importante colegdo, com microrganismos pertencentes a
géneros pouco estudados com a cultura do milho no Brasil permitira a conducéo de
estudos para a avaliacdo da capacidade promotora de crescimento ou de controle
bioldgico dessas bactérias.

Palavras-chave: Zea mays L. Bactérias endofiticas. Fixac&o Biologica de Nitrogénio.
BOX-PCR. Gene 16S rDNA.



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) has a relevant expression in the world and the State of Parana
plays an important role as the largest producer of corn in Brazil. Thus, all strategies
to optimize the production of this important crop are important for applied research.
Endophytic bacteria have a high potential for raising levels of productivity, by
mechanisms such as biological nitrogen fixation, growth promotion of plants by the
production of phyto-hormones, the control of pathogens, among others. This work
aims to isolate bacteria that are associated with different endophyte genotypes of
maize (lineages and hybrid) and characterize them as a number of morpho-
physiological and genetic properties. So, it was initially established a collection of 217
isolates of endophytic bacteria from roots of maize and 98 isolates maintained at
laboratory conditions. Morphophysiological characterizations were performed,
including morphology of colonies, various biochemical tests (growth on different
culture media, nitrate reduction, urease, catalase, intrinsic tolerance to antibiotics)
and assessing the ability of nitrogen fixation in vitro. As next step, it was assessed
the genetic profiles of bacteria by amplification of DNA with primer BOX-PCR, related
to repetitive regions and non-coding DNA. It was carried out also the partial
sequencing of the 16S rRNA gene of representatives of major bacterial groups
obtained with the data on physiology, and identified the genera Pantoea, Bacillus,
Burkholderia and Klebsiella. There was a high variability among the isolates obtained
in all parameters, confirming that a population with high morphophysiological and
genetic diversity establishes endophytically with corn. It is interesting that this
diversity occurs even in lineages and hybrids obtained in normal improvement to the
grass, that do not consider the capacity of association with endophytic bacteria. The
establishment of this important collection, with micro-organisms from the genera
scarcely studied in association with corn crop in Brazil will allow the conduct of
studies to evaluate the capacity or growth promoting biological control of these
bacteria.

Keywords: Zea mays L. Endophytic Bacteria. Biological Nitogen-Fixing. BOX-PCR.
16S rDNA gene.



Figura 1

Figura 2

Quadro 1

Figura 3

Quadro 2

Figura 4

Figura 5

Quadro 3

Tabela 1

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE ILUSTRAGOES

SUBUNIDADES DO RIBOSSOMO DE Escherichia coli.................

LOCALIZA(;AO APROXIMADA DOS “PRIMERS” INICIADORES
PARA AMPLIFICAQAO E SEQUENCIAMENTO DO 16S COM
BASE NO GENE DE Escherichia COli........ovuieiiieeieeeeeeiieeeeaean,

CROQUI DA DISPOSIGAO ALEATORIA DO PLANTIO DOS
GENOTIPOS (G1, G2, G3, G4, G5, G6 E G7) EM 06 LINHAS E
COM 04 REPETICOES DE CADA PLANTA (P1, P2, P3 E P4).....

E’)ISPOSIQAO DO PLANTIO EM LINHAS E PLANTAS EM
EPOCA DE DESBASTE.....iiiiiterrsrsrnssre s ssssss s ssssss s ssssssesnas

NOMENCLATURA DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM A
LINHA (L), O GENOTIPO (G), REPETICAO DA PLANTA (P) DE
ONDE FORAM RETIRADAS AS AMOSTRAS E MEIOS DE
CULTURA PARA O CRESCIMENTO DAS BACTERIAS (N: NFB,
J: INFB, L: LGIE P: LGP

PLACAS CONTENDO MEIOS SEMI-SELETIVOS E
FRAGMENTOS DE RAIZES PARA ISOLAMENTO DAS
COLONIAS ...ttt

PLACAS CONTENDO COLONIAS RISCADAS PARA A
PURIFICAGAO. ..ottt

“PRIMERS” INICIADORES PARA AMPLIFICACAO E
SEQUENCIAMENTO DO 16S rDNA......cooiiiieeeecee

DADOS ESTATISTICOS DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

DIFERENTES PADROES MORFOLOGICOS OBSERVADOS
ENTRE 217 COLONIAS DE BACTERIAS ENDOFITICAS
INDICANDO A PORCENTAGEM DESTE PARAMETROS............

FOTOMICROGRAFIA OPTICA ILUSTRANDO A MORFOLOGIA
DAS CELUI:AS BACTERIANAS OBSERVADA PELO TESTE DE
COLORAGAO DE GRAM. ...t

TESTE DE CATALASE POSITIVO PARA AS AMOSTRAS
BACTERIANAS TESTADAS INDICADO PELA FORMACAO DE
BOLHAS ...

IDENTIFICAQ@O DA ATIVIDADE DE UREASE E DE
FERMENTACAO DA GLICOSE EM MEIO EMP.........c.ccoviiiiennen.

36

37

39

40

40

48

50

51

53

53



Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Tabela 2

Figura 15

Quadro 4

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

RESULTADO POSITIVO DO TESTE DE NITRATO
OBSERVADO PELA COLORACAO VERMELHA INTENSA COM
A ADICAO DAS SOLUGCOES DO TESTE DE NITRATO EM
COLONIAS CRESCIDAS......cooeiiieieteeeeeeeeeeeeee e,

PLACAS CONTENDO MEIO CALDO DE CARBOIDRATO COM
RESULTADO POSITIVO REPRESENTADO PELO
CRESCIMENTO DE COLONIAS NOS QUADRANTES.................

CRESCIMENTO BACTERIANO EM DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DO ANTIBIOTICO AMOXICILINA EM
PLACAS CONTENDO MEIO NUTRITIVO AGAR...........cccevevne.

CRESCIMENTO BACTERIANO EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DO ANTIBIOTICO TETRACICLINA EM
PLACAS CONTENDO MEIO NUTRITIVO AGAR........cccoiieeeines

TESTE DE FIXACAO DE NITROGENIO COM FORMAGAO DA
PELICULA MEIO EM SEMI-SOLIDO NFb LACTATO
INDICANDO CRESCIMENTO BACTERIANO.........ccceveiiiiieeinn.

PORCENTAGENS DE RESULTADOS POSITIVOS PARA OS
TESTES BIOQUIMICOS.......cococuiieeeieieieieeceeeeeeeeee e

PERFIL ELETROFORETICO DE 17 ISOLADOS BACTERIANOS
AMPLIFICADOS POR BOX-PCR.......ccciiiiieiiieiieeeeeeeeeeee

IDENTIFICACAO DE 35 ISOLADOS A PARTIR DA SEQUENCIA
PARCIAL DO GENE 16S DO rRNA.......ooiiiiiiiiiee e

GENEROS IDENTIFICADOS EM CADA GENOTIPO POR MEIO
DE SEQUENCIAMENTO PARCIAL DA REGIAO 16S...................

DENDROGRAMAS DAS CARACTERiSTICAS
MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULAR (BOX-PCR)
DE ISOLADOS DO HIBRIDO 1 (LAXLC).ceviiiiiiiiiiiieiieieeeeeeee

DENDROGRAMAS DAS CARACTERiSTICAS
MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULAR (BOX-PCR)
DE ISOLADOS DO HIBRIDO 2 (LA X LB)...coocuieeiiiiiceiiieeeeiene

DENDROGRAMAS DAS CARACTERiSTICAS
MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULAR (BOX-PCR)
DE ISOLADOS DO HIBRIDO 3 (LAXLD)..coveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee

DENDROGRAMAS DAS CARACTERiSTICAS
MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULAR (BOX-PCR)
DE ISOLADOS DA LINHAGEM A.....coiiiiiiieee e

54

95

56

56

59

60

61

62

63



Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

DENDROGRAMAS DAS CARACTERiSTICAS
MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULAR (BOX-PCR)

DE ISOLADOS DA LINHAGEM B.......ccoviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e

DENDROGRAMAS DAS CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULAR (BOX-PCR)
DE ISOLADOS DA LINHAGEM C......oooiiiiiiiiiie e

DENDROGRAMAS DAS CARACTERiSTICAS
MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULAR (BOX-PCR)
DE ISOLADOS DA LINHAGEM D.....oooiiiiiiiiiieeeeeeeeee e

ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS DAS
CARACTERIZACOES MORFOLOGICA, BIOQUIMICA E
MOLECULAR DE ISOLADOS DO GENOTIPO 1 (HIBRIDO DE



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ... .o it et eeetsseteaatsanssanssanssansaaneaassaassaaseanseanssanseaneeanseanteassassesnseansesnseanseansesneeanesanesnsas 12
2 OBUETIVOS. i iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisnnsnssnnnnnssnsssssssssssssssssssseeeeeeeeeetttttertttieteeieeeeietesiessaaasasssaaaansssssnssnnnnnns 14
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS . 1 ittt ettt ettt ettt ettt et et et eeeeraeteeeesesaeeeetantareaseseareaseeaneasens 14
3 REVISAO DA LITERATURAL. ..ottt ietieetenieesenseasenseaseaseensenstastaseanesneensensesssaneansansens saneasessssnsensenees 15
3.1 A CULTURA DO MILHO . utttttttietteiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt eeeeeeeeeeeeens 15
3.2 FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO EM GRAMINEAS ..o 19
3.3 BACTERIAS ENDOFITICAS ... ettt ettt ettt e et et et et et e et et ate st esteaeeansaaranea 22
3.4 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA . .. oottt te et ee et eteeee st st aeeeraseaeeasarareanas 24
3.5 TECNICAS MOLECULARES NA ANALISE DE BACTERIAS ENDOFITICAS ..o, 25
4 MATERIAL E METODOS. ...ciiiieiiiietiieeiesissensaniasisassaseasessassasensassassasessassasensansasesensantssasansaneasassas sanessansasins 30
4.1 MATERIAL BIOLOGICO .1ttt ettt ettt et et et et et et aeteeeesetaseas et aetaseasantaeeasesaseasesantaneanas 30
4.2 MEIOS DE CULTURA oottt ettt e et e e et e e et e et ettt eeteseteeeeeeseeeeeeeee et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeess 30
4.2.1 Meio NFb (DOBEREINER; ANDRADE:; BALDANI, 1999)...0iviioiiiii i, 30
4.2.2 Meio JNFb (DOBEREINER; ANDRADE:; BALDANI, 1999ttt ettt aisaesaeaseaaieaaens 31
4.2.3 Solucdo de Micronutrientes (DOBEREINER; ANDRADE: BALDANI, 1999)....cciioiieiiiieiiieiieeeen 31
4.2.4 Meio LGI (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)...0iiii i, 32
4.2.5 Meio LGI-P (DOBEREINER; ANDRADE: BALDANI, 1999).. .ttt ettt er e 32
4.2.6 Solucao de Vitaminas (DOBEREINER: ANDRADE; BALDANI, 1999)...iioiioiioiieiioiieiieieieeeeeee, 33
4.2.7 Meio NFbHP (PEDROSA; YATES, 1984; MACHADO etal., 1991)..cceveeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33
4.2.8 Meio Nutriente Agar (ARAUJO et al, 2002). ....eieiieie ittt et eeet et eeet et eetaeaeraetaeeeaetaeaeeeraneaseans 33
4.2.9 Meio EPM (TOLEDQO:; FONTES; TRABULSI, 1982)....evvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 34
4.2.10 Meio para Reducéo de Nitrato (ARAUJO et al, 2002)....eieiereriiiieriiieeeeetietieeeiereeeeeeraetseeraeraeeseeneens 34
4.2.11 Meio Agar Uréia (ARAUJO et al, 2002)....ooovviviiiiiieieiieeieoeeeeeeeeeeiee 35
4.2.12 Caldo de Carboidrato (ARAUJO et al, 2002)....0ieir ittt ae e s e, 35
4.3 EXPERIMENTO A CAMPO . ..ttt 35
4.4 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ..ottt ettt et et et eraees 37
4.5 ARMAZENAMENTO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS ..o 40
4.6 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DAS COLONIAS ISOLADAS. ..o 41
4.6.1 COlOraCa0 A& GIraM....ciiieeeeeeeei ittt ettt ettt ettt et e et e ee ettt eeeereeeeeeeeeaeeeed 41
N A L= (X e (X OF: 1 t= | = 11 S T 41
4.6.3 TEStE B UIBaASE. .. iieeun ittt e ettt e ee et ees e eeeseetesee e teeseeneeeseeeteeeetteeeenneseeenneerenens 42
4.6.4 Teste de Reduci0 dO NItratO.......ieiieiiieeeeeeieiiiiiiiiiieee e, 42
4.6.5 Teste de Crescimento em Fonte de CarbONO. . ..uuuueeeeeniiiiiiiiiiiieeeiiiiiieeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 42
4.6.6 Teste de Tolerancia Intrinseca a AntibiOtiCOS. . uuuuuuiiiiiiiiiiiiieiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeieee e 42
4.6.7 Teste de Fixacio de NitrOg&NI0. . .ouuuiiuueeeeiiiiiiiiiiieeiiieeiiiieeeeeee e, 43
4.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR ... ottt ettt ee st e e eeraeeaeesaereseeeaneaneeaneen A3
A = 1= Tor (oM e (=X B\ N Y - 1 |
4.7.2 Caracterizacdo Genética pOr BOX-PCR . .uuuuuiiiiiiiiiiieeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 44
4.7.3 ANAlISE A€ AAUO0S..oiiiiiieeeeniiiiiiiieeee ettt e ettt e e e eeeiiiieaenn 45
4.7.4 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dosS iSOladOS. ..uuuveeeeeeniiiiiiiiiiiieeiieiiiieeeeeeeeeeeeeeieeeeann. 45
A B W V(1 To7= Yoz Lol e Lo I N Y 46
4.7.4.2 Reacdo de SequeNCIamMeENtO. . .oiuuuueeeueiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeiais 46
4.7.4.3 Purificacdo da Reacdo de SeqUENCIAMENTO. ... uuueeueen ittt et eireee e teeeeeeeereeeeeeiterereeeeeneeeneas 47
4.7.4.4 Edicao e Comparacdo em banco de dadOS. . .oueuueeeuniiiiiiiiieieeeeieieieiieeei e 47
5 RESULTADOS. ...cciiiiiiiiiiiii ittt ettt ittt ie e sssssnssssssssssssssssssssssaeeeeeseseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 49
5.1 ESTABELECIMENTO DA COLECAOQ DE ISOLADOS BACTERIANOS ... .ottt 49
5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...ttt 49
5.3 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA . ..ottt et ar e 50
o3 I I\, (o] (o] [o]o [F= o = -l oT0) (o) a1 = I H T 50
5.3.2 TesSteS BiOQUIMICOS. cuuuuuiiiee ittt ettt ettt ettt e ettt e e e e e eeieeeeenn 52
5.4 CARACTERIZACAQO GENETICA ottt ittt ettt ettt et et et et et aeeseeeataeeesaseeeasatateaseesaeranearenra 58
5.4 BOXPOR e, 58
5.4.2 SEQUENCIAMENEO. . .iiiiiiiieeeteeee ettt ettt ettt et e et et e iieeeaes 58
5.5 ANALISE DE DADOS ..ot 60
6 DISCUSSAO.. . ciieiieiieeseeeeiieisessaessesaasaaseaseaneansansesaassassansansansesssastansaneansanmesnensansantansanseaneantansanssnsensenssansneas 68
7 CONCLUSAOD. ..ttt eerieseessessesseassassensens et tstesasseseeasens tssnsaseenstastaseassanseneenstastanenseneensennenes 76

8 PERSPECTIVAS.......eiiiiiee e 17




12

1 INTRODUGCAO

Associagdes vantajosas que acontecem entre raizes de gramineas e
bactérias presentes no solo incluem grupos fixadores de nitrogénio e/ou promotores
de crescimento. A cultura do milho (Zea mays L.) representa, grande potencial de
exploracdo destas associagdes, podendo trazer beneficios como o incremento na
produtividade (BOBATO, 2006; DIDONET, 2007).

De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB
(2009), o Brasil é o terceiro maior produtor de milho no cenario mundial, ficando
atras apenas dos Estados Unidos e da China. Em nivel nacional, a produtividade
meédia é baixa, em torno de 3.175 kg por hectare. Com cultivo em praticamente todo
territorio, 90% da produgéo concentra-se nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
com 43%, 25% e 22%, respectivamente. O Parana ocupa posig¢ao de destaque entre
os estados produtores, por ser o maior produtor nacional.

Na safra 2007-08 a produtividade média do Estado foi a maior ja colhida
(PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2009). A sustentabilidade da producdo é
assegurada pelo aumento da produgao de aves, suinos e bovinos, além de melhores
condi¢des de transporte.

Para que o maximo rendimento da cultura seja conseguido, geralmente é
utilizada grande quantidade de fertilizantes nitrogenados, implicando em alto custo
de produgdo. Assim, a caracterizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio em
associagao com o milho contribui para o enriguecimento de um banco de dados
sobre esses organismos, gerando maior conhecimento sobre o possivel manejo da
producado, podendo contribuir para a diminui¢do no uso de fertilizantes nitrogenados,
bem como permitindo a selecdo de gendtipos mais produtivos (ROESCH et al.,
2005).

Demonstrando a eficiéncia de bactérias diazotroficas em associacdo com
gramineas, Cavallet et al. (2000) propdéem o uso de um produto comercial a base de
Azospirillum spp para aumentar a produtividade de gréaos de milho, sendo que a
inoculacdo do produto aumentou o comprimento médio das espigas, sem alterar a
altura da planta nem numero de fileiras de grdos por espiga. Além da fixagao
biolégica do nitrogénio (FBN), este grupo pode estar contribuindo também no

aumento da superficie de absorcdo das raizes da planta, dada a sua condicido de
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endofitismo. Outros géneros endofiticos das raizes de milho podem também estar
modificando a morfologia do sistema radicular e o didmetro médio das raizes devido
a producéo de substancias promotoras de crescimento como auxinas, giberilinas e
citocinas.

E importante lembrar que o uso de protocolos moleculares tem sido
extensivamente aplicado em quase todos os ramos da microbiologia. O isolamento
do DNA bacteriano deve ser simples, rapido, reprodutivel e de baixo custo,
especialmente quando a analise de muitas espécies e linhagens é necessaria
(NOGUEIRA et al., 2004). Desta forma, técnicas como PCR (“‘Polymerase Chain
Reaction”) utilizando “primers” especificos como BOX-PCR e sequenciamento de
regides conservadas do DNA de bactérias, contribuem para a identificacdo de
grupos de bactérias envolvidas na promogdo de crescimento vegetal. O
conhecimento e a caracterizacdo destas bactérias fornecem subsidios para o
enriqguecimento das informagdes de sua interacdo com diferentes gendtipos do
milho, contribuindo assim como uma estratégia que beneficia tanto o manejo quanto

a producéo da cultura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter uma colecao de bactérias endofiticas isoladas de raizes de diferentes

genaotipos de milho e caracterizar por caracteres morfofisiologicos e genéticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estabelecer uma colecao de isolados de bactérias endofiticas de raizes de
milho a serem depositadas em banco genético do Laboratério de Genética de
Microrganismos da UFPR;

» Caracterizar morfofisiologicamente os isolados obtidos pela determinacéo de
varios caracteres morfolégicos e bioquimicos, incluindo a avaliagdo da
capacidade de fixag&o de nitrogénio “in vitro”;

» Caracterizar geneticamente os isolados obtidos, por meio da técnica de BOX-
PCR;

» Avaliar o grau de diversidades fenética e genética entre os isolados;

» Identificar isolados de bactérias endofiticas obtidos por sequenciamento
parcial do DNA codificante do gene 16S RNAr.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ACULTURA DO MILHO

Uma das mais importantes plantas comerciais, o milho (Zea mays L.),
pertence a familia Gramineae e € originario das Américas, possivelmente do México,
na América Central ou do Sudoeste dos Estados Unidos. Devido a sua versatilidade,
€ utilizado tanto para o consumo humano, quanto para animal e também, em
aplicagdes industriais. Atualmente apresenta enorme importancia econémica, aliada
a alguns fatores que contribuem para o aumento da produtividade no Brasil. Eles
compreendem a adaptacdo de cultivares a varios tipos de clima e solo, o
melhoramento genético e a melhoria de propriedades quimicas, fisicas e biolégicas
dos solos cultivados (BOBATO, 2006).

A producdo do milho no Brasil € dividida em duas épocas de plantio, sendo
que os plantios de verao caracterizam a primeira safra, ocorrendo em periodo
chuvoso e a segunda safra, que é plantada quase sempre apds a soja precoce. Com
a popularidade da soja no mercado internacional, o milho acabou perdendo areas de
cultivo de verdo, levando ao aumento do cultivo na segunda safra e elevando
significativamente a produgdo no inverno. Esta segunda safra, também conhecida
como safrinha, mantém a média de area de cultivo de milho entre 12 a 13 milhdes
de hectares (DUARTE, 2007). Ela acabou sendo uma opg¢ao de substituicao da
cultura do trigo (de inverno) apds a soja, somente em regides quentes. Inicialmente,
ela comegcou como um cultivo marginal feito pelos agricultores, tornando-se
atualmente um cultivo maior que o da 12 safra. Ha programas de melhoramento
especificos para a recomendacao de variedades destinadas a safrinha (TERASAWA
JUNIOR, 2006).

Segundo o levantamento feito pela CONAB (2009), com relagéo a safra de
2008/2009 a produtividade do milho no Brasil chegou a 3.630 kg/ha na 12 safra e
3.540 kg/ha na safrinha. S6 no Estado do Parana, para o mesmo periodo, a
produtividade foi de 5.140 kg/ha e 3.024 kg/ha para a 1% e 22 safras
respectivamente. Foi constatada redugao de 27,2% na safra 2008/2009 que atingiu

6,5 milhdes de toneladas. O fator preponderante para esta perda foi a estiagem
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ocorrida nos meses de novembro e dezembro no Parana, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul. De acordo com a pesquisa realizada pelo
Departamento de Economia Rural (Deral) em dezembro de 2009, a primeira safra do
milho no Parana indica que 95% das lavouras estdo se desenvolvendo bem e a
colheita esta prevista em 6,44 milhdes de toneladas. Houve uma reducéo de 28% da
area total de plantio em 2009-2010, o que cobre 913 mil hectares no Parana com
produgao indicando uma estabilidade devido as boas produtividades esperadas
(CIMILHO, 2009).

Um aspecto importante da produtividade no milho é resultante da interagéo
entre genodtipos e ambientes (G x E). Esta interacdo é consequéncia do
comportamento diferenciado de materiais genéticos frente a condicbes ambientais
distintas. O ambiente apresenta forte influéncia, em especial sobre os caracteres
quantitativos, sendo descritos dois tipos de interacdo (G x E): de natureza simples
ou complexa. Interacdes complexas apresentam real importancia ao melhoramento,
interferindo na eficiéncia da selecdo e na precisdo das recomendagdes de cultivo
(TERASAWA JUNIOR, 2006).

Segundo Ritchie, Hanway e Benson (1993), nos estadios iniciais de
desenvolvimento da cultura, o sistema radicular das plantas de milho é pouco
desenvolvido e, portanto, a exploragcdo do solo € baixa. Assim, altos niveis de N
proximos ao sistema radicular sdo necessarios para se atender a demanda da
cultura. E nesta fase que ocorre a diferenciacdio das partes da planta.
Posteriormente ocorre absorcdo de N proporcional ao aumento de crescimento até
atingir seu maximo entre o inicio do florescimento e o inicio do enchimento de graos.

Varios fatores como altitude, relevo, regime pluviométrico, tipos de solos,
épocas de semeadura, técnicas de manejo e sistemas de rotacdo de culturas,
contribuem para grande diversidade ambiental do milho. Como se trata de uma
graminea com metabolismo de fixacdo de carbono via C4, alguns fatores ambientais
sdo considerados especialmente importantes, destacando-se: a temperatura, o
fotoperiodo e a disponibilidade de agua e de nutrientes. Os estresses bidticos, como
pragas e doencgas, também devem ser levados em consideracdo (TERASAWA
JUNIOR, 2006).

A deficiéncia de nitrogénio (N) é o segundo fator que mais limita a
produtividade de biomassa em ecossistemas naturais e agricolas. Entdo, a pratica

da adubacéo nitrogenada em culturas anuais e forrageiras pode prover N as plantas
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em quantidade suficiente para que atinjam seu potencial de crescimento. O excesso
de N pode trazer consequéncias indesejaveis dos pontos de vista agrondémico,
ambiental e econémico (BOBATO, 2006).

Nas ultimas décadas grande parte do N fornecido a plantagées de milho é
proveniente de adubos sintéticos, o que gera preocupagao com relagdo a poluigdo
de aguas e do proprio solo. A quantidade de N aplicado na cultura do milho tem
apresentado um significativo aumento, devido principalmente ao melhoramento
genético das cultivares de milho que se tornaram mais exigentes, requerendo
maiores quantidades de N para altas produtividades (MATSON; NAYLOR;
MONASTEIRO, 1998).

Do ponto de vista econbmico e ambiental, a decisdo sobre a necessidade de
adubagao nitrogenada deve levar em consideragdo alguns fatores para uma
recomendagdo mais segura, tais como: condigdes edafoclimaticas (relativas a
influéncia dos solos nos seres vivos), sistema de cultivo (plantio direto ou
convencional), época de semeadura, responsividade do material genético, rotagcao
de culturas, época e modo de aplicagdo, fontes de N, aspectos econdmicos e
operacionais (BOBATO, 2006).

De modo geral, a recomendagao da adubagao nitrogenada em cobertura para
a cultura do milho varia de 40 a 80 kg de N/ha. Com o uso de alta tecnologia, doses
de nitrogénio variando de 100 a 150 kg/ha podem ser necessarias para a obtengao
de elevadas produtividades (EMBRAPA, 2008). Para adubagdo com uréia e adubo
contendo apenas nitrogénio e fésforo, a média da regido sul de custo para o cultivo
de milho chega a R$ 700,00 por hectare (PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2008).

O inoculante é caracterizado como o material que contém microrganismos que
atuam favoravelmente no desenvolvimento das plantas, composto por bactérias
especificas para cada espécie vegetal. Sendo assim, a utilizagdo destes produtos
atua de maneira a aumentar a produtividade de determinada cultura, além de
melhorar a qualidade dos solos, reduzir os custos e a quantidade de adubos
nitrogenados com vistas a preservagdo ambiental (EMBRAPA, 2007).

Trabalhos com inoculantes produzidos a partir de estirpes de bactérias
fixadoras de nitrogénio buscam avaliar a contribuicdo dessas bactérias na eficiéncia
de crescimento vegetal e ganho de produtividade visando a diminuicdo do impacto
ambiental que a adubacgado nitrogenada acarreta, além da redugédo de custos de

producado. Campos, Theisen e Gnatta (2000) buscaram identificar a eficiéncia de um
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inoculante produzido a partir de uma estirpe de Azospirillum sp aplicado em cultura
de milho. Os autores observaram que o produto testado n&o apresentou resultado
positivo para o numero de plantas, de espigas e estatura das plantas, nem resposta
para o rendimento de grdos. Eles atribuem os resultados a escolha da estirpe que
nao foi suficientemente eficiente e destacam a necessidade de se buscar e testar
estirpes adaptadas a cada regido em termos de clima, sistema de manejo e
cultivares.

De acordo com Hungria (2009), o primeiro inoculante comercial para milho e
trigo foi desenvolvido pela Embrapa Soja e pela Universidade Federal do Parana em
parceria com a iniciativa privada. O produto é comercializado a R$10,00 a
dose/hectare e a inoculagao é feita pela aplicacdo do produto sélido ou liquido nas
sementes e como o inoculante carrega microrganismos vivos, € preciso monitorar
aspectos para sua manutengao, tais como: temperatura, ndo exposi¢ao direta ao sol,
nao aplicagdo conjunta com agrotoxicos. Os trabalhos que levaram ao
desenvolvimento do inoculante foram realizados com seis estirpes de
Azospirillum brasiliense e mostraram incremento médio de 25% a 30% no
rendimento do milho, o que significa uma economia em torno de U$1 bilhdo por
safra, considerando uma area cultivada de 13 milhées de ha com rendimento médio
de 3.200 kg/ha. Além de realizar fixacdo biolégica do nitrogénio, esta bactéria
promove o crescimento das plantas pela produ¢do de hormdnios que resultam em
crescimento radicular e consequentemente, uma maior absor¢do de agua e
nutrientes.

Segundo Duarte (2007), mesmo pelo fato do Brasil ndo ter tradicdo de
exportar e importar milho em graos, seu potencial foi reconhecido no mercado
externo em 2001 quando a participagao do pais aumentou de 0,01% para 8%. No
ano seguinte, o indice de exportagao e importagdo de graos de milho atingiu 2% em
decorréncia da diminuicdo de oferta do milho e crescente producao de soja. Esses
valores representaram uma resposta a grande safra colhida em 2001, que fez com
que os produtores buscassem opcdes para o escoamento da producdo, além da
interferéncia de fatores como a alta cotagcdo do milho e a proibicdo do milho
transgénico que atraiu compradores exigentes quanto as leis de uso desses
produtos.

O milho é matéria-prima para producdo de uma centena de produtos, por

exemplo, o ramo de suinos e aves consome aproximadamente 70% do milho
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produzido no mundo e entre 70 e 80% do milho produzido no Brasil (EMBRAPA,
2009). O milho para consumo humano pode ser industrializado pelo processo de
moagem umida e seca, ou consumido quando os graos estdo em estado leitoso, ou
seja, milho verde. Do processo de moagem seca resultam subprodutos como farinha
de milho, fuba, quirera, 6leo etc. Ja do processo de moagem umida, o principal
subproduto é o amido (CRUZ, 2007).

3.2 FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO EM GRAMINEAS

A fixagao biologica de nitrogénio (FBN) é realizada por bactérias diazotroficas
que possuem o complexo enzimatico da nitrogenase, capaz de catalisar a fixagao do
nitrogénio atmosférico (DOBEREINER et al., 1993 apud DIDONET, 2007). Entre
estas varias bactérias, destacam-se espécies de Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus,
Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiela, Pseudomonas, Burkholderia, Paenibacillus,
Acetobacter e a familia Rhizobiaceae. A maioria tem sido observada em associagao
com plantas de arroz, milho, sorgo, trigo, soja, feijao, tomate, algoddo e cana-de-
agucar (DI CELLO et al., 1997; BURDMAN; KIGEL; OKON, 1997; BALDANI et al.,
1997; REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998; HALLMANN et al., 1997; BALDANI et al.,
2000), sendo que alguns desses microrganismos sdo testados quanto a capacidade
de produgéao de vitaminas e fitormonios (PEDROSA et al., 2000).

Ha estudos de associagao assimbiotica de bactérias fixadoras de nitrogénio e
raizes de milho com resultados promissores. O trabalho de Raju, Evans e Seider
(1972) traz algumas consideragdes preliminares sobre pesquisas focadas na FBN,
considerando plantas nao leguminosas. No trabalho, sdo discutidos aspectos da
atividade microbiolégica na rizosfera de varias espécies de plantas, buscando
evidéncias da atividade de fixagdo de nitrogénio, ainda desconhecida na época.

No Brasil, os estudos sobre a FBN em leguminosas iniciaram-se nos anos
1950 e com a utilizagdo de inoculantes Bradyrhizobium na cultura de soja, o pais se
tornou competitivo no mercado mundial de soja. Bactérias do género
Bradyrhizobium em contato com as raizes de soja, penetram através dos pelos
radiculares e formam ndédulos. Dentro deles, as bactérias contendo a enzima

nitrogenase, conseguem reduzir o nitrogénio atmosférico a amoénia. Assim, as
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bactérias distribuem os ions transformados para que a planta de soja possa
incorpora-los em forma de nitrogénio organico (BARBARO; BRANCALIAO; TICELLI,
2008).

As bactérias diazotréficas associam-se as plantas podendo promover
aumento na produtividade ou até mesmo no vigor e na resisténcia aos estresses
bidticos e abidticos. Estas bactérias podem colonizar partes internas dos tecidos
vegetais, sendo consideradas endofiticas ou estarem apenas no ambiente externo
das raizes (rizosfera), denominadas entdo epifiticas (BALDANI et al., 1997,
REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998). Os microrganismos endofiticos podem ser
simbidticos ou associativos. Os simbidticos compreendem a familia Rhizobiaceae
que altera a raiz da planta formando um ndédulo. Ja os associativos, que em geral
nao provocam alteragdes visiveis, incluem os géneros Paenibacillus, Pseudomonas,
Azotobacter, Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum e outros (DIDONET, 2007).

Perin, Baldani e Reis (2004) relataram que além de fixar nitrogénio
atmosférico, a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus produz hormdnios de
crescimento, como acido indol acético (AlA) e é tolerante a antibidticos, como
estreptomicina, tetraciclina, rifampicina, ampicilina, erytromicina e roxitromicina e
possui atividade antagonista a Xanthomonas albilineans e ao fungo Colletotrichum
falcatum. Os autores avaliaram a diversidade da populacdo de G. diazotrophicus
originaria de cultivares de cana-de-agucar (Saccharum spp.) de diferentes regides e
bancos de germoplasma. Através da reacdo imunolégica mediada pela técnica de
ELISA indireta, os autores encontraram dois grandes grupos de isolados né&o
havendo relacdo com a espécie da planta. Os autores relataram ainda que altas
doses de nitrogénio levam a diminuigdo da diversidade de G. diazotrophicus.

Mehnaz, Weselowski e Lazarovitz (2006), realizaram estudos de identificagdo
de bactérias residentes na rizosfera de milho crescido no Sudeste de Ontério
(Canada), isolando linhagens do solo aderidas as raizes do milho. Algumas
apresentaram atividade de fixagdo de nitrogénio e produziram acido acético. Os
isolados foram comparados com trés espécies do género Gluconacetobacter através
de testes bioquimicos e moleculares. Os resultados mostraram a necessidade de
uma remodelagao na classificacao das bactérias desse grupo e contribuiram com a
primeira descrigdo da G. azotocaptans, pertencente a familia Acetobacteraceae.

Ueda et al. (1995) realizaram um trabalho com gendétipos de arroz, cultivados

em condi¢cbes inundadas e mostraram que a FBN contribui para obtencdo do
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nitrogénio necessario ao seu desenvolvimento. Varias bactérias diazotrdficas
endofiticas, representantes dos géneros Azoarcus, Azospirillum, Burkholderia e
Herbaspirillum, foram identificadas em associagdo com variedades de arroz. Estudos
moleculares, utilizando como marcador o gene nifH, mostraram a ocorréncia de oito
novos tipos de bactérias diazotroficas presentes no interior ou na rizosfera do arroz.

A diversidade de bactérias diazotroficas endofiticas, em diferentes gendtipos
de arroz, varia nos estagios de desenvolvimento e partes da planta, sendo que
possivelmente o colmo € um nicho mais sustentavel para endofiticas fixadoras, do
que a raiz. Trabalhos com diversidade de estirpes de Azoarcus mostraram que em
espécies de arroz selvagem, a diversidade era menor do que em variedades
geneticamente melhoradas. Isso sugere que a avaliagdo da diversidade de bactérias
diazotréficas presentes nos tecidos, nos diferentes estagios de desenvolvimento da
planta, pode ajudar a compreender o papel desses microrganismos em seu habitat
natural (RODRIGUES et al., 2006).

A produtividade da maioria das plantas é garantida pela grande utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados, que além de aumentar os custos de produgéo, podem
oferecer riscos de contaminagao ambiental. A aplicacdo de elevadas quantidades de
nitrogénio durante o desenvolvimento dos cultivares hibridos, pode levar a selegao
de genodtipos que necessitam de altos niveis desse nutriente, enquanto que, as
baixas concentragdes de N podem contribuir para selegdo de gendtipos eficientes na
FBN, o que representa diminuicdo na necessidade da fertilizagdo nitrogenada
(ROESH et al., 2005).

No cultivo de milho, o rendimento é resultado da combinagao de fatores como
potencial genético da semente, condigdes climaticas, local de semeadura e manejo
da lavoura. Portanto, para otimizar o rendimento s&o necessarias grandes
quantidades de fertilizantes, incluindo os nitrogenados. As gramineas s&ao
amplamente utilizadas pelo homem na alimentagao e assim, a economia de adubos
nitrogenados com a utilizacdo de bactérias fixadoras, seria de grande valor
comparado as leguminosas (BARBARO; BRANCALIAO; TICELLI, 2008).

Roesh et al. (2005) desenvolveram um trabalho cujo objetivo foi identificar
diferentes cultivares de milho eficientes na absor¢ao de nitrogénio e na associagao
com bactérias diazotroficas. Concluiram que a elevada ocorréncia de populagao

dessas bactérias e a baixa resposta a adubacéo nitrogenada com acumulo de N sob
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condi¢cdes de baixa fertilidade, possibilitou a selecdo de um cultivar promissor para o
cultivo em solos de baixa disponibilidade de nitrogénio.

Desde o isolamento de Beijerinckia fluminense da rizosfera de cana-de-
acucar (DOBEREINER; RUSCHEL, 1958) e com a reidentificagdo de
Azospirillum lipoferum isolado de raizes de diversas gramineas (DOBEREINER,;
DAY, 1976), novas espécies de bactérias diazotroficas tém sido isoladas de raizes e
partes aéreas de gramineas, cafeeiros, bananeiras, abacaxizeiros, plantas como
batata-doce e mandioca. Bactérias do género Azospirillum também foram
observadas na rizosfera de outras fruteiras (WEBER; BALDANI; DOBEREINER,
2000).

Estudos sobre bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico microaerébias do
género Azospirillum, que quando associadas a rizosfera da planta contribuem para
sua nutricdo, apresentam perspectivas de manejo da associagéo Azospirillum spp. e
milho, com previsdo de aumento de produtividade e diminuicdo de custos de
produgdo (BODDEY; DOBEREINER, 1995; OKON; VANDERLEYDEN, 1997).

3.3 BACTERIAS ENDOFITICAS

A partir de estudos em tecidos internos de plantas sadias, foi desenvolvida a
ideia de que bactérias nao patogénicas que habitam tecidos da planta sao
endofiticas. Os relatos preliminares as consideravam como contaminantes
resultantes da desinfestagdo superficial ou patogenos fracamente virulentos.
Entretanto, ha indicios de que bactérias endofiticas possam estar influenciando o
crescimento vegetal e reduzindo sintomas de fitopatologias (HALLMANN et al.,
1997).

O trabalho de Barreti, Souza e Pozza (2008) é um exemplo de avaliagdo do
efeito de bactérias endofiticas para a promoc¢ao de crescimento. Endofiticos isolados
de folhas e caule do tomateiro foram introduzidos em plantas que tiveram o
crescimento aumentado em altura, area foliar, numero de folhas e peso da matéria
fresca e seca. Ainda foi observado um aumento significativo dessas caracteristicas
em plantas com inoculacdo de isolados endofiticos, o que representa um papel

importante dessas bactérias na promog¢ao do crescimento vegetal.
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Assumpgao et al. (2009) relataram que ha uma grande comunidade
bacteriana endofitica cultivavel em sementes de soja, sendo que muitos desses
isolados sdo capazes de sintetizar acido indolacético, solubilizar fosfato e inibir o
crescimento e esporulagdo de fungos fitopatogénicos, mas sdo incapazes de
promover crescimento de plantas de soja.

Lacava et al. (2006) caracterizaram por métodos moleculares a comunidade
bacteriana endofitica de plantas de citros assintomaticas e afetadas pela clorose
variegada do citros. Eles observaram que o desenvolvimento da doenga pode ser
resultado da alteracdo de colonizacdo bacteriana endofitica que provoca interacao
ativa com outros microrganismos.

Segundo Cavallet et al. (2000), o efeito da bactéria Azospirillum sp. tem sido
pesquisado quanto ao rendimento no milho. Pesquisas com experimentos de
inoculagdo a campo revelaram que o género Azospirillum sp., além da fixagao
bioldgica do nitrogénio, promove ganhos em rendimento e no aumento da superficie
de absorcdo das raizes da planta. Isso ocorre porque a inoculagdo modifica a
morfologia do sistema radicular, alterando o numero de radicelas e o diametro medio
das raizes laterais e adventicias.

A producéo de substancias reguladoras de crescimento de plantas tem sido
observada também em bactérias como as dos géneros Herbaspirillum e
Burkholderia. Isto pode ser ilustrado pelo trabalho de Weber, Baldani e Dobereiner
(2000) no qual foi demonstrada pela primeira vez a contribuigdo de bactérias
diazotroficas no crescimento de bananeira.

A bactéria endofitica Pantoea agglomerans pode estar relacionada a
promogdo de crescimento vegetal e a protegdo das sementes contra doencgas
(FERREIRA et al, 2008). Efeito antagonista foi observado em isolados de
Burkholderia cepacia que podem reduzir o crescimento de fungos fitopatogénicos
em meio artificial o que possivelmente também contribui para o crescimento vegetal
(BEVIVINO et al., 1994). Da mesma forma, o trabalho de Procopio et al. (2009)
investigou a agao entre bactérias endofiticas isoladas de eucalipto com a promogéao
do crescimento vegetal e inibicao de fungos endofiticos.

Na cultura do milho, existem diversos estudos de associagbes com bactérias
fixadoras de nitrogénio. Mesmo n&o formando nodulos, auxiliam na assimilacdo do
nitrogénio atmosférico por processos de colonizagdo da superficie e/ou interior das

raizes. Isso ressalta a importancia da selecdo de estirpes adaptadas as condicdes
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de cultivo para possiveis recomendagbes com fins comerciais (BODDEY;
DOBEREINER, 1995; BALDANI et al., 1997; REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998;
ROESH et al., 2005; DIDONET, 2007).

3.4 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA

A determinacdo das atividades metabdlicas das bactérias “in vitro” pode ser
chamada de provas bioquimicas que servem para auxiliar na identificagao de grupos
ou espécies de bactérias. As provas bioquimicas auxiliam no processo de
caracterizagdo, visto que cada microrganismo pode apresentar um sistema
enzimatico especifico (UFBA, 2008b).

A enzima catalase catalisa a reagcédo sobre o peroxido de hidrogénio e produz
oxigénio e agua. O peroéxido de hidrogénio representa um forte oxidante presente em
grande parte dos organismos e promove a degradagcdo de compostos poluentes em
pouco tempo representa, portanto, uma forma de protegdo para os organismos
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000).

Segundo Cassini (2005) a enzima urease hidrolisa a uréia em duas moléculas
de amoénia e uma de anidrido carbbnico. A amonificagdo, ou seja, o processo de
liberacdo de aménia de compostos organicos nitrogenados usados como fonte de
carbono e nitrogénio por varios microrganismos € uma etapa do ciclo do nitrogénio
que disponibiliza este elemento as plantas.

O processo de desnitrificacdo consiste na redugdo microbiana de nitrito e
nitrato, com a liberagao de nitrogénio molecular, 6xido nitroso e algumas vezes éxido
nitrico. A enzima responsavel pelo processo de desnitrificacdo € a nitrato redutase, e
ela s6 é ativa quando o suprimento de oxigénio é insuficiente para satisfazer a
demanda biolégica (CASSINI, 2005).

A evidéncia da fixagao biolégica de nitrogénio realizada por bactérias pode
ser feita a partir de meios semi-sdlidos, visto que a concentragao do meio é reduzida
em torno de dez vezes comparando com o meio sélido. Esses meios permitem que a
bactéria inoculada comece a se multiplicar em condi¢cbes 6timas de fixagcdo de
nitrogénio, ou seja, baixas tensdes de oxigénio que permitam a divisdo celular dos

microrganismos aerdbicos sem inibir a atividade da nitrogenase. A formagéao de uma
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pelicula superficial indica a presenga microrganismos fixadores de nitrogénio
(DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995; REIS; BALDANI; BALDANI, 2002 apud
DIDONET, 2007). A transformagcdo do nitrogénio atmosférico em amobnia é
proporcional a redugdo de acetileno em etileno, uma vez que a nitrogenase tem
funcao inespecifica. Portanto, a medicéo de redugéo de acetileno indica a atividade
da nitrogenase dos isolados testados.

A metodologia convencional para o processo de isolamento de bactérias e
caracterizagdo de microrganismos diazotroficos consistia de provas bioquimicas,
crescimento em meio seletivo e testes soroldgicos como aglutinagdo, imunodifusao e
ELISA (TARRAND; KRIEG; DOBEREINER, 1976).

O trabalho de Rezende, Oliveira e Didonet (2009) é um exemplo de utilizagao
de critérios morfoldgicos da colbnia e de testes bioquimicos para isolar bactérias
diazotréficas do género Pseudomonas associadas a plantas de arroz. Os
tradicionais testes bioquimicos passaram a ser utilizados como uma ferramenta
auxiliar na classificagcdo taxondmica de bactérias. A capacidade de utilizagdo de
varias fontes de carbono, a presenca de determinadas enzimas e a utilizagao
intrinseca de antibidticos sao alguns dos parédmetros avaliados para a descrigdo de
novas espeécies ou géneros, sendo instrumentos auxiliares a taxonomia molecular
(SCHLOTER et al., 2000).

3.5 TECNICAS MOLECULARES NA ANALISE DE BACTERIAS ENDOFITICAS

Estudos de colonizagdo de bactérias diazotroficas enfocam processos de
reconhecimento planta-bactéria e requerem o conhecimento do ambiente de estudo.
Para se quantificar a populagdo alvo de um dado habitat podem ser utilizados
métodos imunoldgicos, nos quais é necessaria a caracterizagdo do anticorpo que
sera usado como sonda (REIS; OLIVARES; CRUZ, 1997).

Um estudo com pasto do género Brachiaria, ressalta que como a diversidade
de microrganismos do solo e daqueles encontrados no interior de plantas esta
condicionada a vegetagao, diferentes genotipos da planta podem exercer efeito
seletivo sobre a populagdo de microrganismos, o que pode resultar em diferentes

respostas quanto a contribuicdo da FBN obtida. Neste trabalho, foram utilizadas
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técnicas de ELISA — “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” e BIOLOG para
estudar a diversidade intra-especifica de Azospirillum amazonese isolados de raizes
de Brachiaria e verificar possiveis efeitos de gendtipo da planta e dos locais de
coleta sobre a diversidade (REIS JUNIOR; TEIXEIRA; REIS, 2003).

O uso de protocolos moleculares € extensivamente aplicado em muitos ramos
da microbiologia. Uma de suas etapas principais é o isolamento do DNA bacteriano,
que deve ser simples, rapido, reprodutivel e de baixo custo, especialmente quando a
analise de muitas espécies e linhagens é necessaria. A possibilidade da analise
direta da molécula de DNA sem a interferéncia ambiental faz com que as técnicas
moleculares sejam muito utilizadas em métodos de caracterizacdo de géneros,
espécies, variedades e linhagens especificas ou cultivares de diferentes organismos.
Porém, é preciso conhecer a sequéncia nucleotidica que flanqueia a regido a ser
amplificada, além de cuidados especiais para evitar a contaminacdo por DNA
exdgeno. A reagao de polimerase em cadeia (PCR — “Polymerase Chain Reaction”)
€ uma técnica molecular que a partir da extracao do DNA, possibilita amplificacdo de
sequéncias de interesse utilizando tanto “primers” especificos como ao acaso e
“‘primers” de regides conservadas do DNA. Essa técnica foi desenvolvida na década
de 80 por Kary Mullis e a partir dela, mudou-se a forma de analise do DNA em
funcdo da producdo de multiplas copias de sequéncias especificas, sem a
necessidade da técnica de clonagem (ALBERTS et al., 2004).

O trabalho de Pereira et al. (2007), utilizou a técnica de PCR com o “primer”
BOX, que amplifica regides conservadas e repetitivas do DNA cromossémico, em
geral no espaco intergénico, para detectar a diversidade genética de estirpes de
bactérias do tipo rizobios de soja. Fernandes, Souza e Campanharo (2009)
utilizaram o método de BOX-PCR para indicar a diversidade genética entre isolados
bacterianos rizosféricos de plantas de milho e ressaltam que a técnica de BOX-PCR
€ uma metodologia eficiente, rapida e de baixo custo para caracterizagcdo dessas
estirpes.

Kim et al. (2001) usaram o marcador gendmico BOX-PCR e VNTR (“Variable
Number Tandem Repeats”) para estabelecer relagbes genéticas entre o agente
etioldgico do antrax, Bacillus anthracis e espécies relativamente proximas. Neste
estudo, foi estabelecida uma forte correlacdo entre a analise VNTR e BOX-PCR,
sugerindo que essas abordagens sao eficientes para determinar relagcdes genéticas

e diversidade entre B. anthracis e espécies proximas.
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Até 1975, a idéia de sequenciamento de cromossomos inteiros, parecia
improvavel. Hoje, inumeras sequéncias completas de muitas espécies ja sao
conhecidas e registradas em bancos genéticos. A descoberta das enzimas de
restricdo, da clonagem génica, da técnica de PCR e o aprimoramento dos processos
de eletroforese, com maquinas automatizadas de sequenciamento, permitiram as
analises de DNA em larga escala (SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

A base dos critérios de agrupamento e de classificagao taxondmica passou
de apenas classificagdo morfologica para critérios moleculares em analises
filogenéticas. Sequéncias de nucleotideos altamente conservadas em bactérias tém
sido o fundamento para a revisao das inter-relagdes entre espécies, géneros ou até
mesmo familias (OLSEN; WOESE; OVERBEEK, 1994).

O uso da sequéncia de nucleotideos do gene que codifica o 16S rRNA
(subunidade menor do ribossomo) foi estabelecido como método padréo de analise
para bactérias. Os genes que codificam para RNAs ribossOmicos sdo essenciais
para a sobrevivéncia de todos 0s organismos, uma vez que ocorre nas organelas
responsaveis pela sintese protéica. A sequéncia destes genes corresponde a
regides altamente conservadas (AMANN; LUDWIG; ACHLEIFER, 1995). Desta
forma, estudos tém utilizado o sequenciamento total ou parcial dos genes (16S rRNA
e 23S rRNA), bem como regides intergénicas (IGS) para estudos de filogenia
(GURTLER; STANISH, 1996). Os ribossomos sdo estruturas pequenas, com cerca
de 20 a 30 nm de didmetro, consistindo de duas subunidades de tamanhos
desiguais, referentes as subunidades maior e menor. Uma subunidade é composta
por um complexo formado por moléculas de RNA e proteinas, cada molécula contém
pelo menos uma subunidade de RNA ribossdbmico e uma grande quantidade de
proteinas ribossomais. O ribossomo procarioto em Escherichia coli tem um tamanho
de 70S e aproximadamente dois tercos dele consiste de rRNA e o restante de
proteinas ribossOmicas. Assim, as subunidades 50S (contém o rRNA 16S) e 30S
(contém os rRNAs 5S e 23S) combinadas originam a estrutura 70S (FIGURA 1)
(UFMG, 2010).

O sequenciamento da regido do DNA que codifica o gene 16S rRNA é uma
ferramenta importante para determinar a posicao taxondmica de estirpes de
bactérias, como por exemplo, no trabalho de Chueire et al. (2003) onde o
sequenciamento dessa regido procurou estabelecer relagdes filogenéticas de

estirpes comerciais recomendadas para as culturas de soja e do feijoeiro no Brasil.
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O trabalho destaca a dificuldade de separagdo das espécies do género
Bradyrhizobium devido a pouca variabilidade genética, assim, o sequenciamento da
regiao do DNA codificadora do gene 16S rRNA foi essencial para permitir a jungao
de estirpes comerciais em dois agrupamentos distintos: com a espécie B. elkanii e
com a espécie B. japonicum. O sequenciamento do gene 16S rRNA torna-se uma
ferramenta util para o estabelecimento da diversidade de rizébio no Brasil e
reconhecimento de cada uma das estirpes comerciais, atividade fundamental para o
controle dos inoculantes que devem carregar exclusivamente essas estirpes
selecionadas. A FIGURA 2 mostra a localizagcao aproximada dos “primers” usados

na amplificagdo e sequenciamento da regido 16S codificadora do rRNA.

tREMA subumdades renruan dos
nhossotnos

Procariotos

165 M3

Fonte: http://www.icb.ufmg.br/prodabi/grupo6/estrutura.html

FIGURA 1 — SUBUNIDADES DO RIBOSSOMO DE Escherichia coli
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16S tDNA de E. coli

Xl 165362f 16S786f 1651203f
; e L . — 2
1 385 770 1155 1540
Y2 1654551 1657601 X3
1540 pb

Fonte: http:/www.psb.ugent.be/rrna/primers/bs/HTML

FIGURA 2 — LOCALIZAQAO APROXIMADA DOS “PRIMERS” INICIADORES PARA
AMPLIFICAQAO E SEQUENCIAMENTO DO 16S COM BASE NO
GENE DE Escherichia coli
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Foram utilizados os seguintes genétipos de milho (Zea mays L.): quatro
linhagens (LA, LB, LC e LD) e trés hibridos comerciais (H1, H2 e H3 provenientes
dos cruzamentos entre LA x LC, LA x LB e LA x LD respectivamente) e uma colegéo
de bactérias endofiticas isoladas de fragmentos radiculares em trabalho realizado no
LABGEM (Laboratério de Genética de Microrganismos, Departamento de Genética,
UFPR). Os cultivares foram fornecidos pela Empresa Semilia Genética e

Melhoramento Ltda situada em Bateias, Campo Largo — Parana.

4.2 MEIOS DE CULTURA

4.2.1 Meio NFb (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)

Acido malico 59
KoHPO4 10% 5mL
MgS0O4.7H20 10% 2mL
NaCl 10% 1 mL
CaCl2 1% 2mL
Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH 2mL
Micronutrientes para meio de Cultura 2mL
EDTA de Ferro 1,64% 4 mL
Vitamina para Meio de Cultura 1mL
Hidréxido de Potassio 45¢g
Extrato de levedura 50 mg
Agar 159

Agua destilada g.s.p. 1000 mL
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Foi adicionado 0,033 g do fungicida Rosa de Bengala, o pH ajustado para 6,5,

o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de 121°C durante 20 minutos e

armazenado em temperatura ambiente.

4.2.2 Meio JNFb (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)

Acido maélico

KzHPO4 10%

KoHPO4 10%

MgS04.7H20 10%

NaCl 10%

CaCl2 1%

Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH
Micronutrientes para meio de Cultura
EDTA de Ferro 1,64%

Vitamina para Meio de Cultura
Hidréxido de Potassio

Extrato de levedura

Agar

Agua destilada

59

6 mL
18 mL
2mL
1 mL
2mL
2mL
2mL
4 mL
1 mL
4549
20 mg
17 g
g.s.p. 1000 mL

Foi adicionado 0,033 g do fungicida Rosa de Bengala, o pH ajustado para 5,8,

o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de 121°C durante 20 minutos e

armazenado em temperatura ambiente.

4.2.3 Solugdo de Micronutrientes (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)

Na:Mo0O..2H.0
MnSO..H20
HsBOs
CuS04.5H,0
ZnS04.7H.0
Agua destilada

0,2g
0,235¢g
0,28 g
0,008 g
0,024 g
1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8, a solugao foi autoclavada a 1 atm em temperatura

de 121°C durante 20 minutos e armazenada em temperatura ambiente.
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4.2.4 Meio LGl (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)

Acucar cristal 59
KzHPO4 10% 2 mL
KoHPO4 10% 6 mL
MgS04.7H20 10% 2mL
CaCl2 1% 2mL
Na:Mo0..2H:0 0,1% 2 mL
Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH 5 mL
FeCls.6H20 1 mL
Vitamina para Meio de Cultura 1 mL
Extrato de levedura 2 mg
Agar 159
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Foram adicionados 0,033 g do fungicida Rosa de Bengala e 1 g de Nitrato de
Potassio, o pH ajustado para 6,1, o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de

121°C durante 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente.

4.2.5 Meio LGI-P (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)

Acucar cristal 100 g
KoHPO4 10% 2mL
KoHPO4 10% 6 mL
MgS0O4.7H20 10% 2 mL
CaCl2 1% 2mL
Na:Mo004.2H20 0,1% 2mL
Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH 5mL
FeCls.6H20 1 mL
Vitamina para Meio de Cultura 1mL
Agar 25¢g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Foi adicionado 0,033 g do fungicida Rosa de Bengala, o pH ajustado para 5,0,
o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de 121°C durante 20 minutos e

armazenado em temperatura ambiente.
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4.2.6 Solugdo de Vitaminas (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)

Biotina 10 mg
Piridoxina 20 mg
Agua destilada 1000 mL

4.2.7 Meio NFbHP (PEDROSA; YATES, 1984; MACHADO et al., 1991)

KHoPO, 40 g
K:HPO, 6,0g
MgSO0s.7H:0 2,0.10" g

NaCl 1,0.10" g
CaCl, 2,0.10" g
Acido Nitrilo Triacético 5,6.102 g
FeSOs .7 H0O 2,0.10% g
Lactato de sodio 5049
Biotina 1,0.10% g
Na:Mo0O..2 H.O 2,0.10%¢g
MnSO.. H20 2,35.10% g
HsBOs 2,8.10%¢g
CuS0.4.5 H0 8,0.10° g
ZnS0..7 H.0 2.4.10%g

Agua destilada 1000 mL

O meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de 121°C durante 20 minutos,
foram adicionados 20 mmol/L de NH.Cl autoclavado e o pH ajustado para 6,8. O
meio NFbHP sdlido foi obtido adicionando-se agar bacteriolégico ao meio liquido na
concentracdo de 15 g/L e o meio NFbHP semi-sélido foi obtido misturando meio

sélido e liquido na proporcéo de 1/9 no momento do uso.
4.2.8 Meio Nutriente Agar (ARAUJO et al, 2002)
Extrato de carne 34

Peptona 59
Agar 15¢g
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Foram adicionados 1000 mL de agua destilada na quantidade, o pH foi
ajustado para 6,8, o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de 121°C durante
20 minutos e armazenado em temperatura ambiente.

4.2.9 Meio EPM (TOLEDO; FONTES; TRABULSI, 1982)

Preparo final: Solugao A (982,5 mL) + Solucao B (17,5 mL)

Solugao Base A:

Extrato de carne 249

Triptona 10 g

NaCl 59
NaH:PO4.5H.0 29
L-triptofano 19

Azul de Bromotimol 1% 0,8 mL

Agar 1149

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8, o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de

121°C durante 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente.

Solucéo Base B:

Citrato de ferro amoniacal 2,35¢g
Na>S20:.5H20 2,35¢g
Glicose 11,76 g

Uréia 47,06 g

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Os compostos foram homogeneizados e aquecidos em banho-maria a 65°C

durante 1h, agitando constantemente até completa dissolugéo.

4.2.10 Meio para Redugao de Nitrato (ARAUJO et al, 2002)

Extrato de carne 349

Peptona 59

KNOs 19

Agar 12 g

Agua destilada g.s.p. 1000 mL



35

O pH foi ajustado para 6,8, o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de

121°C durante 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente.

4.2.11 Meio Agar Uréia (ARAUJO et al, 2002)

Agua peptonada 100 mL

Uréia 1049

Azul de Timol 1,6% 3 mL

Agar 159

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 7,0, o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de
121°C durante 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente. Agua

peptonada: 1 g peptona + 5 g NaCl em 1000 mL de agua destilada.

4.2.12 Caldo de Carboidrato (ARAUJO et al, 2002)

Extrato de carne 19
Carboidrato escolhido 59

Peptona 19

NaCl 59

Vermelho de fenol 0,25% 7,2 mL

Agar 159

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 7,0, o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura de

121°C durante 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente.

4.3 EXPERIMENTO A CAMPO

O delineamento experimental a campo consistiu no plantio de 48 sementes de
cada um dos sete genotipos de milho: G1 (Hibrido H1), G2 (Hibrido H2), G3 (Hibrido
H3), G4 (Linhagem LA), G5 (Linhagem LB), G6 (Linhagem LC) e G7 (Linhagem LD).

O delineamento de blocos ao acaso e foram usadas seis repeticdes por gendtipo,
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em um total de quatro plantas por repeticdo. Nas laterais das linhas foi plantada uma
bordadura com sementes do hibrido H2 com uma distdncia de 20 cm entre as
plantas. A distancia entre as linhas foi de 70 cm, entre materiais de 60 cm e entre as
covas 20 cm (QUADRO 1 e FIGURA 3A) e o solo recebeu irrigagdo a cada dois dias.
Foi realizado o plantio de duas sementes por cova, para posterior desbaste e
manutengdo de uma sé planta. O desbaste foi realizado apds o surgimento da 22
para a 32 folha verdadeira, no 15° dia apds o plantio (FIGURA 3B). A coleta foi feita
75 dias depois da semeadura, logo apds o periodo de florescimento. As raizes
coletadas foram submetidas ao isolamento das bactérias endofiticas conforme item
4.4.

QUADRO 1 - CROQUI DA DISPOSICAO ALEATORIA DO PLANTIO DOS
GENOTIPOS (G1, G2, G3, G4, G5, G6 E G7) EM 06 LINHAS E
COM 04 REPETICOES DE CADA PLANTA (P1, P2, P3 E P4)

P4 P4 P4 P4 Pd P4
P3 P3 EE] N EE P3 P3
G e Gl I el =5 el el -5 el -5
P P B P P1 P
P4 P4 EE P4 P4 P4
P3 P3 EE] N IR P3 P3
58 G3 G4 GT =3 G5
P2 F2 R = [kz P2 P2
P GE Bl Pi P1 P
P4 Pd P4 P4 P4 P4
P3 E EE] P3 P3 P3
3L g 37 3
G5 2 G8 ez C7 e G653 ST 2 G112
P1 P B P1 P1 P1
o P4 P4 EE P4 P4 P4 g
= , LP3 P3 P3 P3 P3 P3 =
§ &4 I'e2 67 I'e2 e = G2 153 G4 2 8 B2 Tg
bt P F1 B Pi P1 P @
P4 P4 P4 P4 Pd P4
P3 P3 EE] R P3 P3
3 2 3 37
e R G2 M3 el =5 el G I il =5
P P B P P1 P
P4 P4 EE P4 P4 P4
P3 P3 EE] P32 P3 P3
. fe 3 3
e I G5 52 el = A el G2 B2
P GE Bl Pi P1 P
P4 Pd P4 P4 P4 P4
P3 E == N IGE P3 P3
S = G4 'z e G353 G5 2 G4 ez
P1 P B P1 P1 P
| Linha1 | | Linhaz | | Linha2 | | Linha4 | | Linhas | | Linha® |

| Bloco1 | | Bloco 2 | | Bloco 3 | | Bloco 4 | | Bloco 5 | | Bloco & |
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FONTE: A autora (2009)

FIGURA 3 — DISPOSICAO DO PLANTIO EM LINHAS E PLANTAS EM EPOCA DE
DESBASTE
A) Disposi¢cdo do plantio dos gendtipos em 06 linhas e bordaduras
laterais esquerda e direita. B) Crescimento de duas plantas por cova
para desbaste apds 15 dias do plantio

4.4 ISOLAMENTO DE BACTERIAS

A partir de fragmentos radiculares desinfestados superficialmente foram
isoladas bactérias endofiticas do milho. Foi utilizada uma planta de cada repeticao
de todos os gendtipos (1 x 6 x 7), totalizando 42 raizes.

Para o processo de desinfestagdo as amostras foram inicialmente lavadas em
agua corrente para remogdo do excesso de solo. A desinfestagdo superficial
consistiu em duas imersées em agua destilada esterilizada durante um minuto, um
minuto em etanol 70%, quatro minutos em hipoclorito de sédio 3%, 30 segundos em
etanol 70% e trés lavagens em agua destilada esterilizada por um minuto (PETRINI,
1986). Apds a desinfestagdo, as raizes foram cortadas assepticamente em 20
fragmentos de aproximadamente 6 mm, sendo que cinco deles foram transferidos
para placas de Petri (100 mm) contendo quatro meios de cultivo sélidos, sem adi¢ao
de nitrogénio (LGI-P o para o isolamento de Acetobacter diazotrophicus; LGl para
Azospirillum amazonense; NFb para Azospirillum lipoferum, A. brasiliense,
A. irakense e A. halopraeferans e JNFb para Herbaspirillum spp.) (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995).
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De cada repeticdo dos gendtipos foi retirada uma raiz com cinco pedagos
distribuidos nos quatro meios semi-seletivos diferentes (6 x 7 x 5 x 4) totalizando 168
placas. Destas, foram selecionadas 138 placas que apresentaram crescimento de
colénias e de cada uma delas, foram retiradas trés colonias (138 x 3) resultando em
414 isolados iniciais. Apds a purificagdo das coldnias por riscagem, foram obtidos
217 isolados identificados pela linha de origem, pelo gendtipo e pela repetigdo. As
colénias foram nomeadas de acordo com o meio na qual cresceram, como
apresentado no QUADRO 2.

Das placas que apresentaram crescimento bacteriano (FIGURA 4) foram
retiradas trés colOnias para purificagcdo por riscagem em meio BDA. (Batata-
Dextrose-Agar) com cerca de quatro riscas por placa e, posteriormente, passadas
para meio semi-seletivo com seis riscas por placa (FIGURA 5).

A morfologia das colbnias riscadas e células de cada coldnia observadas sob
microscopia Optica, foi observada nas placas de isolamento dos meios semi-
especificos (LGI-P, LGI, NFb e JNFb), segundo Reis Junior et al. (2000).
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QUADRO 2 — NOMENCLATURA DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM A LINHA

(L), O GENOTIPO (G), REPETICAO DA PLANTA (P) DE ONDE
FORAM RETIRADAS AS AMOSTRAS E MEIO DE CULTURA DO
CRESCIMENTO DA COLONIA (N: NFb, J: JNFb, L: LGI E P: LGI-P)

Amostra Genodtipo Raiz | Amostra Genotipo Raiz | Amostra Gendtipo Raiz | Amostra Genétipo Raiz

N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1
N1

N1.B
N1.D
N1.03
N1.06
N1.08
N1.09
N1.15
N1.17
N1.43
N1.44
N1.46
N1.50
N1.51
N1.60
N1.64
N1.65
N1.66
N1.70
N1.72
N1.73
N1.74
N1.76
N1.78
N1.81
N1.82
N1.83
N1.84
N1.85
N1.86
N1.89
N1.90
N1.91
N1.92
N1.93
N1.94
N1.95
N1.96
N1.97
N1.98
100
101
102
03
104
105
107
108
109
110
A12
A13
A15
116
A17

L1G1P3 1A N1.118 L6GEP2 41A L1.B L1G2P1  2C L1112 LeG6P2 41C
L1G3P2  3A N1.119  L6GEP2Z 41A L1.C L1G3P2 3C L1113  L6G7P4 42C
L1G1P3 1A N1.120 L6G7P4 42A L1.08 L2G3P2 3C L1114 L6G7P4 42C
L1G2P1  2A N1.121 LeG7P4  42A L1.09 L1G3P2 3C L1115 LeG7P4 42C
L1G3P2  3A N1.122 L6G7P4 42A L1.10 L1G4P1  4C L2.01 L1G1P3  1C
L1G3P2  3A N2.01 L1G1P3 1A L1.12 L1G4P1  4C L2.02 L1G1P3 1C
L1G5P4  5A N2.03 L1G1P3 1A L1.13 L1G5P4 5C L2.04 L1G2P1  2C
L1G6P2  BA N2.06 L1G3P2  3A L1.14 L1G5P4  5C L2.05 L1G2P1  2C
L3G1P2 15A | N2.07 L1G3P2  3A L1.15 L1G5P4  5C L2.06 L1Gz2P1  2C
L3G1P2 15A | N2.09 L1G4P1  4A L1.17 L1G6P2 6C L2.07 L4G4P3 25C
L3G2P4 16A | N2.12 L1G4P1  4A L1.18 L1G6P2 6C L2.08 L4G4P3 25C
L3G3P1 17A | N2.13 L1G5P4  5A L1.22 L2G1P4 8C L2.09 L4G4P3  25C
L3G3P1 17A | N2.17 L2G1P4  BA L1.23 L2G1P4  8C L2.10 L2G1P4  8C
L3G6P4 20A | N2.18 L2G1P4  BA L1.24 L2G1P4 8C L2.11 L2G1P4 8C
L4G1P3  22A | N2.20 L2G1P4  BA L1.25 L2G2P1  9C L2.12 L2G1P4 8C
L4G1P3  22A | N2.21 L2G2P1  9A L1.26 L2G2P1 9C L2.13 L2G2P1  9C
L4G1P3  22A | N2.23 L2G2P1  9A L1.33 L2G4P4 11C L2.14 L2G2P1  9C
L4G3P4 24A | N2.24 L2G2P1  9A L1.35 L2G5P3  12C L2.15 L2Gz2P1  9C
L4G3P4 24A | N2.26 L2G3P2  10A L1.36 L2G5P3  12C L2.17 LeG2P3 37C
L4G4P3  25A | N2.32 L2G4P4  11A L1.41 L2G7P4 14C L2.19 LeG7P4 42C
L4G4P3  25A | N2.33 L2G5P3  12A L1.42 L2G7P4 14C L2.20 LeG7P4 42C
L4G5P2 26A | N2.35 L2G5P3  12A L1.43 L3G1P2 15C L2.21 L6eG7P4 42C
L4G5P2 26A | N2.37 L3G3P1  17A L1.44 L3G1P2 15C L2.22 L2G5P3  12C
L4GeP4  27A | N2.40 L3G3P1  17A L1.45 L3G1P2 15C L2.24 L2G5P3  12C
L4G7P4 28A | N2.42 L3G4P1  18A L1.47 L3Gz2P4 16C L2.25 L6G4P4  39C
L4G7P4 28A | N2.45 L3G5P2  19A L1.48 L3GzP4 16C L2.26 L6G4P4  39C
L4G7P4 2BA | N2.48 L3G5P2  18A L1.49 L3G3P1 17C L2.27 L6G4P4 39C
L5G1P2 29A | N2.49 L4G5P4  26A L1.52 L3G4P1 18C L2.28 LeG6P2 41C
L5G1P2 29A | N2.51 L4G5P4  26A L1.54 L3G4P1 18C L2.29 LeG6P2 41C
L5G3P4 31A | N2.54 L5G7P3 35A L1.55 L3G5P2 19C L2.30 LeG6P2 41C
L5G3P4 31A | N2.55 L5G7P3  35A L1.58 L3GeP4 20C P1.B L1G2P1 2D
L5G3P4 31A | N2.57 L6G5P2  40A L1.63 L3G7P3 21C P1.C L1G1P3 1D
L5G4P2 32A | N2.59 L6G5P2  40A L1.73 L4G4P3 25C P1.01 L1G1P3 1D
L5G4P2 32A | J1.58 L6G3P3 38B L1.75 L4G4P3 25C P1.03 L1G1P3 1D
L5G4P2  32A | J1.59 L6G3P3 38B L1.77 L4GeP4 27C P1.04 L1G1P3 2D
L5G5P3 33A | J1.60 L6G3P3 38B L1.80 L4G7P4 28C P1.05 L1G2P1 2D
L5G5P3 33A | J1.61 L6G4P4  39B L1.82 L4G7P4 28C P1.06 L1Gz2P2 2D
L5G5P3 33A | J1.64 L6G5P2 40B L1.86 L5G4P2 32C P1.08 L1G3P2 3D
L5G6P4 34A | J1.65 L6G5P2  40B L1.87 L5G4P2 32C P1.09 L1G3P2 3D
L5G6P4 34A | J1.66 L6G5P2  40B L1.88 L5G4P2 32C P1.28 L2G5P3 12D
L5G7P3 35A | J1.67 L6G6P2 41B L1.93 L5GEP4  34C P1.29 L2G5P4 12D
L5G7P3 35A | J1.68 L6G6P2 41B L1.98 L6Gz2P3 37C P1.30 L2G5P5 12D
L5G7P3 35A | J1.69 LeG6P2 41B L1.99 LeG2P3 37C P1.88 LeG6P2 41D
L6G1P1 36A | J1.70 LeG7P4 42B | L1.101 L6G3P3 38C P1.92 LeG7P4 42D
L6G2P3 37A | J1.71 L6G7P4 42B | L1.102 LEG3P3 38C P2.01 L1G1P3 1D
L6G2P3 37A | J1.72 L6G7P4 42B | L1103 LEG3P3 38C P2.02 L1G1P4 1D
L6G3P3 38A | J2.25 L6G4P4 3%B | L1.104 LeG4P4 39C P2.03 L1G1P5 1D
L6G3P3 3BA | J2.26 L6G4P4 3%B | L1105 LeG4P4 39C P2.07 L1G2P1 2D
L6G3P3 38A | J2.28 L6G5P2 40B | L1.106 LEG4P4 39C P2.08 L1G2P1 2D
L6G4P4  39A | J2.29 L6G5P2 40B | L1.107 LEGSP2 40C P2.09 L1G2P1 2D
L6G4P4  39A | J2.30 LeG5P2 40B | L1.108 LeGSP2 40C P2.10 L1G2P1 2D
L6G5P2  40A L1.01 L1G1P3  1C L1109 LeG5P2 40C P2.11 L1G2P1 2D
L6G5P2  40A L1.04 L1Gz2P1  2C L1110 L6G6P2 41C P2.12 L1G2P1 2D
L6GEP2  41A L1.07 L1G3P2  3C L1111 L6GEP2 41C P2,22 L1G2P1 2D
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FONTE: A autora (2009)

FIGURA 4 — PLACAS CONTENDO MEIOS SEMI-SELETIVOS E FRAGMENTOS DE
RAIZES PARA ISOLAMENTO DAS COLONIAS
A) Placa com meio LGI sem crescimento de coldnias. B) Placa com meio
NFb com crescimento de 3 colbnias. C) Placa com meio LGI-P com
crescimento de 12 col6nias

FONTE: A autora (2009)

FIGURA 5 — PLACAS CONTENDO COLONIAS RISCADAS PARA A PURIFICACAO
A) Placa com meio BDA com quatro riscas de colbénias. B) Placa com meio
JNFb com seis riscas de colénias

4.5 ARMAZENAMENTO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

Apds selegao aleatoria, as colbnias foram nomeadas de acordo com o
gendtipo de onde foram retiradas e o meio na qual cresceram, repicadas em tubos
de ensaio contendo meio semi-seletivo NFb, JNFb, LGl e LGI-P, mantidas a 30°C

até o crescimento e armazenadas na geladeira em temperatura de 4°C. A partir do
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material estocado, foram realizados os testes de caracterizacdo morfofisiologica e

molecular.

4.6 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DAS COLONIAS ISOLADAS

A identificacdo dos microrganismos foi realizada através da determinagéo de
um numero minimo de propriedades, como caracteristicas morfologicas e
bioquimicas.

Apoés a purificagdo das colbnias por riscagem, foram obtidas 217 amostras
utilizadas para caracterizagdo morfolégica. O processo de identificagédo foi realizado
por meio da observacao das caracteristicas de cada colbnia analisada a partir das
placas de isolamento. Os critérios analisados foram: tamanho (puntiforme menor que
0,5 mm); forma (circular, irregular ou rizoide); bordas (lisa, lobada, denteada ou
ondulada); superficie (lisa, rugosa, pregueada, raiada); consisténcia (cremosa,
viscosa, granulosa ou seca); transparéncia (opaca, translucida ou transparente);
coloragao (amarelo ouro, amarelo citrina, amarelo claro, vermelho, rosada, branca,
castanha ou alaranjada); brilho (fosco ou brilhante); elevagdo (convexa alta,
acuminada, centro-saliente, centro deprimida, convexa baixa, espraiada, umbilicada
ou papiliforme) (UFBA, 2008a).

4.6.1 Coloragao de Gram

O teste de Gram foi realizado segundo Pelczar, Chan e Krieg (1996).

4.6.2 Teste de Catalase

Em uma placa de Elisa foram colocados 10 pL de cada amostra crescida em
meio Nutriente Agar liquido acrescido de 5 pL de perdxido de hidrogénio sendo
observada a formagéo de gas (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000).
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4.6.3 Teste de Urease

As amostras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio EPM
inclinado em temperatura de 30°C por 48 h. Além da atividade da urease, também
foi avaliada a fermentacéo da glicose, através da produgao de gas no meio. A prova

foi realizada segundo Araujo et al. (2002).

4.6.4 Teste de Reducgao do Nitrato

As amostras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio Nitrato em
temperatura de 30°C por 48 h. Apos o crescimento das colénias foram adicionadas
duas gotas da solucdo A (160 pL de acido sulfanilico; 20 mL de acido acético 5 N) e
duas gotas da solugado B (100 pyL de a-naftilamina; 20 mL de acido acético 5 N) dos

reagentes para o teste de nitrato. A prova foi realizada segundo Araujo et al. (2002).

4.6.5 Teste de Crescimento em Fonte de Carbono

A capacidade de crescimento bacteriano foi avaliada utilizando as seguintes
fontes de carbono: dextrose, frutose, galactose, lactato, malato, manitol e sacarose.
As placas foram feitas em triplicata para cada fonte, onde foram adicionadas ao
meio de cultura Caldo de Carboidrato sélido as diferentes fontes de carbono. Cada
placa foi constituida de 50 quadrantes onde foram inoculados 3uL da amostra de
cada isolado crescido em meio Nutriente Agar liquido e incubada em temperatura de
30°C. O crescimento das colénias em cada quadrante foi acompanhado pelo periodo
de 48 h.

4.6.6 Teste de Tolerancia Intrinseca a Antibidticos

Os antibidticos utilizados foram Amoxicilina e Tetraciclina nas concentragdes

de 50 pg/mL, 150 pg/mL e 300 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata, onde

os antibidticos estéreis foram adicionados ao meio de cultura Nutriente Agar em
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temperatura de 35°C. Cada placa foi constituida de 50 quadrantes onde foram
inoculados 3uL da amostra de cada isolado crescido em meio Nutriente Agar liquido
e incubada em temperatura de 30°C. As placas foram mantidas em estufa envoltas
em papel aluminio e o crescimento das colébnias em cada quadrante foi

acompanhado pelo periodo de 48 h.

4.6.7 Teste de Fixac&o de Nitrogénio

Com auxilio de alca de platina, foram inoculadas colénias em meio liquido
NFb lactato, incubadas em agitador a 120 rpm, em temperatura de 30°C, durante 48
h. Das amostras que apresentaram crescimento positivo, 30 yL foram inoculados em
frascos-ampola contendo 4 mL de meio semi-sdlido NFb lactato e o crescimento foi
observado até a formacdo de um halo caracteristico em aproximadamente 24h.
Apods a formacao do halo, foram inoculados 0,6 mL de gas acetileno e as amostras
incubadas a 30°C por 1 h. Apéds este periodo, ainda a 30 °C foi retirado 0,5 mL da
fase gasosa das amostras e aferidas as porcentagens de etileno produzido através

de cromatografia gasosa.

4.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR

4.7.1 Extragdo de DNA

O DNA dos isolados foi extraido como descrito por Kaschuk et al. (2006).
As bactérias foram cultivadas em tubos de 2,0 mL contendo meio liquido NFb e
mantidas sob agitagdo de 120 rpm durante 48 h em temperatura de 30°C. As
culturas de bactérias foram entdo centrifugadas a 13.200 g durante 15 minutos e
lavadas por trés vezes com 750 uL de PBS (1,745 g de NaCl; 0,568 g de Na;HPO4
anidro; 100 mL de agua ultrapura; pH 7,4, mantido a 4°C). Apds a ultima lavagem o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 400 uL de TE 50:20 (5
mL de Tris-HCI 1 M pH 8,0; 4 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0; 100 mL de agua ultrapura).
Foram adicionados 50 uL de SDS (10 g de Dodecil sulfato de sodio; 100 mL de agua
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ultrapura), 10 yL de Lisozima (5 mg/mL), 5 uL de Proteinase K (20 mg/mL) e 1 uL de
RNAse (10 mg/mL). A mistura foi homogenizada lentamente por inversao e incubada
a 37°C durante uma hora. Foram acrescentados 30 uL de NaCl 0,25 M e 60 L de
AcNa 0,3 M. As amostras foram homogeneizadas lentamente e deixadas em
repouso por uma hora a 4°C. Em seguida foi realizada centrifugacdo a 13.200 g
durante 15 minutos e o sobrenandante recolhido (aproximadamente 400 pL) e
transferido para tubos de 1,5 mL. Foi adicionado duas vezes o volume de Etanol
95% (800puL) e a incubagao realizada em temperatura de -20°C “overnight”. Apds a
incubacéao, as amostras foram centrifugadas a 13.200 g durante 15 minutos, o etanol
foi descartado, os precipitados colocados para secar em temperatura ambiente
durante aproximadamente 2 h e, em seguida, ressuspendidos em agua ultrapura
estéril. O DNA extraido foi estocado a -20°C.

O DNA obtido foi quantificado por espectrofotometria (diluicgdo de 1:50 e
absorbancias em 260 nm, 280 nm e 320nm) e sua integridade verificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TBE 1X pH 8,0, a 110V durante 1 h
30min. Foram aplicados 10 uL de amostra adicionados a 5 yL de tampao e 10 uL de
marcador de peso molecular (DNA de fago lambda clivado com Hind 1ll, Gibco). A
visualizacdo ocorreu apés coloragao com brometo de etidio, sob luz ultravioleta e
fotografadas por uma camera digital. Quando houve utilizagdo de GelRed™ (Biotium,

Estados Unidos), ndo foi necessaria a coloragdo em brometo de etidio.

4.7.2 Caracterizacao Genética por BOX-PCR

A caracterizagdo genética foi realizada através da amplificacdo por PCR,
usando o “primer’ especifico BOX A1TR (5’CTACGGCAAGGCGACGCTGACG3,
Invitrogen™).

A reacao foi realizada de acordo com as condi¢gdes descritas por Kaschuk et
al. (2006), contendo: 1 yL de DNA 50 ng; 2,5 uL de tampéo PCR 1x; 0,3 pyL de Taq
DNA polimerase 1,5 U/r; 0,3 uL de “primer” 0,6 uM; 3 pL de dNTPs; 1,5 yL de MgCl:
3 mM, com um volume final de 25 pL. A amplificagdo seguiu uma desnaturacao
inicial a 95°C por 7 min.; 35 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min. a 53°C, e 3 min. a 72°C; e

extensao final de 4 min. a 72°C.
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Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese a 85V em gel
de agarose 1,5%, em tampao TBE 1X pH 8,0. Foram aplicados 25 pL de amostra
adicionados a 5 pL de tampao GelRed™ 2x e, também, aplicados 10 puL de marcador
de peso molecular (DNA Ladder 100pb LUDWIG BIOTEC). Apds 2 horas de corrida,
0s géis foram visualizados em um transluminador com lampada UV e fotografados

por uma camera digital.

4.7.3 Analise de dados

A partir dos resultados da caracterizagao morfolégica, Coloragao de Gram,
Catalase, Urease, Crescimento em Fontes de Carbono, Crescimento Intrinseco em
Antibidticos, Fixagdo de Nitrogénio, Reducdo de Nitrato e BOX-PCR, foi construida
uma matriz binaria para analise de dados usando o programa NTSYS (“Numerical
Taxonomy System”) versdo 2.02i (ROHLF, 1988), o qual utiliza o coeficiente de
Jaccard para obtengcdo de uma matriz de similaridade seguido por agrupamento pela
metodologia UPGMA. Em seguida, foi realizada a analise de “bootstrap” com o
“software” BOOD com 10.000 repeticbes (COELHO, 2000).

4.7.4 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dos isolados

A reacao foi realizada com os “primers” Y3 e 16S786f cujas sequéncias estao
no QUADRO 3. A reacéo foi realizada com as seguintes condigbes: 5 uL de tampao
PCR 1x, 1,5 pL de MgCl2 (1,5 mM), 4 uL de dNTP (2 uM), 1 uL de cada “primer” (2 u
M), 0,3 puL de Tag DNA polimerase (1,5 U/r), 5 pL de DNA (10 ng/pL) e 32,2 pL de
agua ultrapura para o volume final de 50 pL.

A amplificagdo foi realizada em termociclador Eppendorf® modelo
“Mastercycler Gradient”, com desnaturagéao inicial a 94° C por 2 min.; 35 ciclos de 30
s a94° C, 1 min. a 55° C, 1 min. a 72° C; seguida de extensao final de 3 min. a 72°
C. Os produtos da amplificagdo da PCR foram visualizados e quantificados em gel
de agarose 1% (p/v) com o marcador de massa “Low DNA Mass Ladder”

Invitrogen®.
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4.7.4.1 Purificagédo do DNA

Aos produtos da amplificacdo das PCRs com os “primers” descritos
anteriormente, foram acrescentados 50 pL de PEG (PEG 20%, NaCl 2,5 M) e
incubados a 37°C por 30 minutos. Apos este periodo, os tubos foram centrifugados
por 20 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e ao restante foram
adicionados 125 pL de etanol 80% gelado. Apds 1 minuto em etanol 80% os tubos
foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e
ao restante foram adicionados 125 uL de etanol absoluto gelado, pela parede do
tubo. Novamente o sobrenadante foi descartado e o restante do etanol evaporado.

O “pellet” resultante foi ressuspendido em 15 L de agua ultrapura e deixado
em temperatura ambiente por 2 horas. Apds a purificagdo, os produtos da PCR
foram quantificados em gel de agarose 1% (p/v) com o marcador de massa “Low
DNA Mass Ladder” Invitrogen®.

4.7.4.2 Reacdo de Sequenciamento

O sequenciamento da regido 16S rRNA foi realizado pelo método de
terminagdo de cadeia, utilizando a incorporagdo de dideoxinucleotideos
fluorescentes, em Sequenciador Automatico de DNA (SANGER; NICKLEN e
COULSON, 1977).

Para reacgao foram utilizadas de 50 a 100 ng do produto da PCR purificado,
0,25 pM do “primer” Y3 (QUADRO 3), 2 yL da mistura para sequenciamento ET (kit
“‘DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE” da Amersham
Biosciences®) e agua ultrapura quando necessaria para completar um volume final
de 10 yL. As mesmas condigbes foram aplicadas para o “primer” 16S786f (QUADRO
3). A amplificacao foi realizada em termociclador Eppendorf® Modelo "Mastercycler
Gradient”, seguindo uma desnaturagao inicial a 94° C por 2 min.; 35 ciclos de 20 s a
94° C,15sa50° C e 1 min. a 60° C.
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4.7.4.3 Purificagcdo da Reacgdo de Sequenciamento

Ao produto da reagao de sequenciamento foram adicionados 1 yL de acetato
de aménio 7,5 M e 27,5 yL de etanol absoluto. A placa de sequenciamento foi
fechada e o conteudo misturado por inversdo por 30 vezes. A placa foi centrifugada
por 45 minutos a 2.500 rcf e o sobrenadante descartado. Apds um “spin down” (com
a placa invertida em papel toalha) a 500 rcf foram adicionados 100 yL de etanol 70%
recém preparado. Seguiu-se uma centrifugacao a 2.500 rcf com a placa aberta. O
sobrenadante foi descartado e um “spin down” a 750 rcf foi realizado. As amostras
foram colocadas na estufa a 37°C por 3 minutos e 10 pL de “Loading Solution” (kit
“‘DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE” da Amersham
Biosciences®) foram adicionados a cada reagao. A placa foi fechada com adesivo,
envolvida em papel aluminio e agitada no vértex por 1 minuto. Apés um “spin” a
2500 rcf, a placa foi submetida a eletroforese em Sequenciador Automatico de DNA
modelo MegaBACE Amersham Biosciences®.

Os parémetros de eletroforese selecionados durante o sequenciamento
foram: voltagem de injecdo de 2kV, tempo de injecdo de 70 s, voltagem da corrida
de 6 kV e tempo de corrida de 100 minutos. As corridas efetuadas foram analisadas
através de programas disponiveis no pacote de “softwares” do MegaBACE. O
“‘Sequence Analyser” gerou os eletroferogramas de cada isolado e através do
programa “ScoreCard” foram obtidas as informacdes estatisticas de cada sequéncia,

como numero de nucleotideos obtidos e a eficiéncia.

4.7.4.4 Edicdo e Comparagdo em banco de dados

A edicao das sequéncias obtidas foi realizada utilizando o programa MEGA
versao 4.0 (TAMURA et al., 2006) e posterior inspegao visual através do programa
BioEdit versdo 7.0 (HALL, 2005) onde as sequéncias obtidas foram alinhadas e
comparadas com outras sequéncias existentes no GenBank pelo programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997), o qual permite detectar similaridade de uma sequéncia
biolégica com sequéncias caracterizadas ja existentes. Para analise das sequéncias
obtidas no presente trabalho, foi utilizada a opcdo BLASTn que compara sequéncias

de nucleotideos com um banco de dados de sequéncias de nucleotideos.



48

QUADRO 3 - “PRIMERS” INICIADORES PARA AMPLIFICACAO E
SEQUENCIAMENTO DO 16S rRNA

NOME SEQUENCIA (5" --- 3) COMPRIMENTO |GC%| Tm (°C)
DIRETO
165786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 23 pb 60,9| 74,85
|REVERSO
Y3 TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC 26 pb 50 67,71

Fonte: PISA (2006)
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5 RESULTADOS

5.1 ESTABELECIMENTO DA COLEGAO DE ISOLADOS BACTERIANOS

Foram isoladas 414 colbnias bacterianas, sendo que 217 isolados foram
caracterizados por meio de oito parametros morfolégicos, 98 isolados foram
caracterizados bioquimicamente por meio de sete parametros e 93 isolados foram
caracterizados geneticamente pela técnica de BOX-PCR e 35 isolados tiveram o
gene 16S rDNA parcialmente sequenciado. O resultado da analise de solo
amostrada foi realizada pela Fundagdo para Assisténcia e Divulgagcdo Técnica

Agropecuaria — ABC (Carambei — PR) e encontra-se em anexo.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizada uma analise de experimento fatorial a partir de dados de contagem
das colbnias crescidas nos quatro meios de cultura do isolamento, analisadas no
“software” Assistat (SILVA, 1996). Os principais dados estdo apresentados na
TABELA 1 e a analise completa encontra-se no ANEXO |. O resultado indicou
diferenga estatistica significativa quanto ao fator 2, representativo dos quatro meios
de cultivo utilizados. Nao houve, portanto, diferenca no numero de col6nias
identificado na média de cada um dos sete gendtipos testados para o isolamento

bacteriano (fator 1).
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TABELA 1 — DADOS ESTATISTICOS DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

F.V G.L L0, o.M F

Fatorl (F1l) € 2 0.4974 0.8329 ns
Fator2 (F2) 3 29.0 1. 69761 16.2388 *+*
Int. FlxF2 1 2.9 0.1cd27 0.2751 ns

Tratamentos 27 35.0341¢9 1.

5.3 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA

5.3.1 Morfologia das coldnias

Das 217 amostras analisadas quanto & morfologia (FIGURA 6 e APENDICE
1), a maioria delas (91%) apresentou tamanho puntiforme (inferior a 0,5 mm) em
relacdo a somente 9% de colbnias grandes. No que diz respeito a coloragéo, houve
variacido de tonalidades, predominando a coloracdo rosada. Entretanto, os dados
indicam que a presenga do fungicida no meio interferiu no padrdao de coloragao
observada, uma vez que na auséncia do mesmo nao ocorreu variagao para esta
caracteristica. Quanto as demais caracteristicas, aproximadamente a metade das
coldénias apareceu com forma circular e irregular. Também a analise das bordas
apresentou apenas 1% dentada, sendo que a maioria foi lisa. Porcentagem superior
a 50% foi observada para a caracteristica de baixa convexidade das colbnias bem
como o padrao de transparéncia opaco. Ainda, a consisténcia cremosa foi
predominante (78%) em relagdo a gelatinosa (22%) e a grande maioria apresentou-
se brilhante (99%) e com superficie lisa (98%). Para o formato das células
observado pela coloragdo de Gram, 77% sao bacilos Gram negativos presentes em
todos os meios de cultura e os demais (23%) sdo cocos Gram positivos, com
crescimento exclusivo nos meio NFb, LGl e LGI-P (FIGURA 7).
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FONTE: A autora (2009)

FIGURA 6 — DIFERENTES PADROES MORFOLOGICOS OBSERVADOS ENTRE
217 COLONIAS DE BACTERIAS ENDOFITICAS INDICANDO A
PORCENTAGEM DESTE PARAMETROS
A) Tamanho. B) Coloragdo. C) Forma. D) Bordos. E) Elevacéo. F)
Superficie. G) Consisténcia. H) Transparéncia. 1) Brilho
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5.3.2 Testes Bioquimicos

Para os testes enzimaticos foram selecionadas 98 amostras Todas elas
apresentaram atividade de catalase positiva, isto €, houve formagao de bolhas de
gas imediatamente ou logo apds a adigdo de perdxido de hidrogénio (FIGURA 8 e
APENDICE 2).

No teste de urease, apenas 8% apresentaram atividade positiva para urease,
observada pela cor do meio EPM que apresentou coloragdo azulada (FIGURA 9A e
APENDICE 2). Também em meio EMP, foi observada a capacidade de fermentacéo
da glicose pela coldnia testada através da formacao de gas ocorrida em 37% das
amostras (FIGURA 9B).

Quanto a reducdo do nitrato, 81% apresentaram resultado positivo para a
presenca de atividade da enzima nitrato redutase. O resultado positivo foi observado
pelo aparecimento de uma coloragédo vermelha intensa na superficie do meio apds a
adicdo das solugdes dos reagentes para teste de nitrato (FIGURA 10 e APENDICE
2).

O teste de crescimento em fonte de carbono demonstrou que ao ser
adicionada a dextrose ou frutose em meio Caldo de Carboidrato, 96% do total das
amostras apresentaram crescimento, ou seja, o resultado foi positivo para uso
dessas fontes. Quando adicionada galactose, manitol ou sacarose, 95% das
amostras apresentaram resultado positivo e ao adicionar o malato ao meio, 94% das
amostras apresentaram resultado positivo. J& com a adicdo de lactato, a
porcentagem de crescimento foi de 92% (FIGURA 11 e APENDICE 2).

No teste de tolerancia intrinseca a antibidticos, 20% n&o cresceram nas
concentracdes de 50 ug/mL e 300 pg/mL de amoxicilina. Ja na concentragao de 150
Mg/mL, o indice de crescimento das colénias foi um pouco maior (4%) e 16% das
amostras ndo cresceram (FIGURA 12 e APENDICE 3). Quando foi adicionado o
antibiotico tetraciclina (50 pg/mL), 87% das amostras ndo cresceram. Para 150
pg/mL e 300 pg/mL de tetraciclina, este percentual aumentou para 97% e 94%,
respectivamente (FIGURA 13 e APENDICE 3).
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FONTE: A autora (2009)

FIGURA 7 — FOTOMICROGRAFIA OPTICA ILUSTRANDO A MORFOLOGIA DAS
CELULAS BACTERIANAS OBSERVADA PELO TESTE DE
COLORACAO DE GRAM
Células do tipo bastonetes de col6nia cultivada em meio NFb, teste de
Gram negativo. Aumento de 400x

FONTE: A autora (2009)

FIGURA 8 — TESTE DE CATALASE POSITIVO PARA TODAS AS AMOSTRAS
BACTERIANAS TESTADAS INDICADO PELA FORMAGCAO DE
BOLHAS
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FONTE: A autora (2009)

FIGURA 9 — IDENTIFICACAO DA ATIVIDADE DE UREASE E DE FERMENTACAO
DA GLICOSE EM MEIO EMP
A) Resultado positivo indicado pela coloracdo azulada do meio. B)
Formacéao de bolha indicando produgéo de gas

FONTE: A autora (2009)

FIGURA 10 — RESULTADO POSITIVO DO TESTE DE NITRATO OBSERVADO
PELA COLORACAO VERMELHA INTENSA COM A ADICAO DAS
SOLUGCOES DO TESTE DE NITRATO EM COLONIAS CRESCIDAS
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FONTE: A autora (2009)

FIGURA 11 — PLACAS CONTENDO MEIO CALDO DE CARBOIDRATO COM

RESULTADO POSITIVO REPRESENTADO PELO CRESCIMENTO
DE COLONIAS NOS QUADRANTES

Meio com adicao de A) Dextrose. B) Frutose. C) Galactose. D)
Lactato. E) Malato. F) Manitol. G) Sacarose



FIGURA

FONTE: A autora (2009)

FIGURA

12

13

FONTE: A autora (2009)
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CRESCIMENTO BACTERIANO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DO ANTIBIOTICO AMOXICILINA EM
PLACAS CONTENDO MEIO NUTRITIVO AGAR

Meio com amoxicilina na concentragéo de A) 50 ug/mL. B)
150 pg/mL. C) 300 pg/mL

CRESCIMENTO BACTERIANO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DO ANTIBIOTICO TETRACICLINA
EM PLACAS CONTENDO MEIO NUTRITIVO AGAR

Meio com tetraciclina na concentragdao de A) 50 pug/mL. B)
150 pg/mL. C) 300 pg/mL
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Para o teste de fixacdo de nitrogénio verificou-se que todas as amostras
inoculadas em meio semi-sélido apresentaram formacao de pelicula indicadora de
crescimento bacteriano (FIGURA 14). Quando submetidas ao teste de atividade da
nitrogenase, apenas duas amostras (L1.23 e L1.24) apresentaram caracteristica de
fixadora de nitrogénio, com etileno aferido proximo aos controles positivos
(Azospirillum brasiliense e Herbaspirillum seropedicae). O restante dos isolados
testados apresentaram pico de etileno inferior ao padrdao. A TABELA 2 mostra as

porcentagens de resultados positivos para cada teste bioquimico realizado.

FONTE: A autora (2009)

FIGURA 14 - TESTE DE FIXACAO DE NITROGENIO COM FORMAGCAO DA
PELICULA EM MEIO SEMI-SOLIDO NFb LACTATO INDICANDO
CRESCIMENTO BACTERIANO

TABELA 2 — PORCENTAGENS DE RESULTADOS POSITIVOS PARA OS TESTES

BIOQUIMICOS
Catalase Urease Fermentﬂqfiu
100%: 8% 3E6%
Mitrato Fixagﬁn N Dextrose
B1% 2% 96%
Frutose Galactose Lactose
GBS 95% 92%
Malato Manitol Sacarose
94% 95% 95%
Amoxicilina 50 pg'mL  AmoXicilina 150 pg/mL  Amoxicilina 300 pg/mL
B0% B4% 0%

Tetraciclina 50 pg'mlL Tetraciclina 150 pg/mL  Tetraciclina 300 pg/mL
13% 3% 6%
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5.4 CARACTERIZACAO GENETICA

5.4.1 BOX-PCR

Apés a extragdo do DNA das 217 amostras da colegcdo basica 131

apresentaram DNA acima de 1 ng/uL e foram utilizadas para amplificagdo por BOX-

PCR . Destas amostras, 93 apresentaram bom perfil de amplificagdo por BOX-PCR,

conforme exemplificado na FIGURA 15.
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FONTE: A autora (2009)

FIGURA 15 — PERFIL ELETROFORETICO DE 17 ISOLADOS BACTERIANOS
AMPLIFICADOS POR BOX-PCR
Gel de agarose 1,5%. Marcador DNA Ladder 100pb LUDWIG
BIOTEC. Coloragdo com GelRed™

5.4.2 Sequenciamento

A diversidade pode ser identificada pelos dados do sequenciamento da regido
entre aproximadamente 770 e 1540 pares de base do gene 16S, a qual revelou em
35 dos 98 isolados, a presenga de quatro géneros ja descritos como endofiticos
promotores de crescimento e alguns potenciais fixadores de nitrogénio: Klebsiella,
Burkholderia, Bacillus e Pantoea (QUADRO 4). Os géneros encontrados nos

diferentes gendtipos estao representados na FIGURA 16.

Branco
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QUADRO 4 — IDENTIFICACAO DE 35 ISOLADOS A PARTIR DA SEQUENCIA
PARCIAL DO GENE 16S DO rRNA

Isolado | N° de bases | % de similaridade Género N° acesso
L1.103 569 100% Bacillus sp AB453296.1
L1.110 574 100% Bacillus sp AB453296.1
L1.87 521 100% Bacillus sp AB453296.1
L1.88 510 100% Bacillus sp AB453296.1
L1.98 583 100% Bacillus sp AB453296.1
L2.25 574 100% Bacillus sp AB453296.1
L2.07 574 100% Bacillus sp AB453296.1
L2.08 572 100% Bacillus sp AF394538.1
N1.113 563 99% Bacillus sp AB453296.1
J1.61 565 100% Burkholderia sp |GQ 246182.1
J1.70 535 99% Burkholderia sp |GQ 246182.1

L1.C 560 100% Burkholderia sp |GQ 246182.1
L2.15 561 99% Burkholderia sp |GQ 246182.1
N1.82 627 99% Burkholderia sp |GQ 246182.1
N1.90 556 100% Burkholderia sp |GQ 246182.1

L1.111 582 100% Klebsielasp | GU290319.1
J1.59 588 100% Pantoea sp AF394538.1
J1.60 507 99% Pantoea sp AF394538.1
J1.68 615 99% Pantoea sp AF394538.1
L1.102 536 99% Pantoea sp AF394538.1
L1.115 539 100% Pantoea sp AF394538.1
L1.23 565 99% Pantoea sp AF394538.1
L1.04 528 99% Pantoea sp AF394538.1
L2.11 548 99% Pantoea sp AF394538.1
L2.14 545 100% Pantoea sp AF394538.1
L2.19 585 100% Pantoea sp AF394538.1
N1.102 623 100% Pantoea sp AB453296.1
N1.116 512 100% Pantoea sp AF394538.1
N1.06 558 100% Pantoea sp AF394538.1
N1.96 580 100% Pantoea sp AF394538.1
N2.20 576 99% Pantoea sp AF394538.1
N2.32 548 99% Pantoea sp AF394538.1
N2.40 590 100% Pantoea sp AF394538.1
N2.45 578 100% Pantoea sp AF394538.1
N2.07 578 100% Pantoea sp AF394538.1
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LA LB LC LD
Bacillus Pantoea Bacillus Burkholderia
Burkholderia Klebsiella Pantoea
Pantoea
H2 H1 H3
Bacillus Pantoea Burkholderia
Burkholderia Pantoea
Pantoea

FIGURA 16 — GENEROS IDENTIFICADOS EM CADA GENOTIPO POR MEIO DE
SEQUENCIAMENTO PARCIAL DA REGIAO 16S
Parentais: LA (linhagem A); LB (linhagem B); LC (linhagem C); LD
(linhagem D). Hibridos: H2 (hibrido de LA x LB); H1 (hibrido de LA x
LC); H3 (hibrido de LA x LD)

5.5 ANALISE DE DADOS

Todos os dados obtidos pelas analises morfofisiolégica e molecular foram
analisados separadamente pelo programa NTSYS gerando os dendrogramas das
FIGURAS 17 a 23 cujos valores a esquerda dos nos representam “bootstrap”
significativo (acima de 50%). As analises foram realizadas individualmente tanto
para as linhagens como para cada hibrido avaliado.
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FIGURA 20 — DENDROGRAMAS DAS CARACTERISTICAS A) MORFOLOGICAS
B) BIOQUIMICAS C) MOLECULAR (BOX-PCR) DE ISOLADOS DA
LINHAGEM A
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FIGURA 21 — DENDROGRAMAS DAS CARACTERISTICAS A) MORFOLOGICAS
B) BIOQUIMICAS C) MOLECULAR (BOX-PCR) DE ISOLADOS DA
LINHAGEM B
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LINHAGEM D
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6 DISCUSSAO

Os resultados preliminares da morfologia bacteriana, Teste de Gram e
analises bioquimicas ja sinalizaram a presenca de diversidade na colegao
estabelecida de bactérias endofiticas presentes na raiz de sete gendtipos de milho.

Com a construgao dos dendrogramas foi possivel confirmar a alta diversidade
morfofisiolégica e genética presente em todas as amostras, independentemente dos
genotipos vegetais dos quais as bactérias foram originadas. Um dos fatores que
parece estar associado a possibilidade de manifestacdo de alta variabilidade é a
presenca de alto indice de matéria organica expresso pela altissima capacidade de
troca de cations (CTC igual a 270,3 mmolc/dm®). Em solo de cerrados este valor
encontra-se na faixa de 2 a 4 mmolc/dm®. Em contrapartida, neste mesmo solo
existe um elevado indice de aluminio (21,5 mmolc/dm®) e baixo pH (4,4)
(TERASAWA JUNIOR, comunicagao pessoal). Estes dois fatores sao limitantes ao
crescimento bacteriano. Pode-se considerar que mesmo com a alta diversidade
presente no solo, o alto teor de aluminio e o baixo pH ndo corrigidos para este
estudo, sao seletivos para as bactérias capazes de sobreviver a estas condi¢des
adversas. E importante a investigacdo da acdo interativa funcional destes isolados
com a planta, visando o beneficio potencial para variedades recomendadas para
regides limitrofes de cultivo de milho. Neste mesmo solo da Semilia Genética e
Melhoramento Ltda., Oliveira et al. (2010) observaram em estudos de diversidade,
alta magnitude de variagcdo encontrada em rizobios que nodulam feijoeiro,
provavelmente associada a estas mesmas caracteristicas.

A metodologia adotada neste estudo indicou que alguns parametros
estimados ndo foram capazes de discriminar os isolados da colecdo estabelecida.
Estes incluem: coloragdo de colbnias, tamanho da colénia e alguns testes
bioquimicos como da catalase e crescimento intrinseco em fontes de carbono.

A coloracao das col6nias ndo pode ser discriminada quando crescidas sem o
corante Rosa de Bengala, usado como fungicida. Ainda, o tamanho da col6nia varia
em fungdo da fase de crescimento bacteriano. Assim mesmo, todos os
dendrogramas de morfologia que contemplam as demais caracteristicas avaliadas,
expressam 0s maiores indices de variabilidade até porque compreendem maior

numero de isolados (217) que os testes bioquimicos (98).
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O teste da catalase nao foi relevante neste estudo, uma vez que resultou na
totalidade de amostras positivas. Isto ocorre porque algumas reag¢des bioquimicas
podem ser comuns a maioria das bactérias, ndo apresentando assim, capacidade
discriminatoria. Rezende, Oliveira e Didonet (2009) descrevem que o teste de
catalase com resultado positivo € um dos requisitos para a identificagdo do género
Pseudomonas, fixadora de nitrogénio, mas destacam que sdo necessarios outros
testes moleculares para confirmacéao da classificagdo por resultados enzimaticos.

Os dados de crescimento intrinseco em diferentes fontes de carbono também
sugerem que a maioria dos isolados n&o é seletiva para fontes especificas de
carbono no seu crescimento. Para o teste de tolerancia intrinseca em antibiético, os
resultados mostram ser a tetraciclina o antibiético mais eficiente para inibicdo do
crescimento destas bactérias. Dentre as diferentes concentragdes, pode-se observar
que as porcentagens de inibicdo do crescimento foram muito préximas (TABELA 2).

O teste de nitrato indicou 81% de respostas positivas, sendo este um teste
indicativo da possibilidade de fixacao bioldgica de nitrogénio. Ja o teste de urease
apontou apenas 8% de bactérias potencialmente fixadoras e este dado contrasta
com os 2% (dois isolados) de resposta positiva para o teste de fixagcdo de nitrogénio
(TABELA 2). Este ultimo teste pode ter seu resultado atribuido ao tempo de
crescimento avaliado, pois esta associado ao melhor periodo da atividade fixadora.
Mesmo assim, o teste de fixacdo do N2 foi fundamental para uma prévia identificacéo
de possiveis grupos fixadores, uma vez que apenas os isolados L1.23 e L1.24
apresentaram atividade da nitrogenase. Estes isolados na analise morfoldgica
agruparam-se com outro isolado, o L1.22 (78% de similaridade), o que pode indicar
que ele pertenca ao mesmo grupo (FIGURA 17), necessitando de analise
comprobatéria.

A formacéao deste grupo é melhor visualizada na FIGURA 24A que representa
a analise de componentes principais da matriz de similaridade morfolégica. Como os
isolados L1.24 e L1.23 sao fixadores de nitrogénio, a formagao deste grupo pode
sugerir que talvez todos estes isolados também sejam potenciais fixadores de
nitrogénio. Apenas o isolado L1.23 foi submetido aos outros testes bioquimicos e a
analise molecular, devido a baixa sobrevivéncia das bactérias em condi¢cdes de
laboratério. Na analise bioquimica, o isolado fixador L1.23 aparece proximo ao
N1.43 e na analise molecular, agrupado aos isolados L2.10, L2.11, L2.12, N1.03,
N2.20 e N2.03.
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Isto pode indicar que estas amostras também tenham caracteristicas de
fixadoras de nitrogénio, mas que nao foram evidenciadas no teste de atividade da
nitrogenase devido ao periodo de crescimento intrinseco a cada isolado. Neste
caso, novos testes podem esclarecer esta possibilidade, pois inUumeros trabalhos
como os de Boddey e Ddbereiner (1995), Baldani et al. (1997), Reinhold-Hurek e
Hurek (1998), Cavallet et al. (2000), Perin; Baldani e Reis (2004), Roesh et al.
(2005), Didonet (2007) entre outros, relatam o papel de bactérias endofiticas com
potencial de fixacdo de nitrogénio e sua relagdo com a promogao do crescimento
vegetal, visando beneficios econdmico e ambiental na area agricola. E importante
salientar que grupos de endofiticos fixadores de nitrogénio podem estar associados
a maior eficiéncia na promocéao de crescimento vegetal e portanto, torna-se possivel
a identificacdo de potencias isolados para o desenvolvimento de inoculantes
comerciais.

A baixa disponibilidade de nitrogénio no solo pode permitir a selecdo de
isolados que incrementam o rendimento da cultura. Cavallet et al. (2000)
pesquisaram o efeito da bactéria fixadora de nitrogénio Azospirillum spp. inoculada
em plantas de milho e observaram que este género além da FBN, também promove
o aumento radicular com possiveis efeitos na producdo de substancias promotoras
de crescimento. Weber, Baldani e Débereiner (2000) observaram que mudas de
bananeira inoculadas por diazotroficas dos tipos Herbaspirillum e Burkholderia
apresentaram crescimento significativo em mudas da planta. O beneficio de
bactérias endofiticas para produgdo de inoculantes ja tem sido demonstrada em
diversos estudos (CAMPOS, THEISEN, GNATTA, 2000; EMPRAPA, 2007;
HUNGRIA et al., 2009). Quando identificada a contribuigdo de isolados de bactérias
endofiticas no efeito de absorcdo de nutrientes, ha a perspectiva de serem
conduzidos testes para avaliar a caracteristica de fixacdo e sua relacdo com a
produtividade, uma vez que trabalhos relatam o beneficio do uso de inoculantes para
gramineas, em especial o milho.

Ainda, Pereira et al. (2007), observaram que a técnica de BOX-PCR foi capaz
de detectar a diversidade genética elevada de rizdbios isolados de plantas de soja,
com agrupamento de estirpes em baixo nivel de similaridade. A diversidade
detectada pelos autores foi importante para relacionar a presenca de eficiéncia de
fixagdo do nitrogénio com a presenga de maior numero de espécies em rotacéo de

cultura. Foi observado que com a presenca do hospedeiro especifico (soja) na
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maioria das vezes, houve menor diversidade, o que indica uma possivel sele¢cao de
estirpes mais eficientes no fornecimento de nitrogénio via FBN. Os autores
destacam ainda, que a diversidade de microrganismos especificos pode ser oposta
a funcionalidade, pois ocorre um aumento da pressao de sele¢cdo, mas que é preciso
considerar as interacdes microbianas dos sistemas agricolas.

Apds o sequenciamento e identificagcdo dos isolados nos dendrogramas
gerados pela analise BOX-PCR, foi observado que esta técnica mostrou-se
altamente eficiente para a identificagdo de isolados ao nivel de género. Por exemplo,
na FIGURA 18 ao se comparar no hibrido 2 os dados da analise molecular e do
sequenciamento parcial, o grupo identificado como Pantoea apresenta somente 35%
de similaridade com outros isolados identificados como dos géneros Burkholderia e
Bacillus., revelando a baixa similaridade entre os agrupamentos. Isso também é
observado na FIGURA 20, representativa da linhagem A, onde ocorreu um
agrupamento indicando que os isolados do género Bacillus ttm também apenas
35% de similaridade com outros isolados identificados como Pantoea e Burkholderia.
Para esse mesmo genodtipo, € possivel salientar ainda que os agrupamentos
formados na analise morfofisiolégica confirmam os resultados encontrados na
analise molecular.

Outros agrupamentos formados na analise de BOX-PCR sem identificagao
por meio de sequenciamento sugerem que existam outros géneros distintos
daqueles detectados no presente trabalho. Isso € evidenciado na FIGURA 21, onde
apenas o género Pantoea é identificado e que, provavelmente, os outros
agrupamentos sem identificagdo possam conter isolados de géneros distintos
daqueles detectados pelo sequenciamento parcial dessa regido do 16S.
Aparentemente, a capacidade de colonizacdo do género Pantoea €é mais
proeminente do que os demais géneros identificados.

Para as variaveis bioquimica, morfolégica e molecular, ndo foi observada
colonizagédo diferencial entre gendtipos (linhagens e hibridos). Entretanto, apds a
classificagdo dos isolados por meio de sequenciamento, observou-se na linhagem B
(FIGURA 21), bem como no hibrido 1 (FIGURA 17), somente a presenga do género
Pantoea. Ainda, observou-se que a colonizagao ocorrida na linhagem C (FIGURA
22) foi somente pelos géneros Bacillus e Klebsiella, sendo o ultimo, presente apenas

nessa linhagem. Entretanto, tais conclusbées precisam ser vistas com cautela, pois
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nem todos os isolados obtidos foram identificados por sequenciamento até o
momento, o que poderia modificar tais resultados.

O esquema de cruzamentos e classificagdo dos géneros encontrados por
meio de sequenciamento representado na FIGURA 16 indicou que das quatro
linhagens estudadas, a linhagem A (FIGURA 17) foi a que apresentou maior
diversidade de géneros colonizando suas raizes. A expressao dessa capacidade foi
observada apenas no hibrido 2 (FIGURA 18), que foi colonizado pelos mesmos
géneros desta linhagem. Na linhagem B (FIGURA 21) houve expresséo de isolados
somente do género Pantoea, mas seu hibrido 2 (FIGURA 18) proveniente do
cruzamento com a linhagem A (FIGURA 20), apresenta o padrao de colonizagao
similar a esta linhagem. Comportamento semelhante foi verificado nos hibridos
provenientes dos cruzamentos entre LA x LC (hibrido 1, FIGURA 17) e LA x LD
(hibrido 3, FIGURA 19) que mantém esta mesma tendéncia.

Outro aspecto que pode ser evidenciado neste trabalho foi a colonizacéo
multipla das raizes das plantas. Isso fica evidente na FIGURA 23 (Linhagem D) onde
os isolados L1.113 e L1.115 aparecem em diferentes grupos no dendrograma obtido
com os dados de BOX-PCR. Tais isolados foram obtidos a partir da mesma raiz da
planta. O mesmo pode ser observado para os isolados L2.19 e L2.21 na FIGURA
23. Outros exemplos podem ser observados na FIGURA 21 com os isolados L1.107
e L1.108 e FIGURA 22 com os isolados N1.118 e N1.119. Este é um dado
extremamente importante, pois revela que além das plantas de milho investigadas
abrigarem bactérias endofiticas com grande variabilidade genética, ainda demonstra
que tal diversidade de colonizacdo pode ocorrer dentro da mesma raiz. E importante
destacar que esta colonizagdo multipla ndo parece ser influenciada pelo gendétipo da
planta investigada.

Os quatro géneros identificados pelo sequenciamento parcial do 16S,
Bacillus, Klebsiella, Burkholderia e Pantoea, ja foram relatados como promotores de
crescimento, sendo os trés ultimos também capazes de fixar nitrogénio. Os dois
isolados caracterizados como fixadores de nitrogénio pelo teste de atividade da
nitrogenase (L1.23 e L1.24), foram identificados como pertencentes ao género
Pantoea. Com experimento em casa de vegetacdo usando plantas de bananeira,
Weber, Baldani e Dobereiner (2000) demonstraram que houve ganho no
crescimento vegetal provavelmente pela produgdo de substancias fitorreguladoras

produzidas pelas diazotroficas. Bevivino et al. (1994) observaram que a bactéria
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fixadora de nitrogénio do género Burkholderia além de promover crescimento
vegetal pode estar relacionada a capacidade de controle do crescimento de fungos
fitopatogénicos.

Ferreira et al. (2008) relataram que a bactéria Pantoea agglomerans pode
estar relacionada a promogéao de crescimento vegetal, sendo que a presenga desses
endofitos oferece protecdo das sementes contra doencas e herbivoros. Nesse
estudo foi observada a colonizagdo de endoéfitos P. agglomerans geneticamente
modificados em plantas de eucalipto e os resultados sugerem que a transferéncia de
endofiticos pelas sementes pode manter a estabilidade da comunidade bacteriana e
os beneficios transmitidos a descendéncia da planta.

Procopio et al. (2009), constataram que o sequenciamento do gene 16S rRNA
discriminou bactérias endofiticas de eucalipto e revelou alto nivel de polimorfismo
genético entre os isolados com relacao positiva entre “clusters” e origem geografica.
Também foi testada a interacdo de bactérias identificadas como Pantoea e
Burkholderia cepacia quanto a secregcao de metabdlitos com efeito inibitério em
fungos endofiticos, sugerindo uma ag¢do antagonista desses microrganismos na
planta hospedeira. Destaca-se assim, a importancia de estudos para o controle de
doengas e promogao do crescimento vegetal a partir da selecdo de bactérias
endofiticas isolada de plantas.

Na busca do grau de colonizagdo bacteriana entre gendtipos de milho,
observou-se no presente estudo que a composi¢gdo homozigota das linhagens néo
diferencia do comportamento verificado nos hibridos por elas produzidos. As
FIGURAS 17 e 22 demonstram tais resultados, pois contém os isolados endofiticos
provenientes do hibrido 2 e da linhagem D. Também n&o foi observada colonizagao
diferencial entre hibridos como o apresentado na FIGURA 18 (hibrido 2) e seus
respectivos parentais nas FIGURAS 19 (linhagem A) e 20 (linhagem B). Isso pode
indicar que a mesma sele¢ao que ocorre em linhagens € igualmente transmitida para
o hibrido sem que o efeito de heterose interfira na presenca de grupos bacterianos
endofiticos do sistema radicular. Assim, € possivel concluir que a composi¢cao
genotipica das plantas nao influencia a colonizagédo em termos de magnitude da
variabilidade genética dos seus isolados. Este comportamento é reafirmado em
todas as demais figuras representativas dos gendétipos avaliados individualmente
(FIGURAS 16, 17, 21 e 22).
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Os dados encontrados no presente estudo contrastam com os resultados
obtidos por Rodrigues et al. (2006), ao observarem que a colonizagdo por
diazotréficas endofiticas em diferentes gendtipos de arroz esta relacionada ao
estagio de desenvolvimento da planta e que € possivel identificar diferengas de
colonizagdo em gendtipos distintos, sendo que em linhagens a diversidade
apresenta-se menor do que nas variedades geneticamente melhoradas. Isso indica
um processo de selegcao de individuos relacionado ao gendtipo que permite a
interagdo da planta com bactérias especificas. Mesmo n&o tendo sido realizado uma
avaliacdo em varios estagios de crescimento do milho, o comportamento genotipico
nao correspondeu aos dados do trabalho acima citado.

E importante ressaltar que os dados obtidos quanto & comparacdo de
colonizagéo entre gendtipos homozigotos ndo possui grande suporte na literatura
uma vez que, a analise de linhagens usualmente nédo é possivel pela falta de acesso
as matrizes que compdem os pares heterdticos dos hibridos comerciais de
empresas de melhoramento. Os resultados aqui expostos representam um dado
importante de avaliagdo genotipica e futuros estudos sobre promogdo de
crescimento vegetal usando os isolados aqui identificados como perspectivas de

continuidade deste trabalho.
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7 CONCLUSAO

Foi estabelecida uma colecao de bactérias endofiticas de raizes de diferentes
gendtipos de milho (Zea mays L.), sendo que caracterizagbes morfofisioldgica e
genética revelaram variabilidade.

Apesar da grande variabilidade entre os isolados, n&o foi observada
colonizagdo diferencial entre os diferentes genotipos, sejam eles linhagens
homozigotas ou hibridos comerciais. Por outro lado ficou evidenciada colonizagao
multipla por raiz, mas sem aparente influéncia do gendtipo da planta. A técnica de
BOX-PCR foi eficiente na caracterizagdo dos isolados e a técnica de
sequenciamento revelou a presenga dos géneros Pantoea, Bacillus, Burkholderia e
Klebsiella que caracterizam os isolados como bactérias endofiticas fixadoras de

nitrogénio e provaveis promotoras de crescimento vegetal.
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8 PERSPECTIVAS

O presente trabalho gera grandes perspectivas de continuidade,
especialmente para a avaliagdo do potencial de absor¢do de agua, nutrientes,
promogao do crescimento e fixagdo de nitrogénio visando a produg¢ao de inoculantes

comerciais.
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TABELA COM RESULTADOS DE TODAS AS AMOSTRAS OBSERVADAS PARA CARACTERIZACAO MORFOLOGICA.

APENDICE 1

AMOSTRA | TAMANHO COR | FORMA BORDAS | ELEVACAO SUPERHCEE|CONSBTENCM|TRANSPARENCV\ BRILHO GRAM
N1.3 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.B Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.6 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
N1.8 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.9 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.D Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.15 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.17 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.43 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.44 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.46 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.50 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.51 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.60 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.64 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.65 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.66 Puntiforme Rosa Circular Lobada Acuminada Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.70 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.72 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo

Continua



Continuagao

AMOSTRA | TAMANHO COR FORMA BORDAS ELEVACAO SUPEREFICIE | CONSISTENCIA | TRANSPARENCIA | BRILHO GRAM
N1.73 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.74 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.76 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.78 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.81 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.82 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.83 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
N1.84 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
N1.85 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.86 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.89 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
N1.90 Puntiforme Rosa Circular Lisa Centro Saliente Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.91 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.92 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.93 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
N1.94 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.95 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.96 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N1.97 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.98 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.100 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.101 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.102 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.103 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
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AMOSTRA | TAMANHO COR FORMA BORDAS ELEVACAO SUPEREFICIE | CONSISTENCIA | TRANSPARENCIA | BRILHO GRAM
N1.104 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.105 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.107 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.108 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.109 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N1.110 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.112 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.113 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.115 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N1.116 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.117 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.118 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.119 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.120 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N1.121 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N1.122 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo

N2.1 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
N2.3 Puntiforme Rosa Circular Lisa Acuminada Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.6 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.7 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.9 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
N2.12 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.13 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N2.17 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
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AMOSTRA | TAMANHO COR FORMA BORDAS ELEVACAO SUPEREFICIE | CONSISTENCIA | TRANSPARENCIA | BRILHO GRAM
N2.18 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N2.20 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.21 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N2.23 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.24 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.26 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Positivo
N2.32 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.33 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.35 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.37 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N2.40 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.42 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N2.45 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.48 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.49 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.51 Puntiforme Rosa Circular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.54 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.55 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N2.57 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
N2.59 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
N2.60 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.58 Puntiforme Vermelha Circular Liso Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
J1.59 Puntiforme Vermelha Circular Liso Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
J1.60 Puntiforme Vermelha Circular Liso Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
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AMOSTRA | TAMANHO COR FORMA BORDAS ELEVACAO SUPEREFICIE | CONSISTENCIA | TRANSPARENCIA | BRILHO GRAM
J1.61 Puntiforme Vermelha Circular Liso Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.64 Puntiforme Rosa Irregular Lobado Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.65 Puntiforme Rosa Circular Liso Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.66 Puntiforme Rosa Circular Liso Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.67 Puntiforme Rosa Circular Lobado Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.68 Puntiforme Rosa Circular Lobado Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.69 Puntiforme Rosa Circular Lobado Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.70 Puntiforme Vermelha Circular Liso Covexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.71 Puntiforme Rosa Circular Lobado Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J1.72 Puntiforme Rosa Circular Lobado Covexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
J2.25 Puntiforme Rosa Circular Liso Covexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
J2.26 Puntiforme Rosa Circular Liso Covexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
J2.28 Puntiforme Rosa Irregular Denteado Covexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
J2.29 Puntiforme Rosa Irregular Denteado Covexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
J2.30 Puntiforme Rosa Irregular Denteado Covexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.1 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L1.4 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Concéntrica Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.B Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
L1.7 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Rugosa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.8 Puntiforme | Transparente| Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L1.9 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Negativo
L1.C Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
L1.10 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
L1.12 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
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L1.13 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.14 Puntiforme | Transparente| Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L1.15 Puntiforme | Transparente | Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L1.17 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.18 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.22 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.23 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.24 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.25 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.26 Puntiforme [ Transparente| Circular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.33 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Negativo
L1.35 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Positivo
L1.36 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.41 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.42 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.43 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.44 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.45 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.47 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.48 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.49 Puntiforme | Transparente | Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L1.52 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.54 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.55 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Positivo

Continua



Continuagao

AMOSTRA | TAMANHO COR FORMA BORDAS ELEVACAO SUPEREFICIE | CONSISTENCIA | TRANSPARENCIA | BRILHO GRAM
L1.58 Puntiforme [ Transparente | Circular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L1.63 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.73 Puntiforme Vermelha Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.75 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.77 Puntiforme [ Transparente | Circular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L1.80 Puntiforme [ Transparente| Circular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Negativo
L1.82 Puntiforme [ Transparente | Circular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Negativo
L1.86 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.87 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.88 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.93 Puntiforme Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.98 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.99 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.101 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.102 Puntiforme Vermelha Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.103 Puntiforme Vermelha Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.104 Puntiforme Rosa Irregular Lobada Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.105 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Negativo
L1.106 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L1.107 Grande Vermelha Irregular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.108 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Concéntrica Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.109 Grande Vermelha Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.110 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.111 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
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L1.112 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.113 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L1.114 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L1.115 Grande Vermelha Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo

L2.1 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L2.2 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
L2.4 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.5 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.6 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.7 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.8 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.9 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.10 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.11 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.12 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.13 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Transparente Brilhante Positivo
L2.14 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.15 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Negativo
L2.17 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.19 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Positivo
L2.20 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.21 Grande Roxa Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Translucida Brilhante Negativo
L2.22 Puntiforme Vermelha Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Negativo
L2.24 Puntiforme Rosa Circular Lisa Convexa Baixa Lisa Gelatinosa Translucida Brilhante Positivo
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L2.25 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.26 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.27 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.28 Puntiforme Laranja Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.29 Puntiforme Laranja Irregular Lobada Convexa Alta Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
L2.30 Puntiforme Rosa Irregular Lisa Convexa Baixa Lisa Cremosa Opaca Brilhante Negativo
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ANEXO |

ANALISE ESTATISTICA

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

Fatorl(Fl) c 2.98447 0.49 0.8329 ns
Fator2 (F2) 3 29.06284 95.6976 16.2388 *+*
Int. FIxEZ 18 2.95668 0.1e4dz2 0.2751 ns
Tratamentos 2 35,03419 1.298756 2.1728 **
Blocos 5 37.93388 7.586878 12,7042 **
Residuo 135 80.62018 0.59719
Total le7 153.58825
*#% zignificativo ac nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significative aoc nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < 15)
ns ndo significativo (p >= .05)
L: 3, 135 F-krit(l%) = 3.9293 F = 16.2388 p < .00100
GL: 18, 135 F-krit(l%) = .33e2 F = .2751 p = .00278
GL: 27, 135 F-krit(l%) = 1.882¢ F=2.1728 p = .00Z2
GL: 5, 13% F-krit(l%) = 3.1553 F = 12.704Z p < 00100
Fator 1 = Gendtipos
Fator 2 = Meios
Médias de bloco Médiasz do fatorl
———————————————————————————————————————————— Médias do fator2
1 2.80941 a 1 2.10413 a -
2 2.889%73 a 2 2.1e550 a 1 2.77349 a
3 2.1871le b 3 2.22924 a 2 1.77937 b
4 1.70934 b 4 2.32879 a 3 2.45365 a
5 1.75994 b 5 2.42205 a 4 1.84887 b
g 1.92751 b 6 2.25942 a2
—————————————————————— 7 1.98779 a  DpMs2 = 0.43910

Médias Fator 1 x Fator

1 2 3
1 2.7259 1.6785 2.,1442
2 2.5670 1.¢559 2.4134
3 2.8758 1.8029 2.4158
4 2.88¢e9 1.8911 2.6818
5 2.9192 1.9737 2.5131
€ 2.6879 2.0093 2.6654
7 2.75118 1.4432 2.341%9
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Médias Fator 1 x Fator 2

Fator 2

1 1.8670
2 2.0257
3 1.8225
4 1.8553
5 2.2823
= 1.6751
7 1.4142

o o teste de comparacgio de médias
interagdo ndo foli significativo

[

Nzo foi apl
P o

T oque

[

PRRA BLOCOS FATOR 1 FATOR Z
Az medias seguidas pela mesma letra n
estatisticamente ent ap
de Tuksey ao nivel de

[N
D
=

|
i
D

3.5385 4.,1833 2.5485 1.8708 Z2.345 1.8708
3.5355  2.549% L7071 L7071 1.8708 L7071
4.0620 3.9370 1.5811 1.8708 )71 L7071
3.e742 3.5355 1.8708 L7071 7071 L7071
2.7386 4.0620 2.7386 2.1213 1.8708 1.8708
3.6742  2.9154 1.2247 L7071 7071 L7071
3.6742 3.8078 2.5495 1.8708 L7071 1.8708
3.2403 3.2403 1.8708 1.2247 1.8708 L7071
3.2403 3.3911 3.2403 3.3911 1.8708 Z2.1213
3.2403 Z2.5495 1.2247 L7071 1.2247  1.8708
2.3452 4.4158 2.1213 1.8708 1.8708 1.87086
1.8708 1.8708 1.8708 1.8708 1.8708 1.%5811
3.3911 3.6742 3.2403 Z.,1Z13 Z.3452 Z2.549%
3.2403 3.2403 1.5811 L7071 7071 1.8708
2.5495 3.2403 2.3452 1.8708 Z2.5495 3.5355
2.1213 2.3452 2.3452 1.8708 1.2247 1.2247
3.2403 3.2403 2.5154 2.,1213 2.9154 3.082Z2
3.2403 3.2403 3.2403 L7071 L7071 L7071
2.3452 4.3011 2.3452 1.8708 1.8708 Z2.345Z2
2.3452 3.3911 2.3452 .8708 1.8708 1.8708
2.5495 2.5495 2.5495 .8078 2.5495 Z.1213
2.3452 1.8708 3.391 L7071 1.8708 1.8708
3.2403 2.54%5 2.3452 2.3452 2.1213 3.3911

7071 L7071 2.5495  1.8708 1.8708 Z2.3452
2.5495 2.3452 2.,738¢ 2.12Z13 3.e742 3.08ZZ
2.9154 L7071 7071 L7071 L7071 2.9154
2.3452  2.345Z2 2.,3452 Z.,1Z13 Z.5495 Z.345Z

7071 7071 7071 2.1213 Z2.1213 2.1213

FPara calculo dos wvalores criticos de F e da probab
de F calculado, o Assistat utiliza o Algoritmo 724
(Abernathy, Roger W. & Smith, ERobert P. Algorithm
724: Program to calculate F-percentiles. ACM Trans
Math. Softw. 19, No.4, 481-483(1993).)



ANALISE DO SOLO

ANEXO I

100

Determinacgbes Valores
P Fosforo mg/dm3 41
M.O. |Matéria Organica g/dm3 60,51
pH [oH 4,4
H+Al  JH+AI mmolc/dm3 147
Al Aluminio mmolc/dm3 21,5
K |Potassio mmolc/dm3 1,6
Ca Calcio mmolc/dm3 85
Mg |Magnésio mmolc/dm3 37
S.B. [Soma de Bases mmolc/dm3 123,8
C.T.C. |Capacidade de Troca de Cations | mmolc/dm3 270,3
V% Saturacdo de Base % 46
%Al CTC |% Saturacdo por Aluminio % 14,8
ARGILA JArgila g/kg 510
SILTE |Silte g/kg 391
AREIA JAreia g/kg 99
CF Classificagao Fisica Tipo 03
B |Boro mg/dm3 1,42
Cu Cobre mg/dm3 0,6
Fe Ferro mg/dm3 436
Mn Manganés mg/dm3 1,22
Zn Zinco mgldm3 0,3

Fonte: Fundagao ABC (2009)
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