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Diversidade de bactérias endofiticas de Digitaria eriantha Steud e seu potencial
de promocdao de crescimento in vitro e in vivoi

RESUMO

As bactérias endofiticas podem contribuir na promocdo de crescimento de
plantas, reduzindo os custos de producéo e os danos ambientais. Assim, é importante
realizar trabalhos de prospeccéo de bactérias promotoras de crescimento em plantas
e seu potencial biotecnoldgico, promovendo tecnologias que permitam a producao
sustentavel. O objetivo foi avaliar a biodiversidade da comunidade de bactérias
endofiticas promotoras de crescimento do capim pangoldo (Digitaria eriantha Steud), em
diferentes habitats, e testar o efeito da promocéo de crescimento no milho. Foram
coletadas amostras de colmo, folha, raiz e solo da graminea, na estagéo experimental
de Araripina, nas estacfes secas e chuvosa, com calagem e sem calagem. As
amostras desinfestadas superficialmente e usadas para isolamento nos meios
semissolidos JMV, NFB e JNFB. Foram utilizados para contagem e isolamento, sendo
entdo realizada a caracterizagdo morfofisiolégica, avaliagdo dos indices de
diversidade e selecionados representantes dos grupos para avaliar a diversidade
molecular, caracteristicas promotoras de crescimento in vitro e testar sua eficiéncia no
milho. Trezentos e dezesseis isolados de bactérias endofiticas nativas foram isoladas
e caracterizadas, formando 73 grupos a 100% de similaridade. Destes, foram
selecionados 80 representantes para analise de “fingerprint” por BOX-PCR. 67
isolados amplificaram o elemento BOX e a 70% de similaridade todos os isolados
foram distintos. Com o0 sequenciamento do gene 16S rRNA classificou
taxonomicamente aos filos (Actinobactérias, Firmicutes e Proteobactérias) e aos
géneros Alcalinogenes, Enterobacter, Erwinia, Mycobacterium, Burkholderia, Bacillus,
Kocuria  Massilia,, Neocardoides, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium,
Stenotrptophomonas, Shinella e Staphylococcus. Todos apresentaram producéo
variavel para o acido indol-3-acético (AIA) na presenca de L-triptofano, variando de 20
a 215 ug de AIA mlt e a producéo de sideréforos. 68% dos isolados foram positivos
para fixacdo de nitrogénio, 35% para solubilizacdo de fosfato e 13% para HCN. Os
isolados promoveram o crescimento do milho, em relacdo altura e comprimento
radicular. Os isolados bacterianos ndo diferiram das estirpes atualmente
recomendadas para producéo de inoculante o milho. O capim pangolao apresentou
uma grande diversidade de bactérias endofiticas, que é afetada pelas condicdes
edafocliméaticas e nichos de colonizacédo, com maior diversidade na estacdo chuvosa
e na area com calagem.

Palavras-chave: Bioprospecc¢ao. Poaceae. Digitaria eriantha. Proteobactéria. BPCP.
Milho.






Diversity and corn growth promotion by Digitaria eriantha Steud endophytic
bacteria

ABSTRACT

Endophytic bacteria may contribute to promote plant growth, reducing production costs
and environmental damage. It is thus importante to prospect plant growth promoting bacteria
and their biotechnological potential, furthering sustainable production technologies. The goal
was to evaluate pangoldao endophytic bacteria community diversity in different environments
and test their effect on corn growth promotion. Samples were harvested from colm, leaves,
root and soil of the grass at the Araripina Experimental Station, at rainy and dry seasons, with
or without liming. The samples were superficially disinfested and used for isolation on the JIMV,
NFB and JNFB semisolid media. These were used for population estimation and isolation, and
later morphophysiological characterization, diversity index evaluation and group
representatives were selected to evaluate molecular diversity, in vitro growth promotion
characteristics and to test their efficiency on corn. Three hundred and sixteen endophytic
native bacteria isolates were isolated and characterized, formin 73 groups at 100% similarity.
From these 80 representatives were selected for BOX-PCR fingerprinting of which 67 isolates
amplified and were distinct at a 70% similarity level. 16S rRNA sequencing identified at phylum
(Proteobacteria, Actynobacteria and Firmicutes) and genera Alcalinogenes, Enterobacter,
Erwinia, Massilia, Rhizobium, Mycobacterium, Burkholderia, Bacillus, Neocardoides,
Stenotrptophomonas, Kocuria, Shinella, Pantoea, Staphylococcus and Pseudomonas.
All presented variable production of indol-3-acetic acid (IAA) with L-tryptophan add,
ranging from 20 to 215 pg IAA ml** and siderophore production. 68% of the isolates
were positive for nitrogen fixation, 35% for phosphate solubilization and 13 for HCN.
The isolates promoted height and root length corn development. The isolates did not
differ from strains currently recommended for corn inoculant production. Pangolao
grass had high endophytic bacteria diversity, which is affected by edaphoclimatic
conditions and colonization niche, with the rainy season and limed soils being more
diverse

Keywords: Prospection, Poaceae. Digitaria eriantha. Proteobacteria. PGPB. Maize.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é protagonista mundial na producdo agropecudria e um dos paises
responséveis por desenvolver tecnologias que possibilitam uma producdo agricola
sustentavel, com efeito na mitigacdo de emissdo dos gases CO2, CH4 e NOs. Dentre
elas, tem-se a substituicdo de insumos oriundo da industria por alternativas biologicas
como pelo uso de bactérias promotoras de crescimento (BPCP).

A utilizacdo dessas bactérias para o aumento da producdo agricola seré
provavelmente uma das propostas mais importantes para a agricultura moderna, pela
diminuicdo da dependéncia de fertilizantes quimicos, como também enfatizado pelo
Plano de Agricultura de Baixo Carbono do Governo Federal e sua contraparte no nivel
estadual. Ambos enfatizam a necessidade de reducdo de uso de insumos né&o
biolégicos em culturas de cereais como o milho, em funcéo de sua alta demanda de
fertilizantes, e culturas forrageiras, em funcéo da grande proporcéo de pastagens com
algum grau de degradacédo, bem como pela extensa area que ocupam.

Ha literatura sobre a diversidade de bactérias responsaveis pela promog¢ao de
crescimento de plantas, que modulam o metabolismo da planta e estimulam seu
crescimento e produtividade por mecanismos diretos e/ou indiretos. Alguns
mecanismos potencialmente importantes sdo a fixacdo biolégica de nitrogénio, a
solubilizacdo de fosfato, a sintese e liberacdo de fitohormdnios tais como AlA, a
atuacao no controle de fitopatdogenos atravées da sintese e liberacdo de sideréforos e
acido cianidrico.

No entanto, poucos estudos avaliam estes diferentes mecanismos
simultaneamente para um conjunto amplo de genétipos bacterianos. Ao mesmo
tempo, trabalhos visando a adoc¢éo de préaticas de inoculagcdo microbiana em Poaceae
tendem a usar misturas de estirpes, inclusive de diferentes espécies, mas nao indicar
de forma clara qual o principal mecanismo fisiolégico envolvido com a promocéo de

crescimento.
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1.1 Hipbteses

1 Abiodiversidade de bactérias endofiticas associadas ao capim pangolao é afetada
pelas condi¢cdes edafoclimaticas e nichos de colonizagéo.

2 O estudo da diversidade da comunidade microbiologica associada ao capim
pangoldo é uma ferramenta que pode auxiliar na obtencéo de bactérias eficientes

para promogéao do crescimento das plantas.

1.2 Objetivo Geral

Avaliar a biodiversidade da comunidade de bactérias endofiticas promotoras de
crescimento do capim pangoldo, em diferentes habitats, e testar o efeito na promocéo

de crescimento no milho.
1.3 Objetivos Especificos

1. Isolar e avaliar a diversidade de bactérias endofiticas promotoras de crescimento
no capim pangolao em diferentes nichos e condi¢cbes edafoclimaticas;
2. Estudar mecanismos de promocéo de crescimento in vitro de bactérias endofiticas

e sua possivel relacdo com a promocéo de crescimento in vivo na cultura do milho;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pastagens

De acordo com o IBGE (2017), as pastagens ocupam aproximadamente 158
milnGes de hectares. Destes, estima-se que 30,5 milhdes se encontram na regiao
Nordeste, sendo 16 milhdes com pastagens naturais e 14,5 milhdes com pastagens
cultivadas (IBGE, 2009). Com o género Digitaria presente nas pastagens, com cerca
de 26 espécies nativas, das quais nove sao endémicas, além de 12 espécies exoticas
distribuidas no Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil, fazendo do Brasil o
pais das Américas com o maior niumero de espécies deste género (DIAS et al., 2007,
ARAUJO et al., 2017).

O capim pangolao, anteriormente classificado como Digitaria pentzii Stent foi
reclassificado como Digitaria eriantha Steud. cv. Suvernola (COOK; SCHULTZE-
KRAFT, 2015). O pangoldo é uma graminea perene e fortemente estolonifera, com
colmos simples ou ramificados na base, em linha reta ou dobrados nos nos e é
considerada resistente a seca, ao fogo e ao pastejo (RATTRAY, 1960; COOK;
SCHULTZE-KRAFT, 2015). Ha registro de uso do capim pangoldao em pastagem na
Estacdo Experimental de Araripina do IPA, com a auséncia de calagem ou adubacéo
de cobertura ao longo de pelo menos 30 anos (TAVARES, 2017).

Agroecossistemas complexos como pastagens sao descritos com potencial de
ter alta diversidade de micro-organismos nativos, onde a atividade, abundancia e
composicao das populacdes bacterianas sdo moduladas por diversos fatores bidticos
e abioticos que influenciam a colonizacdo nas plantas (RILLINGA et al., 2019). As
bactérias endofiticas vivem nos tecidos de qualquer parte da planta, sendo protegidas
do estresse ambiental e da competicdo microbiana (QIN et al., 2011; GARCIA;
KNAAK; FIUZA, 2015). Com capacidade de fornecer compostos estruturalmente
diversificados, com pouca bioatividade conhecida, podendo auxiliar no crescimento,
desenvolvimento e protecdo da planta contra estresses bidticos e abidticos.

Sendo assim, as endofiticas podem ser utilizados na agricultura, afim de reduzir
custos, diminuindo a dependéncia de fertilizantes industrializados, e aumentando a
produtividade (CARVALHO et al., 2017). Além disso, como enfatizado pelo Plano de
Agricultura de Baixa Emissdo de Carbono — Plano ABC do Governo Federal e do
estado de Pernambuco para a reducdo dos impactos da producéo agricola sobre a
producéo de gases de efeito estufa (BRASIL, 2012; PERNAMBUCO, 2017). Uma das
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alternativas apresentadas no Plano ABC para atingir essa demanda € utilizacdo de
bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) (BRASIL, 2012), sendo um
dos assuntos de maior importancia para a agricultura moderna pelos baixos custo e
impacto ambiental (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016)

No Brasil, as bactérias endofiticas tém sido isoladas e caracterizadas de
diversos géneros da familia Poaceae (Oryza sativa, Brachiaria, Pennisetum glaucum,
Sorghum bicolor, Triticum spp e Zea mays, .) e utilizadas como inoculantes (SILVA et
al., 2012; HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016; PATEL; ARCHANA, 2017). Com
grande potencial no aumento da produtividade e reducdo de custos, diminuindo a
dependéncia de fertilizantes industrializados (CARVALHO et al., 2017). Hungria,
Nogueira e Araujo (2016), demonstraram o efeito positivo da inoculacdo de A.
brasilense em Brachiaria sp. em trés locais do Brasil durante dois anos. A inoculagéo
com endofiticos pode ser uma estratégia importante para Pernambuco, uma vez que
a area cultivada com cana-de-acucar, cereais (VASCONCELOS; FERREIRA, 2014) e

plantas forrageiras € a mais extensa do estado (IBGE, 2009).

2.2 Bactérias endofiticas promotoras de crescimento (BPCP)

Os micro-organismos desempenham servigos ecoldgicos importantes como os
ciclos biogeoquimicos e a manutencdo do bom funcionamento do ecossistema
(BARRIOS, 2007; BAE et al., 2018). Também podem facilitar a absor¢éo de nutrientes
pelas plantas (STAMFORD et al., 2015); alterar a disponibilidade e a toxicidade de
metais as plantas (WOOD et al., 2016); protecdo de plantas pela indu¢do na producéo
de fitohorménios como os acidos salicilico e jasmoénico; aumento do sistema radicular
com a producdo de acido indolacético; auxiliar nos processos como a fixacdo de
nitrogénio atmosférico (FUKAMI et al., 2018); producdo de sideréforos (LOACES;
FERRANDO; SCAVINO, 2011) e favorecer a colonizacdo de fungos micorrizicos
(BURITY et al., 2000), e assim promover o crescimento de plantas.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem estar em
vida livre — em associagcdo com particulas minerais e matéria organica, na rizosfera
de plantas, com distintos graus de proximidade com as raizes e o solo circundante;
endofiticas ou associativos através de processos simbibticos ou ndo (SOUZA;
AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015). As bactérias colonizadores da rizosfera podem ser
encontradas no interior das plantas como ja foi postulado pela Galippe em 1887 e

revisado por Compant et al. (2010) e demonstrado nas ultimas décadas, que o interior
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da planta é colonizado por uma variedade de endofiticas (DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI; 1995; BALDANI, BALDANI; DOBEREINER, 1996; HARDOIM et al., 2008;
SARKAR; REINHOLD-HUREK, 2014; HUNGRIA; RIBEIRO; NOGUEIRA, 2018).

Os endofiticos s@o capazes de entrar e colonizar uma parte do interior da planta
(GLICK, 2015). As BPCP endofiticos pode ser dividido em dois tipos gerais: bactérias
gue infectam apenas um numero muito limitado de plantas, como 0s rizébios que
interagem com as Fabaceae (GLICK, 2015); bactérias que estdo no tecido interno das
plantas, mas ndo fazem simbiose, normalmente com espectro amplo de colonizagéo.
Patel e Archana (2017), descreveram que estas bactérias penetram na area do cortex
da planta até chegar a endoderme através da degradacdo da parede celular por
enzimas, como celulases e poligalacturonases, bem como fazem uso de flagelos, pili
e vibracdo para ajudar na mobilidade e colonizagédo das partes acima do solo das
plantas hospedeiras.

Bactérias de varios géneros foram relatadas como tendo associacao endofitica
com plantas, incluindo Pseudomonas, Gluconacetobacter, Bacillus, Azospirillum,
Aerobacter, Aeromonas, Rhizobium, Microbacterium, Shilella, Erwinea,
Agrobacterium, Chryseomonas, Curtobacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavimonas e
Sphingomonas, Acetobacter, Herbaspirillum, Burkholderia, Enterobacter e Klebsiella
gue foram isolados de uma ampla gama de plantas (ANTUNES et al., 2017; MUTAI;
NJUGUNA; GHIMIRE, 2017; RODRIGUEZ et al., 2018; BARRETO et al., 2018) dentre
elas as Poaceae

As bactérias endofiticas vivem nos tecidos de qualquer parte da planta, sendo
protegidas do estresse ambiental e da competicdo microbiana (QIN et al., 2011;
GARCIA; KNAAK; FIUZA, 2015). Considerando seu nicho ecoldgico, tem sido
sugerido que bactérias endofiticas podem apresentar vantagens ecoldgicas sobre as
bactérias rizosféricas e epifiticas, por interagirem mais estreitamente com o
hospedeiro, logo com menos competicdo por fontes de carbono dentro de um
ambiente mais protegido (JAMES, 2000; SANTOYO et al., 2016).

A colonizacéo pode ser ndo uniforme, a depender de alguns fatores, tais como:
padrdes variados de exsudacéo de raizes, efeitos de sensibilidade quorum bacteriana
(COMPANT, CLEMENT e SESSITSCH, 2010), influenciadas pela espécie, cultivar,
idade, tipo de tecido da planta e estresse (ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO, 2009;
PATEL E ARCHANA, 2017). Estas bactérias podem afetar o crescimento e

desenvolvimento das plantas, direta ou indiretamente. A promoc¢ao direta do
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crescimento das plantas ocorre quando uma bactéria facilita a aquisicdo de recursos
ou nutrientes essenciais do meio ambiente ou modula o nivel de horménios dentro de
uma planta (GLICK, 2015). Contribuem na aquisicdo de nutrientes como nitrogénio
(SILVA et al., 2018), fésforo e ferro (SINGH et al., 2018). Sintetizam e fornecem um
ou mais fitohorménios (auxina, citocinina e giberelina), as bactérias podem diminuir os
niveis do etileno por sintetizar uma enzima, 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
deaminase, que cliva o ACC, o precursor imediato do etileno em todas as plantas
superiores (GLICK, 2015; SINGH et al., 2018). Protegendo-as dos danos causados
pela producao do etileno quando estdo sob condi¢des de estresse biodticos e abidticos
(GLICK, 2014). A promocéo indireta do crescimento das plantas ocorre quando a
BPCP previne, ou pelo menos diminui, os danos que poderiam ocorrer como
consequéncia da infeccdo da planta com qualquer um dos varios fitopatdgenos e pela
diminuicdo de danos por insetos ou nematoides (Glick, 2015).

Muitos estudos foram realizados para melhorar o conhecimento sobre a
associacao bactéria-planta, empregando técnica molecular (HUNGRIA; NOGUEIRA,;
ARAUJO, 2016), bem como co-inoculacdo (FUKAMI et al., 2018) e a producéo
industrial de inoculantes (DE-BASHAN, HERNANDEZ E BASHAN, 2015). No entanto,
ainda ha informacdes a serem descobertas sobre a magnitude e 0s mecanismos
exatos envolvidos nos efeitos positivos dos inoculantes bacterianos na promocéao de

crescimento em plantas na recuperacao de nitrogénio, fosforos e outros nutrientes.

2.2.1 Mecanismos de promoc¢ao de crescimento

2.1.1.1 Acido indol-3-acético (AlA)

A auxina desempenha um grande papel no crescimento das plantas,
principalmente, atuando no sistema radicular e nas respostas a estimulos ambientais
(AMIN; LATIF, 2017). Por isso € amplamente estudada, e tem os mecanismos de
funcdo e regulacdo bem demonstrados. A principal forma de auxina natural, acido
indol-3-acético (AlA), tem sua producdo por isolados microbianos e é mais eficiente
no crescimento das plantas do que solugdo pura de AIA (PUENTE et al., 2018). E
produzida por diferentes géneros como Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus,
Pseudomonas, entre outros, com diferentes caminhos biossintéticos, e com producéo
variavel de acordo com espécies (AMIN; LATIF, 2017).

As bactérias produtoras de AIA podem aumentar o crescimento da planta,
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especialmente a iniciacdo e alongamento da raiz (SHAO et al., 2015), resultando em
maior massa radicular e consequentemente, uma maior absorcéo de nutrientes pela
planta (HUSSAIN t al., 2015; ARSHAD et al., 2016), inclusive N (SILVEIRA et al.,
2016).

2.1.1.2 Solubilizacdo de fosfato

A solubilizacdo de fosfato € outro mecanismo bastante relatado e importante
na disponibilizacdo do fésforo as plantas em solos tropicais, que normalmente tém
limitada disponibilidade de fésforo. Segundo Li et al. (2017), as BPCP desempenham
um papel critico nos modelos de ciclos biogeoquimicos das formas de ciclo P soluvel
e insoluvel nos ecossistemas agricolas. Parte do P do solo encontra-se imobilizado
nas formas inorganicas com calcio, ferro e aluminio, ou em formas organicas (LI et al.,
2017). As bactérias mobilizam fosfatos inorganicos insolluveis da matriz mineral do
solo podendo ser absorvidos pelas raizes das plantas (LYU et al., 2016), através da
liberacéo de acidos organicos, de baixo peso molecular, que através dos seus grupos
hidroxilo e carbodxilo, quelam cations ligados ao fosfato, convertendo-o assim em
formas soliveis (ARCHANA; BUCH; KUMAR, 2012), sendo conhecido como o
principal mecanismo de solubilizacgéo.

A excrecao destes compostos também promove a acidificacdo do ambiente do
solo circundante, resultando na liberac&o de fosforo de complexos minerais insoluveis
(MENDES, et al., 2014; LI et al., 2015) que pode ser assimilados pelas plantas. Estes
micro-organismos juntamente com as fixadoras de nitrogénio desenvolvem relacéo
protocooperacao, favorecendo a promocéo do crescimento da planta em ambientes
com baixa disponibilidade de P (ARAUJO; SAMPAIO; SCHAEFER, 2017).

2.1.1.3 Fixagao de nitrogénio

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é a conversdo do N2 atmosférico em
amonia (NH4"), realizada por diversos micro-organismos simbidticos e de vida livre,
conhecidos também como bactérias diazotroficas, sendo responsaveis por contribuir
na entrada de nitrogénio nos ecossistemas naturais (CUSACK et al., 2009; REED et
al., 2011; PATEL; ARCHANA, 2017). A FBN é catalisada pela enzima nitrogenase que
requer ferro e molibdénio como cofatores codificados pelos genes nif (H,D,K),
(BOLHUIS et al., 2010; GONZALEZ et al., 2012; GABY; BUCKLEY, 2012), atraves de

uma reacao altamente endergdnica, com elevada energia de ativacdo, a qual € inibida
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na presenca de oxigénio (CANFIELD et al., 2010).

Estas enzimas sdo encontradas em muitas bactérias associativas ou
endofiticas, como as dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Bacillus,
Gluconacetobacter e Burkholderia e que sdo encontradas principalmente no solo da
rizosfera, no rizoplano e no interior dos tecidos (LOWMAN et al., 2016; SILVEIRA et
al., 2016; TAULE et al., 2016; XING et al., 2016). Com grande C potencial de aumentar
a disponibilidade de nitrogénio para plantas, particularmente no caso de cereais
(PATEL; ARCHANA, 2017).

2.1.1.4 Acido cianidrico (HCN)

As bactérias endofiticas produtoras de acido cianidrico (HCN) podem induzir a
resisténcia nas planta e a inibicdo de patdégenos radiculares, como fungos, oomicetos,
nematoides, protozoarios(FLURY et al., 2017). Segundo os mesmos, também tem a
capacidade de infectar e matar larvas de insetos.

Desta forma, as BPCP podem ser utilizadas como controle biolégicoproduzindo
medidas de controle ambientalmente amigaveis e de baixo custo usando micro-

organismos antagénicos que reduzem o numero e a atividade dos fitopatégenos.

2.1.1.5 Producdo de sider6foros

As BPCP liberam substancias de baixo peso molecular que atuam como
guelantes de metais, como os sideréforos quelantes de ferro ion Fe3*, na rizosfera (JI;
GURURANI; CHUN, 2014; SULOCHANA et al., 2014), que pode atuar no controle
biolégico de micro-organismos fitopatogénicos ao adquirirem o ferro disponivel no
ambiente prejudicando-os (NIEHUS et al., 2017). Além disso, o ferro quelado pode ser
utilizado como co-fator de diversas enzimas essenciais em importantes vias
metabdlicas dos organismos. Dentre estes, tem as bactérias diazotroficas que usa o
ferro no processo de fixagdo do nitrogénio (MCROSE et al., 2017).

2.2.2 Diversidade das bactérias endofiticas promotoras de crescimento (BPCP)

Os agroecossistemas, sdo ambientes complexos com alta diversidade de
microrganismos nativos, onde a atividade, abundancia e composi¢édo das populacées
bacterianas sdo moduladas por diversos fatores biéticos e abiéticos (RILLINGA et al.,
2019). Os principais fatores que influenciam a coloniza¢do por PGPB sdo (em ordem

de importancia) espécies vegetais, exsudatos radiculares, propriedades quimicas do
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solo, clima e localizagao espacial (BURNS et al., 2015; RILLINGA et al., 2019). Por
exemplo, Patel e Archana (2017) encontraram bactérias endofiticas em diferentes
gramineas (milho, trigo, milheto, sorgo e arroz) variando de acordo com as espécies
e local de isolamento.

Desta forma, a avaliacdo da diversidade e potencial de promocédo de
crescimento das comunidades de bactérias endofiticas em diferentes ambientes
permite avaliar o efeito ambiental sobre estas comunidades separadamente do efeito
genotipico da planta, que normalmente € bastante importante na fixacdo de N por ndo
leguminosas (DWIVEDI et al., 2015; RODRIGUEZ-BLANCO; SICARDI; FRIONI, 2015;
SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015; SANTOYO et al., 2016). Os estudos para
selecionar e avaliar biodiversidade de endofiticas, geralmente baseiam-se, no método
classico, em caracteristicas de isolados obtidos de varios tecidos internos de
diferentes plantas (FERNANDES-JUNIOR et al., 2015; PATEL; ARCHANA, 2017;
BARRETO et al., 2018), com isolamento em meios de cultura semi-especificos — livres
de nitrogénio, variando a fonte de carbono e pH.

A diversidade e riqueza das bactérias endofiticas pode ser aferida por
diferentes formas e diversos indices. Como, por exemplo, os indices de diversidade
de Shannon-Weaver (H), Simpson 1 H, equitabilidade (J), de dominancia (D), de
riqueza (Margalef) e riqueza estimada (Chao 1) (HAMMER et al., 2001). Por exemplo,
Lambais, Lucheta e Crowley (2014), utilizaram os indices de Shannon, Simpson e
Chao 1 para avaliar a diversidade de bactérias em diferentes arvores, sendo
adiversidade na rizosfera maior que na filosfera ou dermosfera. J& Gupta et al. (2014),
utilizaram os indices de diversidade de Shannom e Pielou em gramineas e
encontraram maior indice diversidade e uniformidade de bactérias diazotroficas, na
rizosfera do que nas amostras de raiz.

Além dos métodos tradicionais, a diversidade microbiana pode ser avaliada de
forma mais ampla, pela utilizagdo de técnicas mais modernas como a biologia
molecular, possibilitando o estudo dos micro-organismos tanto dependentes com
independentes de cultivo, pela deteccdo de acidos nucleicos (ANDREOTE;
AZEVEDO; ARAUJO, 2009;PATEL; ARCHANA, 2017).

2.2.2.1 Diversidade genética das bactérias endofiticas promotoras de
crescimento (BPCP)

A diversidade também pode ser analisada por diferentes técnicas moleculares,
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gue vem auxiliando na identificacdo da diversidade de bactérias diazotroficas e sédo
imprescindiveis na descoberta de novas espécies. O sequenciamento do gene 16S
rRNA € o método mais utilizado para identificacdo filogenética de bactérias
(GONZALEZ et al.,, 2012; HIRSCH; MAUCHLINE, 2012), podendo até chegar a
espécie (GARRITY; HOLT, 2001). Este método é complementado por outras técnicas,
pois ja foi demonstrado que em varios géneros de bactérias a variabilidade no 16S
rRNA é frequentemente baixa e pode néo refletir a diversidade detectada por outras
propriedades morfofisiolégicas ou genéticas(GERMANO et al., 2006; MENNA et al.,
2006). Maroniche et al. (2017), encontraram variagdes na caracterizacao filogenética
do Azospirillum com essa técnica e assim utilizou-se de outros métodos
complementares.

O método de analise de sequéncias Multilocus (Multilocus Sequence Analysis
— MLSA) tem sido cada vez mais utilizado em estudos de filogenia e taxonomia. O
método consiste na analise de varios genes housekeeping dispersos em pelo menos
100 kb do genoma (COOPER; FEIL, 2004).

Definicbes bem-sucedidas de grupos filogenéticos de rizobios tém sido
alcancadas com o uso de MLSA (MENNA et al.,, 2006; MOULIN et al., 2004). Por
exemplo, o MLSA foi utilizado para avaliar a diversidade de uma colecdo de
Bradyrhizobium (DELAMUTA et al., 2012). Em adicdo ao 16S rRNA, cinco genes
housekeeping (recA, atpD, ginll, gyrB and rpoB) foram utilizados e os resultados
demonstraram um nivel consideravelmente mais elevado da diversidade genética,

com indicag&o de novas espécies.

2.2.2.2 Analise de “fingerprint” pela amplificagdao do elemento BOX

A analise de genes ribossomais das bactérias ndo consegue diferenciar ao
nivel de estirpes, assim sendo necessério utilizar outros métodos genéticos para
diferencia-los, tanto na rotina de manutencao das cole¢des de culturas, como na etapa
de distribuicdo para as industrias de inoculantes(HUNGRIA et al., 2008). Segundo os
mesmos, um método internacionalmente reconhecido de caracterizacdo de estirpes
consiste na determinagdo do perfil de DNA apdés a amplificagdo com primers
(oligonucleotideos) relacionados a regides repetitivas e conservadas do DNA, em
geral no espaco intergénico, conhecida como a avaliagdo por box- PCR (repetitive-
sequence-based-PCR) Os elementos repetitivos parecem estar localizados em

posi¢cdes distintas intergénicas no genoma, em ambas as orientagbes. Sendo as
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familias BOX — BOX A (54 pb), BOX B (43 pb) e BOX C (50 pb)(MARTIN et al., 1992)
0s principais elementos em bactérias. Apesar da existéncia de trés elementos, a
subunidade BOX A tem se mostrado como elemento altamente conservado
(VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991; MARTIN et al., 1992; KOEUTH,;
VERSALOVIC; LUPSKI, 1995; MARTINS et al., 2015).

A técnica BOX-PCR ¢é utilizada em diversos estudos com bactérias
diazotréficas (KASCHUK et al., 2006; MENNA et al., 2009; MARTINS et al., 2015;
ANTUNES et al., 2017). Além disso, ela € recomendada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento — MAPA - para o controle de qualidade de colecdes de
culturas de rizébios, bem como para a recomendacédo das estirpes como inoculantes
(BRASIL, 2011).

2.2.3 Bactérias promotoras de crescimento em milho

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados, e € um dos principais
alimentos para humanos e animais (ROSAS-CASTOR et al., 2014). O Brasil € um dos
maiores produtores do gréo, com producéo distribuidas nas cinco regides.

O Nordeste inclui uma das fronteiras agricolas, a regido Matopiba (Maranhao,
Tocantins, Piaui e Bahia), pertencentes ao bioma Cerrado e onde se desenvolve
agricultura de alta produtividade com uso intensivo de insumos modernos, com
producdo do grdo (PEREIRA, PORCIONATO; NUNES DE CASTRO, 2018),
dependentes de adubos nitrogenados, fosfatados e &agua para irrigacdo. Como
também, uma producédo em menor escala, provinda da agricultura familiar, que atende
a demanda interna. Sergipe, por exemplo, nos ultimos anos teve expansdo na
producao de milho, com novas variedades e aumento no uso de insumos quimicos, a
fim de assegurar produtividades elevadas (BARROS et al., 2016).

As variedades de milho existentes no mercado, sédo exigentes em insumos
agricolas, particularmente, fertilizantes-N-P, para obter o maximo rendimento agricola
(KUAN et al., 2016). Assim, ha espaco para uso de biotecnologias, como as BPCP,
gue podem trazer inimeros beneficios para a cultura do milho. No trabalho de Kuan
et al. (2016) a producéo de biomassa de parte aérea e radicular esta correlacionada
positivamente com a produgcdo de AIA pelas cepas de Bacillus. Como também,
relataram que os mecanismos das BPCP podem ser uma alternativa para melhorar o
rendimento de graos.

No Brasil as estirpes de Azospirilum brasilense Ab-V5 e Ab-V6 séo
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amplamente utilizadas em inoculantes comerciais para gramineas e co-inoculadas em
leguminosas, responsaveis pela fixacdo de nitrogénio, sintese de fitohorménios e
adaptacdo ambiental (HUNGRIA; RIBEIRO; NOGUEIRA, 2018). Segundo os
supracitados, na safra de 2017 a 2018, cerca de 5 milhGes de doses de inoculantes
contendo as cepas Ab-V5 e Ab-V6 foram comercializadas no Brasil, e seu uso esta se
expandindo nos paises vizinhos. Estes inoculantes sdo usados nos cereais mais
importantes, como o milho (Zea mays L.) , arroz (Oryza sativa L.) e trigo (Triticum
aestivum L.) (REIS; BALDANI; BALDANI, 2015) além da Brachiaria (HUNGRIA,
NOGUEIRA; ARAUJO, 2016).
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3 DIVERSIDADE DE BACTERIAS ENDOFITICAS NO CAPIM PANGOLAO
(Digitaria eriantha Stent)

RESUMO

As bactérias endofiticas podem promover crescimento em planta, reduzindo os
custos de produgédo e os danos ambientais. O objetivo do trabalho foi isolar,
caracterizar e avaliar a diversidade das bactérias promotoras de crescimento no capim
pangolao (Digitaria eriantha). Foram coletadas amostras de colmo, folha, raiz e solo
da graminea em Araripina-PE, semiéarido tropical brasileiro, nas estaces secas e
chuvosa com e sem calagem. As amostras foram submetidas a desinfestacéo
superficial e isoladas nos meios semissolidos JMV, NFB e JNFB, para estimativa
populacional e isolamento, seguida por caracterizagdo morfofisiologica, avaliagdo dos
indices de diversidade e selecionados representantes dos grupos para avaliar a
diversidade molecular. Foram obtidos 316 isolados, formando 73 grupos de
similaridade a 100% de similaridade. Foram selecionados representantes para analise
de “fingerprint” por BOX-PCR e a 70% de similaridade todos os isolados foram
distintos. Destes, foram sequenciados 68 isolados para gene rRNA16S Os isolados
foram classificados taxonomicamente ao filo (Proteobactérias, Actinobactérias e
Firmicutes) e aos géneros Alcalinogenes, Enterobacter, Erwinia, Massilia, Rhizobium,
Mycobacterium, Burkholderia, Bacillus, Neocardoides, Stenotrptophomonas, Kocuria,
Shinella, Pantoea, Staphylococcus e Pseudomonas. O capim pangoldo apresentou
uma grande diversidade de bactérias endofiticas, afetada pelas condicdes
edafoclimaticas, com maior diversidade na estacao chuvosa e na area com calagem.

Palavras-chave: Bioprospeccdo. BPCP. Proteobactéria. Poaceae. Digitaria eriantha.
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Digitaria Eriantha ENDOPHYTIC BACTERIA DIVERSITY

ABSTRACT

Endophytic bacteria may promote plant growth, reducing costs and
environmental damage. This work aimed to isolate, characterize and evaluate the
diversity of plant growth promoting bacteria of Digitaria eriantha. Colm, leaves, roots
and soil samples were collected in Araripina-PE, Brazilian tropical semiarid, at the dry
and rainy seasons and soils limed or not. Samples were superficially disinfested and
isolates were obtained from JMV, NFB and JNFB semisolid media for population
estimates and isolation, followed by morphophysiological characterization, diversity
index evaluation and selection of group representatives for molecular diversity. 316
isolates were obtained, forming 73 100% similarity groups. Representatives were e
selected from these for BOX-PCR fingerprinting, all of which differed at 70% similarity.
68 isolates were sequenced by the 16S rRNA gene. Isolates were classified to phylum
(Proteobacteria, Actinobacteria and Firmicutes) and genera Alcalinogenes,
Enterobacter, Erwinia, Massilia, Rhizobium, Mycobacterium, Burkholderia, Bacillus,
Neocardoides, Stenotrptophomonas, Kocuria, Shinella, Pantoea, Staphylococcus and
Pseudomonas. Digitaria eriantha had high endophytic bacteria diversity, affected by
edaphoclimatic conditions, with higher diversity on the rainy season and limed area.

Keywords: Bioprospection. PGPB. Proteobacteria. Poaceae. Digitaria eriantha.
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3.1 INTRODUCAO

Existem cerca de 300.000 espécies de plantas, e cada espécie pode ser um
hospedeiro para um ou mais micro-organismos endofiticos (CHEBOTAR et al., 2015).
Estes micro-organismos podem fornecer compostos estruturalmente diversificados,
com bioatividade pouco conhecida, podendo auxiliar no crescimento, desenvolvimento
e protecao da planta contra estresses bioticos e abioticos. Sendo assim, os endofiticos
podem ser utilizados na agricultura para reduzir custos pela diminuicdo do uso de
fertilizantes industrializados com aumento da produtividade (CARVALHO et al., 2017).

As bactérias endofiticas tém sido isoladas e caracterizadas de diversos géneros
da familia Poaceae (Oryza sativa, Brachiaria, Pennisetum glaucum, Sorghum bicolor,
Triticum spp e Zea mays, .) e utilizadas como inoculantes (SILVA et al., 2012;
HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016; PATEL; ARCHANA, 2017). O capim
pangoléo (Digitaria eriantha Stent) é uma graminea tropical, distribuidas em diferentes
biomas, resistente a seca (RATTRAY, 1960; DIAS et al., 2007; COOK; SCHULTZE-
KRAFT, 2015; ARAUJO et al., 2017). Desta forma, agroecossistemas complexos, sao
escrito com potencial de ter alta diversidade de micro-organismos nativos, onde a
atividade, abundancia e composi¢éo das populagdes bacterianas sdo moduladas por
diversos fatores biéticos e abiéticos (RILLINGA et al., 2019).

Desta forma, a avaliacdo da diversidade das comunidades de bactérias
endofiticas em diferentes ambientes permite avaliar o efeito ambiental sobre estas
comunidades separadamente do efeito genotipico da planta, que normalmente é
bastante importante na promocdo de crescimento em gramineas (DWIVEDI et al.,
2015; RODRIGUEZ-BLANCO; SICARDI; FRIONI, 2015; SOUZA; AMBROSINI;
PASSAGLIA, 2015; SANTOYO et al., 2016).

Sendo que os estudos para avaliar biodiversidade de bactérias endofiticas, por
diferentes formas e diversos indices de diversidade., como, por exemplo, o indice de
diversidade de Shannon-Weaver (H), Simpson 1 H, equitabilidade (J), de dominancia
(D), de riqueza (Margalef) e riqueza estimada (Chao 1)(HARPER, 1999).

Como também, tem sido utilizada a técnica de BOX - PCR, que consiste na
determinacdo do perfil de DNA apds a amplificacdo com primers relacionados a
regides repetitivas e conservadas do DNA, possibilitando a avaliagado da diversidade
bacteriana (MENNA et al., 2009; SANTOS et al.,, 2014; MARTINS et al., 2015;
ANTUNES et al., 2017). Para identificacdo filogenética das bactérias, o gene 16S
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rRNA tem sido utilizado como marcador molecular (GONZALEZ et al., 2012; HIRSCH;
MAUCHLINE, 2012). Desta forma, objetivo do trabalho foi isolar, caracterizar e avaliar

a diversidade das bactérias endofiticas no capim pangoléo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostragem

A amostragem foi realizada na estacao experimental do Instituto Agrondmico
de Pernambuco — IPA, Araripina, situado na mesorregido do Sertdo de Pernambuco
(Figura 1) em éarea cultivada com capim pangoldo (Digitaria eriantha Stent) sem

calagem ou adubacéo de cobertura ha um minimo de 30 anos(TAVARES, 2017).
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Figura 1 — Localizag&o do Nordeste brasileiro com recorte do estado de Pernambuco, e énfase
para Araripina situada na mesorregiao do Sertao

Foram realizadas duas coletas em Dezembro/2016 (estacdo seca) e
Marco/2017 (estacdo chuvosa). Nesta Ultima, parte da area recebeu calagem, sendo
realizadas amostras nas areas com e sem calagem. Para cada amostra, foram
coletadas 10 amostras simples, em um transecto, com solo aderido as raizes, nas
estacdes seca sem calagem e chuvosa com e sem calagem (Tabela 1) com duas
amostras compostas por ambiente. Além disso, as amostras de solo foram coletadas
para caracteriza¢do quimica do solo na camada 0-20 cm.

Tabela 1 — Amostragens em pastagens de pangolédo (Digitaria eriantha) nas mesorregiées do Sertdo
(Araripina), de Pernambuco

Local de ~ Coordenadas
Amostragem Estacdo Calagem L
Amostragem geograficas
o Dezembro Seca Sem 7° 27 42.82” S
Araripina Sem 40° 25 12.71” O
Margo Chuvosa Com 7°27'487.25" S

40° 25’ 16.11” O
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A caracterizagdo quimica do solo foi realizada pelo Laboratorio de Quimica do
Solo do IPA, de acordo com a metodologia da EMBRAPA (CESAR, 2009) (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas quimicas do solo da area experimental.

SEM CALAGEM ,pH Ca Mg Al Na K P H+Al
| (agua)
Estacdo Profundidade/cm 1:25 cmolc dm-3 dmmg'3 cdn%o_lé:
Seca 0-20 550 2,00 1,60 0,10 0,03 0,10 3 3,71
COM CALAGEM (églda) Ca Mg Al Na K P H+Al
Estacdo Profundidade/cm 1:25 cmolc dm-3 dm% cg:r?lé:
Chuvosa 0-20 6,40 2,30 1,20 0,00 0,03 0,12 2 1,73

3.2.2 Analise da diversidade das bactérias endofiticas

3.2.2.1 Desinfestacdo, isolamento e caracterizagdo morfofisioléogica das
bactérias diazotroéficas

As amostras foram separadas em folhas, colmo e raizes, desinfestadas de
acordo com Barreto et al. (2018). Sendo que as folhas e colmos foram lavados em
agua corrente, secos em papel toalha e desinfestado superficialmente, através do uso
de algoddo embebecido em alcool 70%, quebrando a tensdo superficial. As raizes
foram lavadas em agua corrente para a retirada dos residuos de solo nédo liberados
pela agitacdo manual e cortadas em pedacos de aproximadamente 10cm. As raizes
foram desinfestadas com alcool a 70% durante 30 segundos, lavados com hipoclorito
de sddio (2,5%) por 1 min sob agitacdo e com agua autoclavada por cinco vezes.

Apés a desinfestacdo, as amostras foram lavadas em agua destilada
autoclavada e secas com papel toalha. De cada parte da planta, foram pesados 10g
e trituradas em 90 mL de solucéo salina (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995),
caracterizando assim a primeira diluicdo 10%, com trés repeticGes. Foram feitas
diluicdes de 102 até 107 em tubos com 9 mL da mesma solucgdo. Aliquotas de 0,1 mL
dos extratos diluidos foram inoculados em triplicata em frascos tipo penicilina
contendo 5 mL dos meios semissolidos NFB, JNFB e JMV, descritos por Débereiner,
(1999).

Os frascos foram incubados a 35 °C por 72-96 h em estufa bacteriolégica, e
determinado o numero mais provavel de bactérias pela tabela de McCrady. Nos casos

em gue houve a formacéo de pelicula, foi feita a repicagem para meio semissolido de
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origem e seguido por caracterizacdo fenotipica de colbnias isoladas.

A caracterizacdo morfologica foi realizada no meio solido 79 utilizado por Reis
et al. (2011), e foram avaliados a modificacdo do pH no meio de cultura (acido, neutro
e alcalino); producdo ou ndo de muco; bordas, cores e tamanho das colGnias
(MELLONI et al., 2006) com os dados transformados em binarios (1 — positivo e 0 —
negativo), e realizado agrupamento pelo algoritmo de grupos pareados e com indice
de Jaccard, utilizando o programa PAST 2.17c (HAMMER et al., 2001).

Foi realizado o agrupamento dos isolados obtidos, ao nivel de 100% de
similaridade. Nos quais foram calculados os indices de diversidade e escolhidos 80
isolados de forma que se manteve a representatividade do grupo e condicdes de
isolamento para etapas posteriores de estudo. Foram adotados os seguintes indices:
1. indice de Shannon. (H) Um indice de diversidade, tendo em conta o nimero de

individuos, bem como o nimero de estirpe Varia de 0 para comunidades com
apenas uma Unica estirpe a valores altos para comunidades com muitos taxons,

cada um com poucos individuos.

S . .

nll nt
NN
=1

Onde: N é numero total de individuos e ni € o nimero de individuos da estirpe.

2. Dominancia (D)= indice de 1-Simpson. mede a probabilidade de que dois
individuos escolhidos aleatoriamente de uma amostra pertencerdo a mesma
estipe, com valor de D varia entre 0 e 1 Com este indice, O representa diversidade
infinita, com todas as estirpes estdo igualmente presentes e 1, sem diversidade,

uma estirpe domina completamente a comunidade.

N\ 2
=%

Onde: n = nimero total de organismos de uma determinada estipe € N = niUmero

total de individuos de todas as estipes
3.indice Simpson 1-D. O valor deste indice também varia entre 0 e 1, mas agora,
quanto maior o valor, maior a diversidade da amostra. Nesse caso, 0 indice
representa a probabilidade de que dois individuos selecionados aleatoriamente de
uma amostra pertencerédo a espécies diferentes. Observa-se confuséo na literatura:

o indice de dominancia e Simpson sao frequentemente confundidos.

1—D=1—Z(%)2
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Onde: n = numero total de organismos de uma determinada espécie e N =
namero total de organismos de todas as espécies
4. Equitabilidade (J). Diversidade de Shannon dividida pelo logaritmo do numero de
taxa. Isso mede a uniformidade com a qual os individuos sao divididos entre o0s
taxons presentes. Seu valor apresenta uma amplitude de 0 (uniformidade
minima) a 1 (uniformidade maxima)
S
InS
Onde: H’ diversidade de Shannon e S numero total de espécies amostradas.
5. Indice de riqueza de Margalef:
-1
Inn

Margalef =

Onde: Sé o numero total de espécies amostradas, e n € 0 nimero de

individuos.

6. Chaol:Estimativa da riqueza total de espécies.
S+ F1(F1-2)
(2(F2+1)

Onde: S é o numero total de espécies amostradas. F1 é o nimero de espécies

Chaol =

Unica e F2 o nimero de espécies duplicadas.

3.2.3 Avaliacao da diversidade genética

3.2.3.1 Extracdo do DNA gendmico total dos isolados

Os isolados foram cultivados em 5,0 mL do meio de cultura Tryptic Soy Broth -
TSB e incubados a 30 °C, em mesa agitadora, a 180 rpm por 72 h. Apés esse periodo,
uma aliquota de 2,0 mL da suspensao de células foi transferida para microtubos de
2,0 mL, sendo centrifugados por 2 min a 12.000x g. Em seguida, descartou-se o
sobrenadante e com o precipitado foi realizada a extracdo do DNA, utilizando-se o Kit
MiniPrep (Axygen), conforme instrucdes do fabricante. Apos a extracdo do DNA dos
isolados, sua integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, 100
V por 30 min. Apos a extragdo, o DNA de cada isolado foi quantificado em NanoDrop
2000c da Thermo cientifica e concentragdo do DNA de trabalho foi padronizada em

20-30 ng. pLt. As amostras de DNA genémico foram armazenadas a -20 °C.
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3.2.3.2 BOX-PCR

Para amplificacdo do elemento BOX, foi utilizado o oligonucleotideo BOX-Al
(5-GTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3) sintetizado pela InvitrogenTM (Life
Technologies). A reacao de amplificagdo com volume final de 25,0 pL foi a seguinte:
10% Tampéo 10X; 0,2 mM dNTPs; 2mM de MgClz, 2 uM 0,3 U de Tag DNA polimerase
platinum; DNA molde (20-30 ng. puLt). As condi¢ces de amplificagéo foram ajustadas
de Freitas et al. (2007): um ciclo de desnaturacéo inicial a 95 °C por 9 min, 30 ciclos
de desnaturacgéo (1 min, a 94 °C), anelamento (1 min, a 55 °C) e extensao (5 min, a
72 °C), um ciclo de extensao final a 72 °C por 10 min. Todas as reacfes foram
realizadas no termociclador 2720 da Applied Biosystems.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese, contendo
tampao TBE 0,5X a 100 V, durante 360 min em géis de agarose a 1,2 %, corados com
SybrGold (Sigma) e fotografados em fotodocumentador LPIX-HE da Loccus do Brasil.

Confirmou-se a amplificacdo para 69 isolados. Para estes um dendrograma foi
construido usando o programa Geljv2 empregando o coeficiente de Jaccard algoritmo
UPGMA ( método do grupo de pares nao ponderados com média aritmética) (HERAS
et al., 2015; DELAMUTA et al., 2017) a 70% de similaridade.

3.2.3.3 Amplificagao, sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados

Representantes de cada grupo formado pelo agrupamento do BOX-PCR, ,
foram sequenciados. O DNA foi amplificado com os iniciadores para 0os genes rRNA
16S usando os primers Universal 27F (5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') e 1492R
(5TACGGTTAACCTT GTTACGACTT-3").

A reacgéo de amplificagdo com um volume final de 50 pL foi: 2 pL de DNA (20-
30 ng. pLt), 1,5 pL de MgClz, 5,0 uL tampéo 10X para PCR, 1,0uL dNTP’s, 2,0 uL de
cada primer (27F e 1492R), 0,6 uL de Taq DNA Polimerase platinum e agua Mili-Q
para completar a reacdo. A reacdo de amplificacdo foi realizada nas seguintes
condicdes: desnaturacao inicial de 94°C, por 3 min, 30 ciclos de desnaturacao (94 °C,
por 45 segundos), anelamento (56°C, por 30 segundos), extensédo (72 °C, por 2 min)
e uma extensao final de 72°C, por 7 min. Os produtos amplificados foram avaliados
em gel de agarose 1% e visualizados sob luz UV. Os produtos da PCR foram enviados
para Macrogen, Coréia do Sul, para purificacdo e sequenciamento.

As sequéncias obtidas foram comparadas ao banco de dados do NCBI. Para a
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determinacdo da identidade molecular, as sequéncias dos produtos da PCR dos
isolados foram, individualmente, submetidas a analise de similaridade pelo algoritmo
MEGABLAST (sequéncias altamente similares). Para os isolados que né&o tiveram alta
similaridade utilizou o algoritmo BLASTNn (sequéncias parecidas). As mesmas
sequéncias foram entdo analisadas comparativamente quanto a porcentagem de
identidade molecular, empregando-se o0 método de mdultipla progressao de Clustal W
(THOMPSON et al., 1999) pelo programa MEGA7.1 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis, Software Version 7). Para determinar o valor de similaridade e a matriz de
distancia foi utilizado o método de juncdo de vizinhos Juke-Cantor, para construir
arvores génicas das sequéncias concatenadas para cada isolado (KUMAR et al.,
2018). A significancia da ramificacdo dentro das arvores foi avaliada pela analise
bootstrap de 1.000 repeticbes geradas por computador. As sequéncias que nao

apresentaram alta similaridade n&o foram incluidas na arvore filogenética.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliacédo das populacdes de bactérias endofiticas na Digitaria eriantha
Foram encontradas populacdes endofiticas em todas as condi¢cdes (com
calagem/sem calagem, estacdo seca/estacao chuvosa, e nas diferentes partes das
plantas (colmo, folha e raiz) nos meios semissolidos NFB, JNFB e JMV. A densidade
populacional foi maior nas na estacao seca, na area que recebeu calagem, no colmo
e usando os meios JMV e NFB, variando de 6,7x102 a 1,2x10* células por grama da
parte utilizada (colmo, folha, raiz e solo) (Figura 2). De forma geral, a densidade
bacteriana obtida neste estudo assemelha-se aos trabalhos de Verma et al. (2014),
em que foi observada uma densidade de 1,0x10 ® de bactérias isoladas de trigo no
meio NFB, e Santos et al. (2013), observando uma densidade bacteriana em capim

Andropogon de 45,0x103, em Tanzania de 0,9x103 e em capim Buffel de 11,5 x103.
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Figura 2 — Popula¢des endofiticas de Digitaria eriantha em Araripina, PE, considerando o efeito de
diferentes épocas de amostragem, pratica cultural da calagem apenas na época chuvosa, de
diferentes partes de planta e de meios semissolidos

Foram obtidos 316 isolados obtidos no periodo chuvoso, nas areas com adicao
de calagem, no colmo e utilizando o meio semissolido JNFB, quando comparados
entre si, em cada condicao de isolamento, com probabilidade de néo ter sido devido
ao acaso (Tabela 3). No trabalho de Silva et al. (2013), as amostras coletadas na
estacdo chuvosa apresentaram uma maior populacdo microbiana do que na estacéo
seca. Resultado similar a este trabalho, que a maior densidade de isolados na estacéo
seca e na area com calagem. Segundo Silva et al. (2013), a densidade populacional
pode estar relacionada as mudancas no solo que afetaram as populagdes microbianas
nativas, tais como variagdes sazonais na umidade e pH do solo que podem levar a
mudancas nos padrfes de distribuicdo das espécies microbianas, sendo que as

bactérias preferem condi¢des neutras a alcalinas.
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Tabela 3 — Numeros de isolados na Digitaria eriantha em Araripina, PE, considerando o efeito de
diferentes épocas de amostragem, da calagem apenas na época chuvosa, de diferentes partes de
planta e de meios de cultura

Condicao NuUmero de isolados Porcentagem  x2
Efeito da estacéo, para a area sem calagem
Seca 131 41,59 0,12057
Chuva 184 58,41
Efeito da calagem, para a estagéo chuvosa
Com Calagem 102 55,74 0,00282
Sem Calagem 81 44,26

Efeito da parte usada para isolamento, desconsiderando 0s
demais fatores

Colmo 162 51,43 6,6x1036
Folha 62 19,68
Raiz 79 25,08
Solo 12 3,81
Efeito do meio de isolamento, desconsiderando os demais
fatores
JMV 26 8,25 2,2x1026
JNFB 168 33,33
NFB 121 38,41
LGI - -

95% dos isolados apresentaram forma circular, 67% opaca, predominancia das
cores creme e creme com amarelo, respectivamente, 49% e 21% e forma da borda
inteira 90%, 87% dos isolados acidificaram o meio de cultura e 69% dos isolados
produziram muco (Figura 3). Caracteristicas fenotipicas semelhante foi encontrado no
trabalho de Ehrhardt-Brocardo et al. (2015), com isolados no formato circular e borda
lisa, colénias opacas e translicidas, com presenca de muco e a maioria acidificaram
0 meio. No trabalho de Sahoo et al. (2014) e Carneiro et al. (2013), eles também
encontram bactérias com col6nias circulares, rosa, branco, amarelo e produtoras de

muco, sendo que as caracteristicas fenotipicas sobressai a depender do local isolado.
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3.3.2 Avalicdo da diversidade fenotipica das bactérias endofiticas

O agrupamento com todos os 316 isolados revelou a formacgéo de 73 grupos
com similaridade de 100%, variando 1 a 55 isolados por grupo. Os que apresentaram
maior numero de isolados foram os grupos 34, 2, 3, 28, 17 e 40, apresentando,
respectivamente, 55, 26, 20, 28, 13 e 12 isolados, representando conjuntamente 44%
dos isolados.

Os grupos formados demonstram alta diversidade fenotipica das bactérias
presentes na pastagem com a Digitaria eriantha, em Araripina. Como pode ser
observado na Tabela 4, o indice de diversidade de Shannon (H) total foi 3,58. Este
resultado converge com o indice de dominancia (D), que apresentou valores proximos
de zero, indicando baixa dominancia entre as estirpes encontradas.

O indice de Simpson (1-D), apresentou valores proximo a 1, demonstrado que
0s isolados selecionados aleatoriamente sdo distintos. Refletindo no indice de
equitabilidade (J) e Riqueza (Margalef), respectivamente, mostrou alta uniformidade e

riqueza.
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Tabela 4 - Avaliacdo da diversidade fenotipica de isolados endofiticos em capim pangoléo,
comparando os efeitos de local, época, parte da planta e calagem sobre medidas de diversidade

Ambiente de Dominance Simpson_1 Shannon

Equitability Chao
isolamento  CruPos Isolados D D H Margalef " 1
Diversidade geral
Total 73 316 0,05424 0,9458 3,581 12,51 0,8346 104,1
Estacdo em Araripina
Seca 53 131 0,03852 0,9615 3,623 10,67 0,9124 82,55
chuva 49 185 0,08675 0,9133 3,12 9,195 0,8017 68,46
Partes de isolamento
Colmo 52 163 0,0635 0,9365 3,378 10,01 0,855 73,23
Folha 26 62 0,08169 0,9183 2,869 6,057 0,8805 43,5
Raiz 34 79 0,06137 0,9386 3,136 7,552 0,8893 55,11
Solo 10 12 0,125 0,875 2,21 3,622 0,9599 46

Calagem na amostragem da estacao chuvosa em Araripina
Com

o 35 104 0,09708 0,9029 2,962 7,321 0,8331 48,6
3 calagem
5 Sem
o 30 81 0,08794 0,9121 2,871 6,599 0,844 125
calagem
Meio de cultura
JMV 18 26 0,08284 0,9172 2,715 5,218 0,9394 48,33
JNFB 53 168 0,0479 0,9521 3,493 10,15 0,8799 78,09
NFB 44 122 0,07256 0,9274 3,236 8,951 0,855 65

A diversidade (Shannon) no solo foi menor do que para folha, colmo ou raiz
(Tabela 4). Entre os meios, a diversidade no JMV foi menor do que o meios JNFB e
NFB. A diversidade na area sem calagem foi menor que a &rea com calagem. Por fim,
na estacao chuvosa foi menor do que a estagao seca. Consequentemente aumentou
o indice de dominancia (D), diminuiram o indice de Simpson (1-D), uniformidade e
indice de riqueza Margalef. Resultados de diversidade e equitabilidade foram
encontrados com indices semelhantes por Verma et al. (2014) e Qu et al. (2016), e
por Lambais et al. (2014), para o indice de diversidade.

A analise dos indices de diversidade demonstrou que quanto maior a riqueza
especifica encontrada, menores tendem a ser os valores de dominancia (D). Segundo
Biondi e Bobrowski (2014), o comportamento contraditorio entre os indices de
Margalef e dominancia (D) € um fato esperado, tendo em vista que quanto maior a
riqueza de espécies de uma comunidade, menor tende a ser a dominancia de uma
espécie em particular. Neste mesmo sentido, o indice de Simpson (1-D) mediu a
probabilidade de ter isolados estirpes diferentes. Resultados semelhante foram
verificados no trabalho de Verma et al. (2014), para os indices de diversidade dos

isolados associados ao trigo, selecionados em cinco locais na zona central da india.
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A riqueza estimada pelo indice de Chaol demonstrou que apenas na area com
calagem, a riqueza isolada foi préxima da riqueza estimada (Tabela 4). Este fato pode
estar relacionado com o método utilizado por este trabalho, que € dependente de
cultivo e meios seletivos, embora Lambais et al.(2014), mesmo com a técnica de
sequenciamento, também ndo tenha idetntificado toda a diversidade bacteriana

estimada por Chaol, fato relacionado a complexidade dos micro-organismos.

3.3.3 Diversidade genotipica dos isolados selecionados pela amplificagcdo do
elemento BOX
Dos 80 isolados, 67 amplificaram com o oligonucleotideo BOX-Al, que

apresentou boa eficiéncia na producdo de bandas polimoérficas, conseguindo assim,
diferenciar os isolados. Neste estudo, os perfis de banda possibilitaram a formacéao de
um dendograma com 67 padrdes de bandas distintos, com corte de 70% de
similaridade.

Considerando-se que cada padrao de bandas representa um isolado, a analise
por BOX-PCR mostrou perfis de banda bastante diversificados, com pesos
moleculares variando de 100 a 4500 pb (Figura 4) e o agrupamento entre 0S mesmos

apontando uma possivel diversidade entre os isolados
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Figura 4 — Dendrograma obtido pelo agrupamento realizado pelo algoritmo UPGMA, a partir da matriz de similaridade genética usando o oligonucleotideo

BOX-AIR de 56 isolados bacterianos associados a similaridade genética usando o oligonucleotideo BOX-AIR de 67 isolados bacterianos associados D.eriantha
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3.3.4 Amplificac&o e Sequenciamento do gene 16S rRNA ribossomal

A amplificacdo do gene 16S rRNA gerou fragmentos de aproximadamente
1.500 pb. Aproximadamente 73 % (49) dos isolados apresentaram identidade acima
de 97% com uso do algoritmo MEGABLAST (Tabela 5), enquanto oito isolados
apresentaram identidade inferior a 97% e ndo foi possivel encontrar géneros
altamente similares para outros dez isolados. Desta forma, utilizou o algoritmo
BLASTN, com isolados apresentando identidade entre 67-86%, valores que estdo em
negrito na Tabela 5. Estes isolados, foram parecidos com os géneros Enterobacter,
Pseudomonas, Rhizobium, Shinella, Shingomonas, Stenotrophomonas e dois
isolados de bactérias sem nenhuma semelhanca com as catalogadas no GenBank.
Desta forma, faz se necesséario utilizar outros genes housekeeping para sua
identificacdo no nivel da espécie (DELAMUTA et al., 2017).

Foram identificados 4 filos, 5 classes, 10 ordens, uma subordem, 15 familias e
20 géneros diferentes de bactéria (Tabela 6), de acordo com LPSN (List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature)(ADNAN et al., 2016; PARTE, 2018). Foi
encontrada dominancia para y-proteobacteria (48%) e a-proteobacteria (31%),
comparavel aquela relatada para as bactérias endofiticas de Zea, Brachiaria e Setaria
(GARCIA-SALAMANCA et al., 2013; MUTAI; NJUGUNA; GHIMIRE, 2017;
RODRIGUEZ et al., 2018). Sendo que comunidade y-proteobactéria apresentou maior
numero de representantes, como foi observado por Garcia-salamanca et al. (2013).
Segundo os mesmos, a comunidade responde quimiotaticamente a exsudatos e sao
eficientes na utilizacdo destes produtos. Em contrapartida, possuem mecanismos
capazes de disponibilizar nutrientes inorganicos para as plantas, favorecendo o
crescimento e, em seguida, podendo ser observado o beneficio comum da interacgéo.

As classes foram encontradas em todas as condi¢bes de isolamento, colmo
folha, raiz e solo, &rea com calagem e sem, nas estacdes chuvosa e seca e nos meios
JMV, JNFB e NFB. A classe y-proteobactéria apresentou representantes dos géneros
Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas, Pantoea e Stenotrophomonas. Ja para a-
proteobactéria foram identificados os géneros Massilia, Beijerinckia, Rhizobium e
Shinella (Tabela 6). Sendo que, colmo, folha e raiz apresentaram maior nimero de
géneros que o solo rizosférico (Figura 5). O Rhizobium e Enterobacter foram isolados
em todas as condi¢des de isolamento (Figura 5).

Os géneros mais abundantes foram Rhizobium com 12 (17%) representantes,
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Enterobacter com 11 (16 %), Stenotrophomonas com oito isolados (11 %),
Pseudomonas com seis (8%) e Shinella e Pantoea com cinco isolados (7%) cada
(Figura 5). Estes resultados foram similares aos relatados por Mutai; Njuguna e
Ghimire (2017) que isolaram bactérias endofiticas da folha, raiz e solo da Brachiaria,

com Pseudomonas, Pantoea e Acinetobacter sendo mais frequentes.
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Figura 5 — Porcentagem de géneros bacterianos do capim pangoléo, isolados na pastagem do Nordeste brasileiro
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Tabela 5 — Identidade dos isolados endofiticos de colmo, folha, raiz e solo, na area com calagem e sem, nas esta¢cfes seca e chuvosa, nos meios JMV, JNFB
e NFB do capim pangolao, com base na identidade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA realizada pelo programa Blast no GenBank

(Continua)
Isolado Condicéo de isolamento Pzres de Score Cobertura E-value ldentidade Descricéo Sequer;)c;giomda;sdzgn(;?res "
ases (%) (%)
192C Seca NFB  Folha Sem calagem 1143 1999 98% 0 99% EF397580.1 Alcaligenes sp.
270B Seca JNFB Colmo Com calagem 1216 163 26% 1,00E-35 76% AY630336.1 Bacillus licheniformis
3572 Seca NFB Raiz  Com calagem 1131 1997 99% 0 99% AB533704.1 Bacillus sp.
5289 Chuvosa JNFB Raiz Sem calagem 1100 78,8 28% 4,00E-10 68% EU181793.1 bactéria ndo cultivada
183C1 Seca NFB Colmo Sem calagem 1016 1749 99% 0 98% MFE319858.1 Beijerinckia fluminensis
344B1B Seca JINFB Colmo Com calagem 1164 1988 97% 0 98% MK064217.1 Beijerinckia fluminensis
372B Seca JMV Raiz  Com calagem 1223 1978 93% 0 98% KX859146.1 Burkholderia sp.
294D Seca JNFB Folha Sem calagem 1212 2013 99% 0 97% FR872429.1 Curtobacterium sp..
1212 Seca JMV Solo  Com calagem 1084 1792 99% 0.0 97% J0O659621.1 Enterobacter asburiae
288C Seca JINFB Colmo Sem calagem 1035 1469 93% 0 95% JN228093.1 Enterobacter cloacae
5068 Chuvosa NFB Folha Sem calagem 1107 1932 99% 0 98% KJ950709.2 Enterobacter cloacae
1932 Seca NFB  Folha Sem calagem 1064 1906 99% 0.0 99% KT441068.1 Enterobacter cloacae
374B Seca JMV Raiz  Com calagem 1183 2117 99% 0 99% MH767079.1 Enterobacter ndo cultivado sp
377C Seca JINFB Folha Sem calagem 1204 2045 99% 0 98% MH767079.1 Enterobacter ndo cultivado sp
400B Seca NFB Colmo Sem calagem 1153 2021 99% 0 98% MH767047.1 Enterobacter ndo cultivado sp
5338 Chuvosa JMV Colmo Sem calagem 1081 1864 99% 0 98% KC236475.1 Enterobacter sp.
5072 Chuvosa JNFB Colmo Sem calagem 1100 44,6 2% 8 93% CP012487.1 Enterobacter sp.
359C Seca JNFB  Raiz  Com calagem 1156 1916 97% 0 97% KJ532110.1 Enterobacter sp.
5095 Chuvosa NFB Raiz Sem calagem 1176 1965 97% 0 98% MH917924.1 Enterobacter tabaci
389B Seca NFB  Folha Sem calagem 1086 1929 99% 0 99% EF522135.1 Erwinia sp.
334C1 Seca NFB Colmo Com calagem 1247 2030 95% 0 97% EF522135.1 Erwinia sp.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF397580.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=55VAJ86N015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY630336.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=56ZBCB2H01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB533704.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=65&RID=57BP48DM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU181793.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5EB27NFB015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF319858.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=551THBNM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK064217.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=579U4P0A015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX859146.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=57JBM67X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FR872429.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=72&RID=5727SP5A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ659621.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=550ZH5VG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN228093.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=570TA6PE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ950709.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=58P4YSDN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT441068.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=55YTC2RK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH767079.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=57JYG3F601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH767079.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=5769ZA2D014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH767047.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=58EVG93Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC236475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=58GVCETV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012487.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=5DWN63PS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ532110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=57DT9DN1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH917924.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=58RMKZRP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF522135.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=573UH516015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF522135.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=5799Y6EC01R
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Tabela 6 — Identidade dos isolados endofiticos de colmo, folha, raiz e solo, na &rea com calagem e sem, nas estacdes seca e chuvosa, nos meios JMV, JNFB e
NFB do capim pangoldo, com base na identidade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA realizada pelo programa Blast no GenBank

(Continua)
Isolado Condicso de isolamento Pares de Score Cobertura E-value Identidade Descricio Sequencias mais similares no
bases (%) (%) banco de dados
347B Seca JNFB Colmo Comcalagem 1159 969 98% 0 98% KT151931.1 Exanguobacterium
aurantiacum
4062 Seca JNFB Colmo Sem calagem 1138 1855 98% 0 97% KM243757.1 Kocuria sp.
5025 Chuvosa NFB Colmo Sem calagem 1216 1984 93% 0 98% JX566630.1 Massilia sp.
5012B Chuvosa NFB Colmo Sem calagem 1168 2025 98% 0 98% KP704418.1 Microbacterium sp
5216 Chuvosa JNFB Colmo Sem calagem 1090 1936 98% 0 99% FJ200409.2 Microbacterium sp
2892 Seca JNFB Colmo Sem calagem 853 50 4% 0,14 86% GuU015882.1 bactéria ndo cultivada
5098 Chuvosa NFB Raiz Sem calagem 1160 2071 99% 0 97% AB087722.1 Nocardioides sp.
5088 Chuvosa NFB Raiz Sem calagem 1218 2071 99% 0 97% AB087722.1 Nocardioides sp.
2942 Seca JNFB Folha Sem calagem 1100 1332 98% 0 89% KU145679.1 Pantoea sp.
377D Seca JINFB Folha Sem calagem 1111 1639 97% 0 94% KF036181.1 Pantoea dispersa REB6
4162 Seca JMV Raiz Sem calagem 1113 1984 99% 0 99% KJ200408.1 Pantoea sp.
3652 Seca NFB Raiz Com calagem 1189 1999 96% 0 98% JN544157.1 Pantoea sp.
2522 Seca JINFB Folha Com calagem 1243 2050 99% 0 97% JN391535.1 Patoea sp.
5195 Chuvosa JNFB Colmo Sem calagem 1100 50,9 20% 0,19 68% KF113577.1 Pseudomonas sp.
5294 Chuvosa JNFB Raiz Sem calagem 1100 44,6 3% 8 85% AP017560.1 Pseudomonas sp.
5290 Chuvosa JINFB Raiz Sem calagem 1134 1934 99% 0 98% AB680223.1 Pseudomonas fluorescens
5377EA  Chuvosa JNFB Colmo Sem calagem 1100 1483 97% 0 92% J0O291604.1 Pseudomonas hibiscicola
199B Seca NFB Raiz  Com calagem 1232 2052 98% 0 97% EU921258.1 Pseudomonas ndo cultivada
199C Seca NFB Raiz  Com calagem 1115 1923 99% 0 98% J0O659977.1 Pseudomonas hibiscicola
331C Seca JNFB  Solo Com calagem 1125 1943 99% 0 98% HQ677827.1 Rhizobium sp
3382 Seca NFB Colmo Com calagem 1066 1727 97% 0 97% KM019818.1 Rhizobium endophyticum
273C Seca JNFB Colmo Com calagem 1134 1916 99% 0 97% KY859842.1 Rhizobium pusense
219B Seca NFB Colmo Com calagem 1119 1951 98% 0.0 99% KY971001.1 Rhizobium sp.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT151931.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=57A9HU0W01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM243757.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=58CAG3XB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX566630.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=58PKACRM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP704418.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=58MBX4XJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ200409.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=58JUVMBW01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU015882.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=5DWCH6EA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB087722.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=58ND52N4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB087722.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=58ND52N4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU145679.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=74&RID=572UMT8E01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF036181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=63&RID=574TVPSK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ200408.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=589THBYT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN544157.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=57HBDJZC01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN391535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=56X00TYU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF113577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=5EA2YBD2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP017560.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=5EAPPJ7P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB680223.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=58HYCMCK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ291604.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=58FYPGDP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU921258.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=56475029015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ659977.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=563DDSD3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ677827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=576X4JY8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM019818.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=578081E8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY859842.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=571MTJX6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY971001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=56Y3JA2T015
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Tabela 6 — Identidade dos isolados endofiticos de colmo, folha, raiz e solo, na area com calagem e sem, nas estacfes seca e chuvosa, nos meios JMV, JNFB e

NFB do capim pangoldo, com base na identidade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA realizada pelo programa Blast no GenBank

(Concluséo)

Isolado Condicio de isolamento Pares de Score Cobertura E-value Identidade Descricio Sequencias mais similares no
¢ bases (%) (%) ¢ banco de dados

375B Seca JNFB Folha  Sem calagem 1169 2023 99% 0 98% KY426387.1 Rhizobium sp.
5021 Chuvosa NFB Colmo Sem calagem 1163 1997 99% 0 98% KY426380.1 Rhizobium sp.
5297 Chuvosa JNFB Raiz Sem calagem 1100 52,7 7% 0,054 76% KF202632.1 Rhizobium sp.
403B Seca NFB Raiz Sem calagem 1102 1932 99% 0 99% KY971009.1 Rhizobium sp.
361B Seca JNFB  Raiz  Com calagem 1191 2060 99% 0 98% MK280695.1 Rhizobium sp.
3642 Seca NFB Raiz  Com calagem 1133 1980 99% 0 98% KM894198.1 Rhizobium sp.
270C Seca JNFB Colmo Com calagem 540 95,1 33% 2,00E-15 76% AJ784209.1 Rhizobium sp.
335C Seca NFB Colmo Com calagem 1175 1973 99% 0 97% GU563787.1 Rizobium nao cultivado
5102 Chuvosa NFB Raiz  Sem calagem 1100 377 72% 1,00E-99 72% JF262583.1 Shinella sp
5010 Chuvosa NFB Colmo Sem calagem 1192 2026 97% 0 98% MFE766453.1 Shinella zoogloeoides
5005 Chuvosa NFB Colmo Sem calagem 1130 1969 99% 0 98% MF766453.1 Shinella zoogloeoides
50572 Chuvosa NFB Folha Sem calagem 1191 2447 88% 0 98% MF766451.1 Shinella zoogloeoides
5388 Chuvosa JNFB Folha Sem calagem 1170 2017 99% 0 98% MF766453.1 Shinella zoogloeoides
5112 Chuvosa NFB Raiz  Sem calagem 1100 112 36% 7,00E-20 68% LC230110.1 Sphingomonas sp.
188B Seca NFB Colmo Sem calagem 1100 490 87% 5,00E-134 76% J0O316247.1 Staphylococcus sp.
195C1 Seca NFB Folha Semcalagem 974 1631  96% 0 98%  KP241046.1 Ste”;gﬁggﬁﬁ?;”as

5378EB  Chuvosa JNFB Colmo Semcalagem 1164 1953 99% 0 97%  KX672778.1 Steno”gﬁnii’:;:as nao
5242  Chuvosa JNFB Folha Semcalagem 1100 144 66%  1,00E-29  67%  MK389340.1 Ste”p";;‘;gihh%m”as
3762 Seca JNFB Folha Semcalagem 1258 1984  97% 0 96%  JO660216.1 Ste’;‘:;%ﬂ?hou”;‘i’”as
5200 Chuvosa JNFB Colmo Sem calagem 1196 2058 99% 0 98% KX456368.1 Stenotrophomonas sp.
5167 Chuvosa JNFB Colmo Sem calagem 1085 1188 95% 0 88% AB461796.1 Stenotrophomonas sp.
5007 Chuvosa NFB Colmo Sem calagem 1191 2023 98% 0 98% KX456229.1 Stenotrophomonas sp.
53792 Chuvosa JNFB Colmo Sem calagem 1186 2074 99% 0 98% AF409004.1 Stenotrophomonas sp.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY426387.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=57KR56R8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY426380.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=58KS3SDU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF202632.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=5EAFB05C01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY971009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=58BVXWF2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK280695.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=57G859GV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM894198.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=57FYJ5ZM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ784209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5DW4DW0P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU563787.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=578KKCYN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF262583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=5EA9B4M5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF766453.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=58NV8FGS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF766453.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=58R4WK00014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF766451.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=58MVTKEK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF766453.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=58FHG502014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC230110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=5DUUWEXF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ316247.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=553K65G001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP241046.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=5624PYJC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX672778.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=58GB542H015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK389340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5EAWFJNE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ660216.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=57M5UTH3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX456368.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=58JFCGDT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB461796.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=58D2R21M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX456229.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=58K8CMK4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF409004.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=58HH2AHG01R

Tabela 6 — Classificacédo taxonémica das bactérias isoladas no capim pangoldo de uma pastagem no Nordeste brasileiro
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Filo Classe Ordem Subordem Familia Género Total Porcentagem
Microbacteriaceae Curtobacterium 1 1,49
) . ) Actinomycetales Micrococcaceae Kocuria 1 1,49
Actinobactéria Actinomycetales . . - -
Propionibacterineae Nocardioidaceae Nocardioides 2 2,99
Micrococcales Microbacteriaceae Microbacterium 2 2,99
Bacillaceae Bacillus 2 2,99
Firmicutes Bacilli ou Firmibacteria Bacillales unassigned Exiguobacterium 1 1,49
Staphylococcaceae  Staphylococcus 1 1,49
Burkholderiales Oxalobacteraceae Massilia 1 1,49
, Beijerinckiaceae Beijerinckia 2 2,99
a-proteobacteria Rhizobium 12 17,91
Rhizobiaceae .
Shinella 5 7,46
Rhizobiaceae
Proteobactéria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas 1 1,49
Enterobacter 11 16,42
Enterobacteriales Enterobacteriaceae Erwinia 2 2,99
y-proteobactéria Pantoea 5 7,46
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 6 8,96
Lysobacterales Lysobacteraceae Stenotrophomonas 8 11,94
) ) Alcaligenaceae Alcaligenes 1 1,49
B-proteobactéria Burkholderiales ) ]
Burkholderiaceae Burkholderia 1 1,49
Bactéria ndo cultivada 2 2,99



http://www.bacterio.net/firmibacteria.html
http://www.bacterio.net/lysobacterales.html
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3.3.4.1 Relagdes filogenéticas entre isolados bacterianos

A arvore filogenética baseada no gene 16S rRNA agrupou os 20 géneros
bacterianos representativos em sete grupos principais (Figura 6). A maioria dos
isolados (65,71%) pertencem aos G I, G V e GVI. Além destes, o isolado 270B
(Bacillus licheniformis) se comportou como outgroup. Os isolados do Gl apresentaram
similaridade de 96% com Enterobacter e Pantoea. J4 para o G VI, os isolados
apresentaram similaridade de 100% com Rhizobium e Shinella. Ambos os grupos

apresentaram isolados em todas condi¢des de isolamento.

No G II, por sua vez, os isolados apresentaram 99% de similaridade com
Pseudomonas fluorescence e Pseudomonas ndo cultivada, sendo encontradas
apenas estirpes isoladas no colmo e sistema radicular, e nos meios JNFB e NFB. Ja
Glll com 85% de similaridade e trés subgrupos com similaridade 99% com
Alacalinogenes e 94% com Masilia e Burkholderia respectivamente, na folha, raiz e
colmo, prevalecendo na estacao seca e meio NFB.

O G IV com 99 % de similaridade, subdividiu em dois grupos com os isolados
apresentando similaridade de 95% com Pseudomonas hibiscicola e 86% com
Stenotrophomonas. Esta por ultimo, foi isolada apenas no colmo e folha, e na area
com calagem. Por fim, 0 G V com 97% de similaridade, subdividiu em dois grupos com
isolados apresentando 100% similaridade com Kucuria, Nocardioides e
Microbacterium, e 99% de similaridade com Staphylococcus.
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Figura 6 — Arvore filogenética determinada pelo método Neighbour-Joining gerada a partir do parametro Jukes Cantor e teste de bootstrap com 1000
repetices. Sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados endofiticos do capim pangolao
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3.4 CONCLUSOES

O capim pangoldo apresentou uma grande diversidade de bactérias
endofiticas.

A biodiversidade de bactérias endofiticas associadas ao capim pangoldo é
afetada pelas condicGes edafoclimaticas e nichos de coloniza¢do do capim pangolao,
com maior diversidade na estacao chuvosa e na area com calagem.

Os isolados do capim pangoldo foram classificados taxonomicamente ao filo
(Proteobactérias, Actinobactérias e Firmicutes) e aos géneros Alcalinogenes,
Enterobacter, Erwinia, Massilia, Rhizobium, Mycobacterium, Burkholderia, Bacillus,
Neocardoides, Stenotrptophomonas, Kocuria, Shinella, Pantoea, Staphylococcus e

Pseudomonas.
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4 BACTENRIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO ISOLADAS DE CAPIM
PANGOLAO AFETAM O MILHO?

Resumo

O Brasil € um dos maiores produtores agricolas, e cresce a cada ano devido a
novas tecnologias e aumento do consumo de insumos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de promocéo de crescimento de bactérias endofiticas do capim
pangoldo (Digitaria eriantha) in vitro e sua possivel relacdo com a promocdo de
crescimento in vivo no milho. Foram coletadas amostras de colmo, folha, raiz e solo,
em pastagem estabelecida a pelo menos 30 anos sem manejo de fertilidade, no
semiérido tropical brasileiro, nas estacdes secas e chuvosa, com calagem e sem
calagem. Foram obtidos trezentos e dezesseis isolados de bactérias endofiticas
nativas, formando 73 grupos a 100% similaridade. Destes foram selecionados 80
representantes para avaliar os mecanismos de promocao de crescimento e realizar
teste de eficiéncia no milho. Todos apresentaram producéo variavel para o acido indol-
3-acético (AIA) na presenca de L-triptofano, variando de 20 a 215 ug de AIA mlt e a
producéo de sideréforos. 68% dos isolados foram positivos para fixagdo de nitrogénio,
35% para solubilizacdo de fosfato e 13% para HCN. Estes resultados sugerem que
estas bactérias apresentam potencial para promoc¢do de crescimento. Os isolados
promoveram o desenvolvimento do milho, em relagcdo a altura e comprimento
radicular. Alguns isolados promoveram melhor crescimento do milho em relacao as
plantas supridas com adubacdo completa. Os isolados bacterianos apresentaram
potencial de promocédo de crescimento semelhantes as estirpes recomendadas pelo
MAPA para o milho.

Palavras-chave: BPCP. Poaceae. Digitaria eriantha. Milho.
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GROWTH PROMOTING BACTERIA ISOLATED FROM “PANGOLAO” AFFECT
CORN?

Abstract

Brazil is one of the largest agricultural producers of the world, increasing every
year due to new technologies and increasing input usage. This work aimed to evaluate
the growth promotion potentital of endophytic bacteria from “pangolao” grass (Digitaria
eriantha) in vitro and its possible relation with corn growth promotion in vivo. Samples
were collected from colm, leaves, root and soil, in a pasture established for at least 30
years, with no soil fertility management, in the Brazilian tropical semiarid. 316 native
endophytic bacteria were isolated, forming 73 groups at 100% similarity. From these,
80 representatives were selected to evaluate growth promotion mechanisms and corn
growth promotion. All produced variable amounts of indol-3-acetic acid (IAA) in the
presence of L-trytophan, ranging from 20 to 215 ug IAA ml%, as well as siderophore
production. 68 % ot the isolates were positive for biological nitrogen fixation, 35% for
phosphate solubilization and 13% for HCN. These results suggest these bacteria have
potential for growth promotion. They increased corn development in height and root
length. Some isolates induced better corn growth than that of plants receiving the full
nutrient solution. Bacterial isolates had similar growth promoting potential to that of
bacteria currently recommended for corn inoculant production

Keywords: PGPB. Poaceae. Digitaria eriantha. Maize.
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4.1 INTRODUCAO

O Brasil tem importante papel mundial na producdo de comodities agricolas,
gue cresce a cada ano através da adocdo de novas tecnologias e aumento do
consumo de insumos industrializados. Entre as principais culturas, destaca-se a
producao de milho (Zea mays L.), sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial do
grao, cuja area plantada na safra 2018/2019 foi de cerca de 16,6 mil de hectares, com
producdo 91,1 mil de toneladas (CONAB, 2019). Esta producdo é altamente
dependente de insumos agricolas, sendo os fertilizantes nitrogenados e fosfatados os
mais utilizados para obter o maximo rendimento na producédo (KUAN et al., 2016). No
entanto, estes insumos podem contribuir para o agravamento do aquecimento global
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016) e causar eutrofizacdo (VALENTE,
PADILHA e SILVA, 2018).

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) é uma
alternativa para diminuir a dependéncia por fertilizantes e reduzir o impacto ambiental
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016). As bactérias endofiticas compreendem
microrganismos que sdo benéficos para as plantas devido a sua capacidade de
colonizar tecidos internos promovendo o crescimento (PATEL; ARCHANA, 2017).
Alguns representantes incluem Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Rhizobium,
Gluconacetobacter, Herbaspirilum e Azozpirillum (ANTUNES et al., 2017,
RODRIGUEZ et al., 2018; BARRETO et al., 2018).

As BPCP podem estimular o crescimento das plantas por diversos
mecanismos, que incluem: a producdo de acido indolacético (AlA), sideroforos ou
acido cianidrico - HCN, solubilizacdo de fosfato ou fixacdo biolégica do nitrogénio
(CHIMWAMUROMBE; REINHOLD-HUREK, 2015; PATEL; SARAF, 2017; MACHADO
et al., 2018; KANG et al., 2018; HAIYAMBO; ABDELKRIM et al., 2018; PEREZ-
CORDERO; CHAMORRO-ANAYA; ZOOTEC, 2018;). No entanto, ainda néo se sabe
guais desses mecanismos leva a promog¢do de crescimento. Desta forma, esses
mecanismos combinados beneficia o crescimento das plantas (GLICK, 2015).
Contudo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de promogéo de crescimento
de bactérias endofiticas do capim pangolao (Digitaria eriantha Stent) in vitro e sua

possivel relacdo com a promog¢ao de crescimento in vivo no milho.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

As amostragens de planta foram realizadas na estacdo experimental do
Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA, municipio de Araripina, situado na
mesorregido do Sertdo de Pernambuco (Figura 7), em uma area com pastagem de
capim pangolao (Digitaria eriantha Stent) sem calagem ou adubacéo de cobertura por
um minimo de 30 anos (TAVARES, 2017).
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Figura 7 — Localizagdo do Nordeste brasileiro com recorte do estado de Pernambuco, e énfase para
Araripina situada na mesorregido do Sertdo

4.2.2 Selecao das bactérias endofiticas

Amostras da planta foram separadas em folhas, colmo e raizes desinfestadas
de acordo com Barreto et al. (2018). De cada parte da planta, foram pesados 10 g e
moidas em 90 mL de solucéo salina (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995),
caracterizando assim a primeira diluicdo 10, com trés repeticdes. Foram feitas
diluicdes de 102 até 107 em tubos com 9 mL da mesma solucédo. Aliquotas de 0,10
mL dos extratos diluidos foram inoculados em triplicata em frascos tipo penicilina
contendo 5 mL dos meios semissolidos (NFB, JNFB JMV), como mencionado por
Doébereiner et al. (1999).

Os frascos foram incubados a 28 °C, por 72-96 h, em estufa bacteriologica e
determinado o nUmero mais provavel de bactérias pela tabela de McCrady. Nos casos
em que houve formacéo de pelicula, foi feita repicagem para meio semissélido de
origem e seguido por caracterizacdo morfologica de coldnias isoladas por
esgotamento.

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada no meio sélido 79 (REIS et al., 2011)

e foram avaliados o pH do meio de cultura (acido, neutro e alcalino); produgéo ou nao
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de muco; bordas, cores e tamanho das colénias (MELLONI et al., 2006). Os dados
foram transformados em binéarios (1 — positivo e 0 — negativo) e realizado agrupamento
pelo algoritmo de grupos pareados e o indice de Jaccard, utilizando o programa PAST
2.17c (HAMMER et al., 2001) e feito o agrupamento dos isolados obtidos a 100% de
similaridade. Destes, foram escolhidos 80 isolados de forma que se manteve a

representatividade dos grupos e condi¢des de isolamento (Tabela 7).
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Tabela 7 — Isolados selecionados para andlise dos mecanismos de promoc¢ao de crescimento in vitro e analise da eficiéncia no milho

Isolados Género Isolados Género Isolados Género Isolados Género
121A Enterobacter 331C Rhizobium 403B Rhizobium 5172b1 Enterobacter
121B1 N&o sequenciada 334C1 Erwinia 406A Kocuria 5175 N&o sequenciada
183C1 Beijerinckia 335C Rhizobium 416A Pantoea 5185 N&o sequenciada
188B Staphylococcus 338A Rhizobium 416B N&o sequenciada 5186B N&o sequenciada
192C Alcaligenes 344B1B Beijerinckia 416D  N&o sequenciada 5195 Pseudomonas
193A Enterobacter 347B  Exanguobacterium 5005 Shinella 5197A Nao sequenciada
195C1 Stenotrophomonas 357A Bacillus 5007  Stenotrophomonas 5200 Stenotrophomonas
199B Pseudomonas 359C Enterobacter 5010 Shinella 5207 Nao sequenciada
199C Pseudomonas 361B Rhizobium 5012B Microbacterium 5216 Microbacterium
219B Rhizobium 363A N&o sequenciada 5021 Rhizobium 5242 Stenotrophomonas
225B N&o sequenciada 364A Rhizobium 5025 Massilia 5255 N&o sequenciada
252A Pantoea 365A Pantoea 5057A Shinella 5289 Bactéria ndo cultivada
270B Bacillus 372B Burkholderia 5068 Enterobacter 5290 Pseudomonas
270C Rhizobium 374B Enterobacter 5088 Nocardioides 5294 Pseudomonas
273C Rhizobium 375B Rhizobium 5095 Enterobacter 5297 Rhizobium
288C Enterobacter 376A  Stenotrophomonas 5098 Nocardioides 5338 Enterobacter
289A Bactéria ndo cultivada 377C Enterobacter 5102 Shinella 5377EA Pseudomonas
294A Pantoea 377D Pantoea 5103 N&o sequenciada 5378EB  Stenotrophomonas
294D Curtobacterium 389B Erwinia 5112 Sphingomonas 5379A Stenotrophomonas
297A 400B Enterobacter 5167  Stenotrophomonas 5388 Shinella

Género=Sequéncias mais similares no GenBank NCBI
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4.2.3 Avaliacao in vitro dos mecanismos de promog¢éao de crescimento
4.2.3.1 Determinac&o de Acido Indolacético (AlA)

A quantificacdo do AIA foi realizada pelo método de Kuss et al. (2007)
modificado. Os isolados foram cultivados no meio de cultura TSB 3g/L + L-triptofano
(5mM) e adicionado o reagente de Salkowski, FeClz.6H20 (0,5 M) com HCls (35 %).
As amostras foram armazenadas em local escuro por 30min e realizadas as leituras
em espectrofotdmetro A = 520 nm. A concentracdo de compostos indol foi estimada
com uma curva padrdo, previamente preparada com meio de cultura estéril ndo
inoculado e quantidades conhecidas de AlA: 0,5, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 ug. mL™,
foram preparadas de acordo com a equacédo Y = 0,0121 X - 0,0075 (R2 = 0,9995).

4.2.3.2 Solubilizagcao de fosfato

A capacidade de solubilizagdo de fosfato foi avaliada em meio NBRIP
(NAUTIYAL, 1999). As bactérias foram multiplicadas em meio liquido 79 por 72h a 180
rpm e inoculadas em 3 pontos distintos sobre o meio de cultura NBRIP solido. Apds o
periodo de incubacdo de até 15 dias a 28 °C no escuro, calculou-se o indice de
solubilizag&o pela raz&o entre os halos de solubilizagdo e da colonia.

4.2.3.3 Crescimento em meio sem N — avaliacdo qualitativa da fixacao bioldgica
de nitrogénio

Os isolados bacterianos foram avaliados quanto a capacidade de fixar Nz in
vitro pelo crescimento sem fonte de nitrogénio, pela inoculacdo em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura NFb. A formacdo de uma pelicula superficial indica
a presenca de microrganismos fixadores de nitrogénio (DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI, 1995; BODDEY et al., 1995).

4.2.3.4 Producdao de sideréforos

A producao de sideroforos foi avaliada segundo a metodologia de Schwyn e
Neilands, (1987). Os isolados foram crescidos em meio TSB, diluidos 10 vezes (1/10)
em agua deionizada por 72 h a 32 °C. Aqueles que converteram a cor azul da solucao
CAS para amarelo dentro de 15 min foram considerados produtores de sideréforos e
realizadas as leituras em espectrofotobmetro A = 630 nm. O célculo da producédo de
sideroforos foi realizado da seguinte maneira: A/Aret (A = absorbancia da amostra

e Aref = absorbéancia do branco).
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4.2.3.5 Producdao de acido cianidrico (HCN)
Para avaliacdo da producdo de HCN foi utilizado método colorimétrico

(BAKKER; SCHIPPERS, 1987) adaptado por (CATTELEAN, 1999). A mudanca da
coloracdo do papel de filtro de amarelo para marrom-alaranjado indica producéo de
HCN.

4.2.4 Eficiéncia das bactérias promotoras de crescimento no desenvolvimento
do milho

A eficiéncia das bactérias promotoras de crescimento foi avaliada em casa de
vegetacdo no delineamento experimental em blocos casualizados com seis
repeticoes.

Utilizou-se o hibrido AG 1051 cultivado em garrafas esterilizadas tipo long neck
preenchidas com uma solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), diluida 4 vezes,
e modificada para 20 % do N da solucdo completa sem inoculacdo — Tratamento
Controle I; com 20 % N da solucdo Hoagland com os isolados bacterianos —
Tratamento com isolados bacterianos; solugdo 100% de N da solugdo Hoagland —
Tratamento controle II; e 20 % N da solugao Hoagland com inoculante comercial (Ab-
V5 e Ab-V6) — Tratamento inoculante comercial.

Na montagem das garrafas, foram colocadas duas tiras de papel germitest de
1,8 cm de largura e comprimento correspondente a altura da mesma, servindo como
suporte para o desenvolvimento das raizes das plantas e promovendo o contato entre
a solucdo nutritiva e as sementes de milho, que foi apoiada em uma pequena
guantidade de algoddo na boca da garrafa. Subsequentemente, todos as garrafas
foram autoclavadas durante 1 hora, pressdo de 1,0 atm e temperatura de 120 °C,
sendo estas cobertas na extremidade com papel aluminio.

As sementes foram desinfestadas superficialmente com éalcool a 70% durante
30 segundos, depois imersas em solucédo de hipoclorito de sddio a 2,5% durante 2
minutos e lavadas oito vezes com agua destilada autoclavada. Posteriormente foram
colocadas para germinar em papel germitest esterilizado, umedecido e incubados a
25 °C durante 4 dias.

Para o preparo do caldo bacteriano, as bactérias foram repicadas em placas de
Petri em meio 79. Apdés o crescimento das colonias, foi retirada uma pequena
guantidade de muco utilizando-se uma alca de platina e inoculada em 2 mL de meio

79 liquido em tubos de penicilina. As bactérias foram cultivadas sob agitagéo orbital a
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180 rpm. As plantulas foram transplantadas para as garrafas contendo solugéo
nutritiva e inoculadas com 1,0 mL de meio liquido contendo os isolados. A solucéo
nutritiva foi reposta duas vezes, sempre que o volume inicial (350 mL) reduziu.

As plantas foram colhidas aos 35 dias ap0s inoculagéo e determinadas a area
foliar, altura, comprimento radicular e didametro do colo. A parte aérea das plantas e o
sistema radicular foram cortados, secos em estufa a 65 °C por 72 horas para a
avaliacdo da massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca parte radicular
(MSPR)

A eficiéncia relativa foi calculada para massa seca total, usando as equagoes:

) Eficiéncia relativa inoculante comercial

MSPI de cada tratamento ) 100
MSP controleinoculante comecial x

ERIC = (
II) Eficiéncia relativa controle com 20 % N da solucéo Hoagland

MSPI de cada tratamento
MSP controle 20 % N da solugdo Hoagland

ERC = ( )xlOO

1)) Eficiéncia relativa com 100 % N da solucdo Hoagland

ER100% N =

( MSPI de cada tratamento
MSP controle 100 % N da solugdo Hoagland

>x100
4.2.5 Analise estatistica

Os dados in vitro foram agrupados a 100% de similaridade pelo modelo Jaccard
e algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages). Ja
para os biométricos da planta foram previamente tratados eliminando os outlier e
transformados por logl0, para atender as premissas de analise de variancia,
normalidade e homocedase. Quando apropriado foi aplicado o teste de Dunnett a 10%
de probabilidade, fazendo comparacfes multiplas dos tratamentos com isolados
separadamente para cada tratamento controle. Assim como o teste de Tukey a 10%

de probabilidade, fazendo comparac6es multiplas das médias.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 8 — Mecanismos de promocao de crescimento in vitro avaliados dos isolados na Digitaria eriantha em Araripina, PE (Continua)
Isolados Sequéncias mais similares no banco de AIA_1 IS . FBN HCN PS
dados pg.ml in vitro

121A Enterobacter 43,86 0,94 + - 1,03
121B1 N&o sequenciada 192 - + - 1,17
183C1 Beijerinckia 224,05 - + - 1,1
188B Staphylococcus 226,38 - + - 1,11
192C Alcaligenes 185,43 5,11 + - 0,29
193A Enterobacter 201,57 - + - 0,98
195C1 Stenotrophomonas 192,9 - - - 0,94
199B Pseudomonas 18,76 2,08 + - 0,33
199C Pseudomonas 69,33 4,7 - - 0,29
219B Rhizobium 24,05 - + - 1,18
225B N&o sequenciada 63,9 - + - 1
252A Pantoea 8,57 6,78 + - 0,83
270B Bacillus 20,71 - + + 1,18
270C Rhizobium 227,9 - + - 1,13
273C Rhizobium 26,19 - + + 0,92
288C Enterobacter 192,33 4,11 - - 1,15
289A Bactéria ndo cultivada 191,57 7,26 - - 0,69
294A Pantoea 191,95 - - - 1,2
294D Curtobacterium 37,86 - - - 1,06
297A N&o sequenciada 68,76 - + - 1,16
331C Rhizobium 10,1 - + - 1,11
334C1 Erwinia 211,9 9,2 - - 0,93
335C Rhizobium 80,9 9,75 - 1,24
338A Rhizobium 25,48 - + - 1,19
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Tabela 8 — Mecanismos de promog¢é&o de crescimento in vitro avaliados dos isolados na Digitaria eriantha em Araripina, PE (Continua)
Isolados Sequéncias mais similares no banco de dados AlA . IS FB.N HCN PS
pg.ml In vitro
344B1B Beijerinckia 18,57 - + - 1,06
347B Exanguobacterium 11,19 5,73 + - 0,99
357A Bacillus 21,24 - + - 1,16
359C Enterobacter 146,43 6,53 + - 1,11
361B Rhizobium 179,67 2,36 + + 11
363A N&o sequenciada 41,67 - + - 0,94
364A Rhizobium 108,43 - + - 1,13
365A Pantoea 14,9 10,95 + - 1,16
372B Burkholderia 212,38 14,6 + - 1,23
374B Enterobacter 12,38 7,28 + - 0,17
375B Rhizobium 85,38 - - - 0,62
376A Stenotrophomonas 33,81 9,46 + + 0,75
377C Enterobacter 25,33 3,89 + - 0,84
377D Pantoea 175,05 - + - 1,13
389B Erwinia 128,86 2,63 + - 0,81
400B Enterobacter 194,14 6,05 + - 1,03
403B Rhizobium 20,29 - + - 0,94
406A Kocuria 82,24 5,44 - - 1,25
416A Pantoea 115,57 1,51 + - 1,01
416B N&o sequenciada 24,52 2,31 + - 0,22
416D N&o sequenciada 34,9 5,05 + - 1,23
5005 Shinella 54,57 - + - 0,53
5007 Stenotrophomonas 145,67 - - - 1,07
5010 Shinella 166,43 - + - 1,11
5012B Microbacterium 20,67 - - - 0,96
5021 Rhizobium 92,29 - - - 1,16
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Tabela 8 — Mecanismos de promoc¢é&o de crescimento in vitro avaliados dos isolados na Digitaria eriantha em Araripina, PE (Continua)

Isolados Isolados Isolados Isolados Isolados Isolados Isolados
5025 Massilia 202,71 - + - 0,69
5057A Shinella 44,38 - + - 1,08
5068 Enterobacter 157,43 - + - 0,92
5088 Nocardioides 203,81 - + - 0,93
5095 Enterobacter 34,71 14,81 + - 0,37
5098 Nocardioides 38,38 - - - 1,16
5102 Shinella 40,33 - + - 0,72
5103 N&o sequenciada 41,14 - - + 0,43
5112 Sphingomonas 40,38 - - + 1,16
5167 Stenotrophomonas 27,71 - + + 0,84
5172b1 Enterobacter 28,14 - + + 1,19
5175 N&o sequenciada 26,1 - - + 1,17
5185 N&o sequenciada 16,19 - + - 0,53
5186B N&o sequenciada 34,81 - - - 0,69
5195 Pseudomonas 180,14 4,13 + - 0,97
5197A N&o sequenciada 201,81 - + + 0,98
5200 Stenotrophomonas 194,9 - + + 0,51
5207 N&o sequenciada 165,48 3,62 - - 0,1
5216 Microbacterium 68,38 - - - 0,6
5242 Stenotrophomonas 238,19 - + - 0,91
5255 N&o sequenciada 181,9 - - - 1,08
5289 Bactéria nao cultivada 28,67 - - - 0,5
5290 Pseudomonas 50,38 - - - 0,73
5294 Pseudomonas 164,29 - + - 0,42
5297 Rhizobium 196 - + - 1,17
5338 Enterobacter 19,48 3,19 - - 0,89
5377EA Pseudomonas 34,62 - + - 0,69
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Tabela 8 — Mecanismos de promogé&o de crescimento in vitro avaliados dos isolados na Digitaria eriantha em Araripina, PE (Concluséo)
Isolados Isolados Isolados Isolados Isolados Isolados Isolados
5378EB Stenotrophomonas 18,52 - + - 0,39

5379A Stenotrophomonas 27,57 2,92 - - 0,78
5388 Shinella 16,48 - + - 1,11

AIA = Acido indolacético; IS = indice de solubilizagio de fosfato; FBN in vitro = Fixag&o bioldgica de nitrogénio in vitro; HCN = Acido cianidrico; PS =
Producéo de siderdforos; +=Positivo para 0 mecanismo; -=Negativo para 0 mecanismo



84

4.3.1 Avaliacdo da producao de acidos indolacético (AlA)

Formaram cinco grupos ao nivel de 70% de similaridade (Figura 8), com médias
variando de 20 a 215 pg. mL1. De acordo com a classificagédo descrita no trabalho de
Kavamura (2012), os isolados que prevaleceram foram aqueles com producgao alta e
elevada, respectivamente, 46% e 51%, ndo ocorrendo isolados com baixa producéo
de AIA.

Comparando &rea com calagem e sem 60 % dos isolados como elevadas
producbes de AIA vieram da area com aplicacdo de calcario, enquanto dentre os
isolados da area sem calagem predominaram os isolados com alta producéo.

Ja comparando o local de isolamento (folha, colmo, raiz e rizosfera), mais de
50% dos isolados de raiz e colmo apresentaram producéo elevada, enquanto os
isolados de folhas e solo foram em sua maioria de alta produgé&o de AIA. No trabalho
de Patel e Archana (2017), também encontraram bactérias endofiticas na folha, colmo
e raiz do trigo produzindo AIA entre 33,8 e 890,66 pg.ml?, embora outros trabalhos
tenham encontrado valores entre 0,2 e 131 pg.ml* (MACHADO et al.,, 2013;
FERNANDES-JUNIOR et al., 2015; FIGUEREDO et al., 2016; SAHUR et al., 2017).
A variabilidade na producdo de AIA pelos isolados foi encontrada também nos
resultados de Shukla et al. (2018).
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Figura 8 — Formacao dos grupos das bactérias endofiticas produtoras de AlA a 100% de similaridade
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4.3.2 Avaliacao da Solubilizagdo de fosfato

Foi observado halo de solubilizacdo em apenas 35% dos 80 isolados
selecionados, com indice de solubilizacdo (IS) variando entre 0,99-14,60. Dos
isolados que solubilizaram fosfato 7% tiveram baixa (IS < 2), 29% média (2 > IS < 4)
e 64% dos isolados tiveram alta (IS > 4) solubilizacdo de acordo com a classificacao
de Chagas junior et al. (2010). Nao foram obtidos isolados com alta solubilizacdo de
fosfato a partir do solo rizosférico. Também nédo encontrados IS médio na area que
tinha recebido calagem ou IS de fosfato baixo dos isolados da folha e colmo, estagéo
seca e nos meios JNFB e JMV.

Seis grupos foram formados a 70% de similaridade IS (Figura 9). Destes, no
grupo 6 estao os representantes que nao solubilizaram ou tiveram isolados com baixo
indice de solubilizacdo. No grupo 1, reuniram-se todo os isolados com indice de
solubilizacdo (IS) médio e representantes com indice solubilizacdo de fosfato alto.
Para os demais grupos, todos os isolados apresentaram alto indice de solubilizacéao

de fosfato.
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Figura 9 — Formacao dos grupos das bactérias endofiticas solubilizadoras de fosfato a 100% de similaridade
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4.3.3 Crescimento em meio sem N — avaliagdo qualitativa da fixag&o biologica
de nitrogénio

A maioria, 69%, dos isolados apresentou formacgao da pelicula, indicativo de
serem fixadoras de N. Os isolados que apresentaram a formacgdo da pelicula,
predominaram os oriundos de colmo e raiz, respectivamente, 40% e 32,7%, no
periodo chuvoso e na area sem calagem com 61% em ambos, bem como os isolados

obtidos com os meios JNFB e NFB, respectivamente, 42% e 40%.

4.3.4 Avaliacdo da producéo de Sideroforos

Foram formados 6 grupos a 70 % de similaridade, (Figura 10) quanto a
producao de sideréforos. Os isolados que tiveram producao baixas (0,16 £0,06 e 0,35
+0,05) (Tabela 8), prevaleceram no colmo e raiz, comparando o local de isolamento,
em propor¢cdes acima de 60%. J& entre as estacdes, 66% na estacdo seca e 100%
na estacao chuvosa. Entre as areas com aplicacao de calcario ou ndo, prevaleceram
isolados na area com calagem com porcentagem acima de 60% os dois grupos, e
entre 0os meios semissolidos, o JMV e JNFB prevaleceram acima de 66%.

J& os isolados com producédo média (0,54 + 0,04 e 0,73 +0,06) de sideréforos
foram vieram 50 % no colmo, comparando o local de isolamento (folha, colmo, raiz e
rizosfera). Em relacdo as estacdes, areas com aplicacdo de calcario e meios
semissolidos, respectivamente, tiveram 100% dos isolados no periodo da chuva, mais
de 90 % na area sem calagem e mais de 75% isolados no meio JMV.

Por fim, os isolados com maior producédo de sideroforos (1,14 + 0,05 e 0,95
+0,04) prevaleceram com 45% isolados no colmo, comparando os locais de
isolamento (folha, colmo. raiz e rizosfera). Nas estacOes e area com aplicacao de
calcario, prevaleceu o periodo de chuva, area sem calagem, e mais de 50% dos

isolados nos meios JNFB e NFB.
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Figura 10 — Formacéao dos grupos das bactérias endofiticas produtores de sideréforos a 100% de similaridade
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4.3.5 Avaliacao da producéo de HCN

Onze isolados foram identificados como produtores de HCN pela avaliacdo
gualitativa (Tabela 8) 60% dos quais foram obtidos do colmo, 73% da area se calagem,
63% da estacdo seca e também 63% do NFB. As bactérias produtoras de HCN neste
trabalho ndo foram encontradas na rizosfera da planta como é relatada no trabalho de
Verma et al. (2013) e Singh et al., (2015).

Além disso, a producdo de HCN por isolados bacterianos pode estar
relacionada com a solubilizacdo de fosfato. Neste trabalho, o isolado 376 A
(Stenotrophomona) além de produzir HCN, solubilizou fosfato. Resultado semelhante
foi encontrado por Shukla et al. (2018), que demonstraram essa correlacdo entre

produtores de HCN e solubilizacdo de fosfato.

4.3.6 Ligacdao dos mecanismos promotores de crescimento in vitro e a
identificacao dos isolados pelo sequenciamento parcial do 16S rRNA

Todos os isolados produziram AIA e sideroforos, com a maioria dos isolados
apresentando alta producédo de AlA, acima de 50 yg. mL™ (Tabela 8) enquanto 69 ,
35 e 14% dos isolados eram positivos para FBN, solubilizaram Fosforo e positivo para

HCN, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 — Isolados diazotréficos avaliados in vitro para caracteristicas associadas a promocao de
crescimento (AIA, sideroforos, Reducgéo de acetileno, solubilizagdo de fosfato e producédo de HCN

Quando os 80 isolados bacterianos foram agrupados pelo conjunto dos
mecanismos de promocéo de crescimento, foram formados sete grupos (Figura 12).

No grupo 7, os isolados 376A (Stenotrophomonas) e 361B (Rhizobium)
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apresentaram todos os mecanismos avaliados (AlA, Solubilizagéo de fosfato, FBN,
HCN e Sideréforos), com producédo de AlA elevada e indice de solubilizacdo de fosfato
alto e médio, respectivamente, 376A e 361B.Ambos foram isolados no periodo
chuvoso, no meio JNFB, nas duas areas sem calagem e com calagem e nas partes
folha e raiz.

O Rhizobium e Stenotrophomonas, sdo descritos na literatura associados na
rizosfera das Fabaceae (LOPEZ-LOPEZ et al., 2010) e nédo leguminosas (HAIYAMBO;
CHIMWAMUROMBE; REINHOLD-HUREK, 2015) apresentando diversos
mecanismos de promocao de crescimento, resultados semelhantes a este trabalho,
como a fixacdo de nitrogénio, producéo de acido indolacético (MACHADO et al., 2018;
KANG et al., 2018; HAIYAMBO; CHIMWAMUROMBE; REINHOLD-HUREK, 2015),
producdo de sideréforos (KANG et al., 2018; ETESAMI; ALIKHANI, 2016), producao
de HCN, solubilizacdo de fosfato (ABDELKRIM et al., 2018; PEREZ-CORDERO;
CHAMORRO-ANAYA; ZOOTEC, 2018; PATEL; SARAF, 2017). Shukla et al. (2018)
verificaram que as interacdes das bactérias produtoras de sideroforos e acido
cianidrico aumentaram a solubilizacdo de fosfato. Na formacdo dos grupos nao foi
verificado essa interacao. Entretanto, o isolado 376A (Stenotrophomonas) apresentou
elevada solubilizacdo de fosfato, produgédo de HCN e siderdéforos.

J& no grupo 6, os isolados agrupados foram os que tiveram producao de AlA
elevada e alta (66% e 34%), indice solubilizacdo de fosfato médio e baixo (17% e
83%), FBN (50%) e HCN (63%), tiveram como representantes 270B (Bacillus), 273C
(Rhizobium), 5338 (Enterobacter). Resultados parecidos também foram encontrados
no trabalho de Rodrigues et al. (2016); para Enterobacter capaz de produzir acido
indolacético, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio. Ja a producéo de HCN e sideroforos
como aconteceu neste trabalho foram relatadas nos trabalhos de Sarkar et al. (2018)
e Xu et al. (2018), respectivamente. O Bacillus por sua vez, apresentou resultados
semelhantes aos que Sinha et al., (2019), fixaram nitrogénio, produziu AlA),
solubilizou fosfato. A producédo de sideroforos convergiram com o trabalho de Kumar
et al. (2017) e HCN com os relatos de Marag e Suman (2018).

No grupo 5, ficaram os que tiveram producao elevada de AIA e solubilizagao
baixa de fosfato, HCN e FBN com 33% dos isolados para cada mecanismo, incluindo
representantes dos géneros Nocardioides (5098), Shinella (5102) e Sphingomonas
(5112).
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Figura 12 — Formacgéo dos grupos de acordo com os mecanismos de promoc¢éo de crescimento in vitro produgdo de &cido indolilacético (AlA), indice de
solubilizac&o de fosfato (I1S), fixacdo biologia de N2 (FBN in vitro), produc¢édo &cido cianidrico (HCN) e producédo de sideroforos (PS) do capim pangoléo, isolados

na pastagem do Nordeste brasileiro
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Zappelini et al. (2018) verificaram que os Nocardioides também produziram
sideréforos, mas ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a solubilizacdo de
fosfato in vitro, embora Mander et al. (2012), tenham encontrado que bactérias da
familia Nocardiaceae disponibilizaram fosforo em condi¢cdes semelhante a campo,
indicando também a solubilizacdo de fosfato.

A producdo de HCN por Sphingomonas também ndo foi encontrada na
literatura. Mas resultados de producao de AlA e sideréforos também foram verificados
por Xu et al. (2018). Ja para Shinella, verificou-se relatos que também produziram
AlA e fixaram nitrogénio no trabalho de Taulé et al. (2012) e sideréforos no trabalho
de Saidi et al. (2013).

O Grupo 4 agrupou os isolados com indice solubilizacao de fosfato alto (84%),
producdo de HCN (7%), FBN (38%) e os isolados que ndo apresentaram producao
meédia de AIA. Como representantes tiveram: Stenotrophomonas (195cl e 5007),
Pantoea (294A), Curtobacterium (294D), Rhizobium (375B), Microbacterium (5012B),
Pseudomonas (5377) e Nocardioides (5088).

A Pantoea como no trabalho de Rodrigues et al. (2016), produziu éacido
indolacético, solubilizou fosfato, fixou nitrogénio e produziu HCN. A Pseudomonas
tiveram resultado similar ao de Sinha et al. (2019) produziram sideroforos fixaram
nitrogénio e produziram AlA. As bactérias solubilizadoras de fosfato. e producéo de
HCN deste género foram parecidos com os observados por Kizhakedathil e Devi
(2018).

Nos grupos 2 e 3, prevaleceram os isolados positivos para FBN in vitro (86% e
100%), solubilizacéo alta de fosfato (86% e 53%), HCN (5 e 6%) e producao de AIA
elevada (53% e 58%) e alta (40%e 41%). Nao apresentaram isolados com producéo
média de AIA no grupo 2. Como representantes tiveram: Shinella (5068), Massilia
(5025), Pantoea (416A), Erwinia (389B), Burkholderia (372b), Beijerinckia (344b),
Exiguobacterium (347b) Staphylococcus (188b) Alcaligenes (192C) e Bacillus (357A).

As Burkholderia e Exiguobacterium também foram relatadas na literatura com
producdo de AIA, FBN, solubilizacéo fosfato e producéo de sideréforos, PANDEY;
BHATT, 2016; VERMA et al., 2016; CHIMWAMUROMBE; GRONEMEYER ;
REINHOLD-HUREK, 2016; SANTOS et al., 2016; DEFEZ; ANDREOZZI; BIANCO,
2017;. Ja o Staphylococcus sp. a produgdo de siderdforos foi semelhante aos
resultados encontrado por Marag e Suman, (2018) e AIA aos de Yan et al. (2018). Em

relacdo a Beijerinckia a presentaram FBN, producéo de AlA igual relatado no trabalho
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de Chumpoo et al. (2018) e sideréforos na pesquisa de Niehus et al. (2017). As
Erwinia, por sua vez, também produziram sideréforos, éacido indolacético e
solubilizaram fosfato no Sagar et al. (2018).

Para as Massilia também foram encontrados producéo de AIA no trabalho de
Tani et al. (2011) e sideréforos (CHIMWAMUROMBE; GRONEMEYER; REINHOLD-
HUREK, 2016). Quanto a FBN néo foram encontrados relatos na literatura consultada.
A Alcaligenes também produziu sideréforos (SAYYED; CHINCHOLKAR, 2009), fixou
nitrogénio (BERGMANN et al., 2009), solubilizou de fosfato e produziu AIA (KAKAR
et al., 2018).

Por fim, os isolados do grupo 1, ndo apresentaram produtores de HCN,
producdo média de AIA e solubilizacdo de fosfato média. Como representantes
tiveram:, Enterobacter (288C) bactéria ndo cultivada (289A), Erwinia (344c),
Rhizobium (335C), Kocuria (406A) e Shinella (5388).J4 a Kocuria também produziram
AlA, sideroforos e solubilizaram fosfato igual aconteceu no trabalho de Goswami et al.
(2014). Por fim, também foi verificado que as Curtobacterium e Microbacterium
também produziram sideroforos como encontrado no trabalho de Costerousse et al.
(2018) e AIA Verma e White, (2018).

4.3.7 Eficiéncia das bactérias promotoras de crescimento no desenvolvimento
do milho.

Foram encontradas diferencas significativas entre os isolados e os tratamentos
controle com 20% de N da solu¢cdo Hoagland e inoculante comercial com estirpes do
Azospirillum brasilense (Ab-v5 e ab-v6), pelo teste de Dunnet-hus (p <0,10), mas nao
com o tratamento controle 100% de N da solucdo Hoagland (Tabela 9). Vinte e dois
isolados foram capazes de influenciar positivamente em altura, comprimento radicular,
area foliar e massa seca parte aérea na comparagcdo com o controle ndo inoculado,
dos quais dois apresentaram maior numero de comparagdes significativas, com quatro
variaveis. O isolado 195 C (Stenotrophomonas) apresentou dois mecanismos
promocao de crescimento AlA e producéo de sideréforos. Enquanto o isolado 5242
(Stenotrophomonas), que apresentou trés mecanismos de promoc¢ao de crescimento
de AIA, FBN e sideroéforos.



Tabela 9 — Comparacgdes dos tratamentos com isolados com os controles, pelo teste de Dunnett a 10% de probabilidade em negrito, apés 35 dias em

sistema hidropénico
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(Continua)
Isolados (cm) CR (cm) (mm) (cm?) (mg) (mg) MST (mg) (%) ERNI (%) (%)
Cont. 20%
de N da 15 17 3 177 154 113 246 36 48 61
sol. Hoag
121A 22 22 5 391 140 260 830 89 166 210
121B1 18 29 6 273 180 400 860 97 171 279
183C1 25 23 5 355 180 300 730 84 143 181
188B 22 19 4 496 210 310 830 120
192C 18 26 5 226 210 210 410 61
193A 50 42 4 749 190 320 1230 180 247 311
195C1 35 30 5 716 150 390 1080 156 214 270
199B 21 28 4 250 180 250 690 100 137 173
199C 22 25 5 352 130 360 800 116 156 196
219B 24 20 5 437 240 350 830 120 163 206
225B 23 28 5 258 120 340 810 117 158 200
252A 30 24 3 494 140 220 720 73 143 181
270B 28 24 4 298 130 290 730 108 144 182
270C 23 21 4 323 150 310 670 60 166 210
273C 22 43 5 735 240 550 1320 193 259 326
288C 33 28 5 648 120 300 830 121 165 208
289A 26 28 5 386 240 310 760 111 150 189
294A 23 18 3 289 130 190 390 57 77 97
294D 37 26 5 390 150 360 970 141 191 241
297A 27 31 4 319 200 360 500 46 99 124
331C 18 26 4 351 200 310 620 90 122 154
334C1 19 19 4 225 70 270 570 82 113 142




96

Tabela 9 — Comparacg@es dos tratamentos com isolados com os controles, pelo teste de Dunnett a 10% de probabilidade em negrito, apés 35 dias em

sistema hidropénico (Continua)
Isolados A CR (cm) D AF MSPA MSPR MST (mg) ERNI (%) ERC
(cm) (mm) (cm?) (mg) (mg) (%) (%)

335C 21 21 3 299 90 190 530 77 105 132
338A 23 27 4 411 120 230 600 87 120 151
344B1B 33 32 5 496 150 260 830 120 163 205
347B 25 28 4 436 210 260 600 87 117 148
357A 23 25 5 455 100 410 960 140 189 238
359C 23 30 5 406 60 330 820 90 162 205
361B 21 32 4 549 200 200 0 74 123 155
363A 24 41 5 592 160 400 970 141 192 244
364A 30 29 5 586 130 270 520 75 104 131
365A 23 29 4 383 110 250 620 91 122 154
372B 16 15 3 202 260 170 480 69 94 119
373C 20 17 5 599 220 280 810 115 161 205
374B 27 25 5 361 150 310 820 118 160 202
375B 25 27 4 560 80 350 670 97 133 168
376A 18 21 3 190 100 170 270 39 54 68
377C 26 37 5 323 240 390 990 143 194 245
377D 23 22 4 230 170 200 380 55 74 93
389B 25 22 5 203 110 220 480 69 96 120
400B 28 30 5 606 90 260 670 96 130 164
403B 18 20 3 148 120 140 400 45 106 134
406A 23 28 4 314 90 220 450 37 88 110
416A 23 31 5 306 70 230 610 89 121 153
416B 23 22 4 642 90 350 1040 148 207 260




97

Tabela 9 — Comparacg8es dos tratamentos com isolados com os controles, pelo teste de Dunnett a 10% de probabilidade em negrito, apés 35 dias em

sistema hidropénico (Continua)
Isolados A CR (cm) D AF MSPA MSPR MST (mg) ERN ERNI (%) ERC
(cm) (mm)  (cm?) (mg) (mg) (%) (%)

331C 18 26 4 351 200 310 620 90 122 154
334C1 19 19 4 225 70 270 570 82 113 142
335C 21 21 3 299 90 190 530 77 105 132
338A 23 27 4 411 120 230 600 87 120 151
344B1B 33 32 5 496 150 260 830 120 163 205
347B 25 28 4 436 210 260 600 87 117 148
357A 23 25 5 455 100 410 960 140 189 238
359C 23 30 5 406 60 330 820 90 162 205
361B 21 32 4 549 200 200 0 74 123 155
363A 24 41 5 592 160 400 970 141 192 244
364A 30 29 5 586 130 270 520 75 104 131
365A 23 29 4 383 110 250 620 91 122 154
372B 16 15 3 202 260 170 480 69 94 119
373C 20 17 5 599 220 280 810 115 161 205
374B 27 25 5 361 150 310 820 118 160 202
375B 25 27 4 560 80 350 670 97 133 168
376A 18 21 3 190 100 170 270 39 54 68
377C 26 37 5 323 240 390 990 143 194 245
377D 23 22 4 230 170 200 380 55 74 93
389B 25 22 5 203 110 220 480 69 96 120
400B 28 30 5 606 90 260 670 96 130 164
403B 18 20 3 148 120 140 400 45 106 134
406A 23 28 4 314 90 220 450 37 88 110
416A 23 31 5 306 70 230 610 89 121 153
416B 23 22 4 642 90 350 1040 148 207 260
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Tabela 9 — Comparacgdes dos tratamentos com isolados com os controles, pelo teste de Dunnett a 10% de probabilidade em negrito, apés 35 dias em

sistema hidropénico (Continua)
Isolados A CR (cm) D AF MSPA MSPR MST (mg) R ERNI (%) ERC
(cm) (mm)  (cm?) (mg) (mg) (%) (%)
416D 24 29 5 374 190 360 910 131 176 222
5005 28 33 5 454 170 270 670 120 132 165
5007 20 24 4 310 270 220 460 96 90 114
5010 24 22 3 154 170 220 370 66 74 93
5012B 27 29 5 481 160 320 830 54 162 205
5021 25 30 4 263 160 210 490 72 97 123
5025 19 22 4 175 150 180 380 55 74 93
5057A 26 31 5 482 260 270 600 87 118 150
5068 26 22 4 339 80 280 640 93 127 160
5088 23 19 3 244 120 270 560 82 111 139
5095 16 14 3 136 170 150 300 44 59 74
5098 19 17 3 259 230 350 560 55 77 97
5102 23 22 3 263 310 220 410 77 106 133
5103 30 25 5 397 110 250 740 109 149 187
5112 19 19 4 399 170 190 490 97 133 168
5167 19 33 4 566 210 300 1120 161 218 274
5172b1l 24 19 4 359 200 250 710 103 139 176
5175 22 25 4 551 210 300 680 98 134 169
5185 22 20 5 417 130 390 650 93 129 225
5186B 29 26 5 571 170 300 910 132 179 163
5195 23 21 4 278 210 280 500 55 98 160
5197A 16 19 4 172 160 150 330 48 66 84
5200 23 26 4 397 280 290 610 88 121 152
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Tabela 9 — Comparacg8es dos tratamentos com isolados com os controles, pelo teste de Dunnett a 10% de probabilidade em negrito, apés 35 dias em

sistema hidropénico (Continua)
A D AF MSPA MSPR ERN ERC

Isolados (cm) CR (cm) (mm) (cm?) (mg) (mg) MST (mg) %) ERNI (%) %)
5207 22 19 4 1338 180 380 1060 154 207 259
5216 22 20 3 348 210 280 740 108 146 185
5242 40 35 5 607 320 470 1240 180 245 309
5255 15 20 3 219 270 220 440 64 87 109
5289 26 25 4 302 210 270 690 98 135 169
5290 33 25 4 545 200 330 820 118 163 206
5294 19 20 4 258 320 220 340 49 66 83
5297 24 19 3 411 150 260 800 95 159 201
5338 25 24 5 360 200 340 520 121 166 209
5377EA 21 19 4 254 200 260 490 74 104 132
5378EB 26 18 5 221 150 290 390 72 98 124
5388 17 26 5 625 160 300 840 56 102 96
5379A 31 19 4 151 100 220 520 74 77 129
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Tabela 9 — Comparacg8es dos tratamentos com isolados com os controles, pelo teste de Dunnett a 10% de probabilidade em negrito, apés 35 dias em

sistema hidropénico

(Conclusao)

Cont. Comercial 18 29 4 306 173 247 680 99 134 92
193A 50 42 4 749 189 320 1230 180 247 311
195C1 35 30 5 716 151 391 1081 156 214 270
273C 22 43 5 735 238 546 1325 193 259 326
288C 33 28 5 648 124 303 832 121 165 208
344B1B 33 32 5 496 153 261 826 120 163 205
416B 23 22 4 642 92 347 1039 148 207 260
51868 29 26 5 571 169 300 908 132 179 163
5207 22 19 4 1338 181 382 1059 154 207 259
5242 40 35 5 607 321 465 1237 180 245 309
5388 17 26 5 625 160 297 838 56 102 96
Cont. 100%deN ., 26 3 179 130 190 370 54 73 169
da sol. Hoag
r2 0,45 0,41 0,37 0,42 0,33 036 039 048 0,42 0,42
cv 9,98 10,13 21,79 11 13 9,84 042 022 11,47 11,41

Cont 20% de N da sol. Hoag = controle 20% de N da solucdo de hoagland; Cont. Comercial = controle comercial; Cont.100% de N da sol. Hoag = cont 100%
de N da solucdo de hoagland; A= altura; C=Comprimento radicular; DC= diametro do colo; AF= area foliar; MSPA= massa seca parte aérea; MST= massa
seca total; ERN= eficiéncia relativa ndo inoculado; ERI= eficiéncia relativa com Inoculante comercial; EFC= eficiéncia relativa com 100% N. Com comparacgfes
de acordo com o teste de Dunnett a 10% de probabilidade em negrito para comparacdes entre os tratamentos com isolados e controles.
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Na variavel massa seca total dezenove tratamentos com isolados tiveram
comparacdes superiores (80 a 1,32 g) ao controle (0,24 g) com 20% de N da solucéo
Hoagland, pelo teste de Dunnet-hus (p <0,10). J& para massa seca radicular onze
iIsolados apresentaram comparacgoes significativas, superiores (0,33 a 0,54 g) ao
controle(0,11g). Em relagdo area foliar sete isolados foram superiores (571 a 1338 cm
2) ao controle (176 cm?). Para o diametro do colo foram seis isolados que
apresentaram comparacfes significativa superiores (4,94 a 5,51 mm) ao controle
(2,82 mm). Em relagé&o ao comprimento radicular trés isolados foram superiores (40 a
42,94 cm) ao controle (14,99 cm). Por ultimo, a variavel altura dezoito isolados (50,44
a 25,43 cm) controle(14,00cm). Como pode ser observado, os isolados demonstram
gue promoveram crescimento no milho (Tabela 9).

Quando os isolados foram comparados com o controle comercial, as variaveis
altura — 193A (Enterobacter), 195C (Stenotrophomonas), 344b1B (Beijerinckia), 5242
(Stenotrophomonas)— e area foliar — 193A (Enterobacter), 195C (Stenotrophomonas),
273C (Rhizobium), 288C (Enterobacter), 416B (ndo sequenciada), 5186B (né&o
sequenciada), 5186b (ndo sequenciada), 5242 (Stenotrophomonas), 5338
(Enterobacter) — apresentaram comparacoes superiores. Assim, demonstrando que
os isolados favoreceram o crescimento das plantas igual ou maior do que o inoculante
comercial. Resultado semelhante foi encontrado na bioprospeccdo feita por
Fernandes-Junior et al. (2015), que os isolados encontrados foram melhores que a
estipe Ab-V5 do A. brasilense recomendado para cultura do arroz. Também néo houve
diferengas significativa entre os isolados e os tratamentos controle 100% de N da
solucdo Hoagland. Indicando que os isolados promoveram o crescimento na no milho
tanto quanto o controle com 5x mais N. A capacidade desses isolados de aumentar o
crescimento do milho na mesma taxa observada para as plantas no tratamento
controle que receberam 100% de N da solucdo Hoagland indica que, neste
experimento.

Quando os tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey a 10%, as
variaveis MSPA, MSPR, diametro de colo e ERN tiveram desempenho semelhante.
Ja as variaveis altura, ERNI e ERC o isolado 193A (Enterobacter) foi diferente do
tratamento controle 20 % de N da solucdo de Hoagland. Como também, o isolado
273C (Rhizobium) apresentou diferenga com o mesmo controle para as variaveis
MST, ERNI e ERC. O mesmo aconteceu com o isolado 5242 (Stenotrophomonas)para

variavel altura e MST.
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A variavel comprimento radicular o tratamento com o isolado 5095 teve
desempenho inferior aos outros tratamentos, mesmo apresentando quatro
mecanismos de promogao de crescimento in vitro AlA, FBN, solubilizagéo de fosfato
e producdo de siderdéforos. Na variavel érea foliar, o tratamento supracitado
juntamente com o tratamento contendo o isolado 403B (Rhizobium) apresentaram
desempenho inferior em relacdo aos outros tratamentos. Mesmo o isolado 403B
(Rhizobium) caracterizado com trés mecanismos de promoc¢ao de crescimento in vitro
AlA, FBN e producéao de sideroforos.

No geral, os valores in vitro de producdo de sideréforos e HCN, fixadoras de
nitrogénio correlacionaram com as a variaveis altura, comprimento radicular e massa
seca da parte radicular (Tabela 10). Os dados in vitro de AlA e solubilizacédo de fosfato,
apresentaram baixa correlacdo com as varidveis biométricas. Respectivamente,
explicaram 44 e 60% do ganho no sistema radicular.

No geral, a inoculacdo com as bactérias endofiticas exerceu um aumento
substancial nos parametros de crescimento das plantas. Resultado similar foi
encontrado por Li et al. (2017), cujos isolados produtores de sideréforos, na avaliacéo

in vitro, aumentaram significativamente o sistema radicular e parte aérea do milho.

Tabela 10 — Coeficientes de correlacdo dos dados in vitro de promocédo de crescimento com os dados
da avaliagdo biométrica inoculada

A MSPR EFC ERN ERI MST MSPA AF D CR
IS p 0,22 0,22 0,18 0,18 0,28 0,18 0,14 0,213 0,12 0,06
rz 0,05 0,06 0,11 0,11 0,22 0,12 0,21 0,27 0,29 0,60
A MSPA EFC MST ERI ERN CR MSPR AF D
AIA p 0,10 0,0 0,10 0,10 0,09 0,09 0,09 0,07 0,03 0,02
0,40 0,40 040 040 041 041 044 053 0,81 0,85
MSPR AF D EFC ERI ERN MST MSPA A CR
HCN p 0,10 0,09 0,07r 0,07 0,07 0,07 0,07 0,05 0,03 0,01
r 0,37 0,42 053 054 054 054 0,55 0,64 0,82 0,94
AF MSPA ERI EFC ERN MST CR D A MSPR
FBN p 0,11 0,20 0,07 0,07 0,07 0,07 0,04 0,03 0,02 0,01
r 0,33 0,36 053 053 055 055 0,73 0,79 0,83 0,95
MSPR  MST ERI EFC ERN AF MSPA D CR A
PS p 0,15 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,04 0,01 0,01 0,01
r 0,19 0,47 047 048 048 0,52 0,70 0,90 091 091
p= probabilidade; Ps= producéo de sideréforos; FBN=Fixac&o bioldgica de nitrogénio; IS= indice de
solubilizacéo de fosfato; AIA=Producé&o de acido indolacético; HCN =Producdo de acido cianidrico; A
= altura; C=Comprimento radicular; DC= didmetro do colo; AFT= area foliar total; MSPA= massa seca

parte aérea; MST= massa seca total; ERN= eficiéncia relativa ndo inoculado; ERI= eficiéncia relativa
com Inoculante comercial; EFC= eficiéncia relativa com 100% N
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Esse fato pode estar relacionado com a grande funcionalidade dos sideroforos
produzidos pelas BPCP em solubilizar e quelar ferro a partir de complexos organicos
ou inorganicos presentes no sistema (ARORA; VERMA, 2017), disponibilizando-o
para as plantas e micro-organismos (McROSE et al., 2017). Como todos os isolados
produziram sideréforos, podem ter estimulado o desenvolvimento das plantas de
milho. Assim como, disponibilizado ferro para as bactérias fixadoras de nitrogénio
poderem reduzir o N2 e aumentando a taxa de fixagcdo de nitrogénio como descrito
por McRose et al. (2017).

A producéo de AlA in vitro ndo houve um padrdo em relacéo a resposta in vivo.
Os isolados 5242 (Stenotrophomonas), 5290 (Pseudomonas), 5207 (nédo
sequenciada), 195C (Stenotrophomonas) e 377C, que promoveram o melhor
desenvolvimento do milho tiveram produgcdo de AIA superior a 22.7 upg-mL™
encontrada no trabalho de Li et al. (2017), de isolados na rizosfera do milho. Como
também teve bactérias que apresentaram promocdo de crescimento no milho com
baixa producéo de AlA in vitro (ARAUJO; GUERREIRO , 2010). Isso esta relacionado
a funcéo do AIA bacteriano ser dependente dos niveis de AIA enddgeno nas plantas,
(BACKER et al., 2018).

Desta forma, o crescimento das plantas esta relacionado com a expressao de
varias caracteristicas de promocao de crescimento, como foi observado neste trabalho
e por Fernandes-Junior et al. (2015). Esse fato pode ser observado nos isolados 5207
(Nao sequenciada) e 195C (Stenotrophomonas), além de produzirem concentracao
de aia elevada, tiveram média e alta solubilizagdo de fosfato, assim como o isolado
273C (Rhizobium) que apresentou FBN, producédo de AIA, HCN e sideroforos. Desta
forma se confirma a importancia de selecionar bactérias in vitro para mudltiplas
caracteristicas de BPCP e avalia-las sob condi¢cdes controladas em casa de
vegetacado (RANA et al., 2011).

4.4 CONCLUSOES

As bactérias apresentaram varios mecanismos de promoc¢ao de crescimento de
planta in vitro. Os isolados promoveram o desenvolvimento do milho, em relacéo altura
e comprimento radicular, sendo, portanto, promissores para serem utilizadas em

novos testes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu a identificacdo e a avaliagdo da diversidade
presente na cultura do capim pangoldo, sendo encontrados representantes de 20
géneros em uma amostra de 80 das 67 estirpes utilizadas, confirmando que plantas
podem ser consideradas um microecossistema complexo onde diferentes nichos séo
explorados por uma extensa variedade de bactérias.

E provavel que essa biodiversidade possa conferir ao seu hospedeiro maior
resisténcia a condicfes de estresse, alteracdes nas condicdes fisioldgicas, protecao
contra organismos patogénicos e herbivoros, promocédo de crescimento vegetal,
além da producdo de antibiéticos e enzimas de interesse biotecnolégico.

Os resultados para fatores de promocao de crescimento in vitro e in vivo
indicam, embora ainda ndo conclusivamente, este potencial, ja que x das 80 estirpes
selecionadas aleatoriamente apresentaram desempenho comparavel ao das hoje

recomendadas para producao de inoculante de milho.



