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Prospeccdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas de uma lagoa temporéria
do semiarido tropical

RESUMO

Os ecossistemas aquaticos sdo importantes em regides semiaridas, como no bioma
Caatinga. Nesta regido, a lagoa temporaria é caracterizada por fases de inundacéo e secas. Na
estacdo seca, as lagoas temporarias sdo capazes de sustentar uma alta produtividade e
biodiversidade. A leguminosa Mimosa bimucronata € comum nesses ambientes pois é
adaptada a solos com ma drenagem e, é provavel que exista a contribuicdo dos simbiontes
microbianos na tolerancia a estresses especificos do habitat. Pesquisas relacionadas a
caracterizagdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) nunca foram
realizadas em lagoas temporarias do semiarido tropical. O objetivo desde trabalho foi isolar
BPCPs associadas a rizosfera e ao solo adjacente da M. bimucronata, caracterizar o0s
principais mecanismos de promoc¢do de crescimento das BPCPs e avaliar o potencial
biotecnolégico dos isolados obtidos em promover o crescimento de Zea mays L sob 30% e
80% da capacidade de pote (CP). Foram isolados e caracterizados 355 isolados bacterianos.:
131 isolados do solo rizosférico (ISR); 97 isolados do solo adjacente (ISA); 104 isolados
formadores de enddsporo do solo rizosférico (IFESR) e 23 isolados formadores de enddsporo
do solo adjacente (IFESA). A partir dos isolamentos com base na caracterizacao fenotipica, os
isolados foram agrupados a 70% de similaridade, obtendo 98 isolados. Dentre os 98 isolados
avaliados, todos produziram acido indol-acético AlA, 35 foram capazes de solubilizar fosfato
de caélcio bi béasico, porém nenhum isolado solubilizou o fosfato de aluminio, 94 foram
capazes de produzir exopolissacarideos (EPS) e 63 foram capazes de produzir biofilme.
Baseado nestes mecanismos, foram selecionados 30 isolados mais promissores, e destes 17
foram capazes de fixar nitrogénio, 24 produziram &cido-1-carboxilico-1-aminociclopropano
(ACC) deaminase, 8 isolados cresceram em meio até 0,844 de atividade de agua (Ay) e 14
produziram quitinases. Além disso, os isolados que apresentaram maiores valores de um
determinado mecanismo de promocdo de crescimento de plantas, foram selecionados para
constituir consércios microbianos e foram avaliados em relagdo ao potencial de promover o
crescimento do Z. mays L. Entre os consorcios, o destaque foi o C4, com um aumento de 65%
da biomassa seca da raiz quando comparado ao controle sem inoculagédo (CSI). Os isolados 70
e 38 destacaram-se significativamente quando comparado aos demais isolados para o0 aumento
da area foliar total. Para biomassa seca da raiz (BSR), os isolados 28-7 e 28-10, destacaram-se
significativamente quando comparados aos demais tratamentos, sob condicdes de 80% de
capacidade de pote. O isolado 43 destacou-se significativamente para o comprimento do
caule, BSPA e BSR, demonstrando o potencial de promover o crescimento do Z. mays L. sob
estresse hidrico (30% CP). Esses resultados indicam o potencial dos isolados nativos obtidos
da M. bimucronata em uma lagoa temporaria do semiarido tropical em promover o
crescimento do milho.

Palavras-Chave: Micro-organismos. Inoculantes. Biotecnologia. Caatinga.






Prospection of plant growth-promoting bacteria from plants of a temporary lagoon in a
tropical semiarid region

ABSTRACT

Aquatic ecosystems are important in semi-arid regions, such as the Caatinga’s biome.
In this region, the temporary lagoon is characterized by flood and dry phases. In the dry
season, the temporary lagoon is capable of sustaining high productivity and biodiversity. The
legume tree, Mimosa bimucronata, is common in these environments because it is adapted to
soils with poor drainage We guess that there is a strong contribution of the microbial
symbionts in the tolerance to stresses supported by these plants in the lagoon environment.
The bioprospection of plant-growth promoting bacteria (PGPB) have never been carried out
in the temporary lagoon in a tropical semiarid. Our aim was to isolate PGPB associated with
the rhizosphere and the adjacent soil of M. bimucronata, and characterize the main
mechanisms of plant-growth promotion, and to evaluate the biotechnological potential of the
isolates to promote Zea mays L. development under 30% and 80% of microcosm capacity
(MC). We analyzed 355 bacterial isolates, which were separated as follows: 131 rhizospheric
soil isolates (ISR); 97 isolates from adjacent soil (ISA); 104 rhizospheric soil endospore
isolates (IFESR) and 23 adjacent soil endospores forming isolates (IFESA). Based on the
phenotypic characterization, we choose 98 isolates for subsequent analysis. In that amount
(98), all of them produced indole-acetic acid AlA, 35 solubilized bi-basic calcium phosphate,
none solubilized aluminium phosphate, 94 produced exopolysaccharides (EPS) and 63
produced biofilm. Based on the last mechanisms, the best 30 isolates were selected, and in
this amount (30), 17 were able to fix nitrogen, 24 produced 1-carboxylic acid-1-
aminocyclopropane (ACC) deaminase, 8 grown in medium up to 0.844 water activity (Aw)
and 14 produced chitinases. In addition, the isolates that presented the highest values of plant-
growth promotion mechanisms were selected to perform a microbial consortium, which was
inoculated in an experiment using Z. mays L. Among the consortia, the highlight was the C4,
with a 65% increase of the dry biomass of the root when compared to the control without
inoculation (CSI). Isolates 70 and 38 showed significantly effect when compared to the other
isolates, mainly for the increase of the total leaf area. Regarding the dry root biomass (BSR),
the isolates 28-7 and 28-10 were significantly different when compared to the other treatments
under conditions of 80% pot capacity. Isolate 43 significantly enhanced the stem length,
BSPA and BSR, demonstrating the potential to promote Z. mays L growth. under water stress
(30% CP). These results indicate the potential of the native isolates obtained from M.
bimucronata in a temporary lagoon in a tropical semiarid region for corn growth.

Key-words: Microorganisms. Inoculants. Biotechnology. Caatinga.
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1 INTRODUCAO

Durante as Ultimas décadas, pesquisadores voltaram a atencdo para o papel dos micro-
organismos na mitigacdo de estresses abidticos em plantas. Um exemplo, é a utilizacdo de
bactérias promotoras do crescimento de plantas que diminuem o efeito do estresse hidrico,
além de atuarem como biocontroladoras, biofertilizantes ou fitoestimuladoras, auxiliando na
manutencdo da fertilidade do solo, sendo esta uma abordagem ecoldgica e econémica. Para
lidar com o0 uso excessivo de insumos, que acarretam em altos custos de producédo e
degradacdo e contaminagdo dos solos e aquiferos.

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas, auxiliam as plantas na
aquisicdo de nitrogénio, fésforo e outros elementos minerais essenciais, além de moderar 0s
niveis de horménios nas plantas, e aumentar a tolerancia das plantas a estresses como a seca,
salinidade, temperatura, metais pesados, dentre outras.

Com a crescente necessidade de aumentar a producdo agricola, utilizando praticas
econbmicas e ambientalmente corretas, € importante identificar e caracterizar bactérias de
ambientes afetados pelo estresse hidrico, pois elas podem apresentar potencial de promover
tolerancia ao estresse hidrico, sendo estas caracteristicas importantes para serem utilizadas

como bioinoculantes na promocao de crescimento do milho.

1.1 Hipoteses

Bactérias isoladas da rizosfera e do solo adjacente da Mimosa bimucronata tém
potencial para promover o crescimento do Zea mays L., além de promover tolerancia ao
estresse hidrico;

Lagoas temporarias tropicais abrigam um grande potencial biotecnologico, de

bactérias para serem utilizadas como inoculantes.

1.2 Objetivo geral

Isolar, caracterizar e avaliar bactérias promotoras de crescimento associadas a
rizosfera e ao solo adjacente da Mimosa bimucronata, procedentes de uma lagoa temporaria
do Semiarido Tropical, e avaliar o potencial biotecnoldgico dos isolados obtidos em promover

0 crescimento de Zea mays.
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1.3 Objetivos especificos

Isolar, caracterizar fenotipicamente BPCPs associadas a rizosfera e ao solo adjacente
da Mimosa bimucronata;

Avaliar os mecanismos de promocdao de crescimento das BPCPs por meio de analises
bioguimica, in vitro, como: producdo de acido-3- acético (AlA); solubilizacdo de fosfato;
producédo de exopolissacarideos (EPS); formacéo de biofilme; analise da reducdo de acetileno
(ARA); 1-aminocicloporpoano-1-carboxilato ACC deaminase (ACC); crescimento em meio
com reduzida atividade de agua (Aw); producéo de quitinases;

Avaliar as BPCPs na promocdo do crescimento do milho (Zea mays), sob duas

condig0es de capacidade de pote 80% e 30%.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Regido Semiarida do Nordeste Brasileiro

As zonas aridas e semiaridas representam 30% da superficie do globo terrestre,
abrangendo cerca de 61 milhdes km2 (BARBOSA et al., 2012). O semiarido brasileiro € o
mais extenso da América do Sul (KILL; TERAO; ALVAREZ, 2013) e ocupa 18,2% do
territério nacional, distribuindo-se principalmente por quase todos estados da regido nordeste,
estendendo-se ainda pela parte setentrional de Minas Gerais, abrangendo mais de 20% dos
municipios brasileiros (1.135) e abrigando 11,84% da populagdo do pais (ARAUJO FILHO,
2013).

O semiarido nordestino, segundo a classificacdo climatica de Kodppen-Geiger, se
caracteriza por um clima Bsh - Clima Semiarido quente. Os atributos que caracterizam as
regides semiaridas sdo sempre de origem climatica, hidrica e fitogeografica: baixos niveis de
umidade e elevada taxas de evaporagdo (2.000 mm ano™), escassez de 4gua com precipitacdes
entre 250 e 800 mm ano™; irregularidade temporal na distribuicdo das precipitacdes ao longo
dos anos; prolongados periodos de caréncia hidrica; solos problematicos do ponto de vista
fisico e geoquimico; e temperaturas médias anuais 23° a 27°C; e auséncia de rios perenes,
sobretudo no que se refere as drenagens autdctones (CASTRO; CAVALCANTE, 2011;
MONTENEGRO; RAGAB., 2012; MAIA, 2012).

Devido a sazonalidade climatica das regibes semiaridas do nordeste brasileiro,
delimitam-se duas estacOes distintas, uma estacdo chuvosa curta e posteriormente um longo

periodo de seca, que podem durar o restante do ano, podendo se estender por anos
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(MONTENEGRO; RAGAB, 2012), causando impactos negativos sociais, econdémicos e
ambientais (MACEDO et al., 2010). Em muitas situacdes, para a sobrevivéncia da populacao,
sdo utilizados rios, lagoas temporarias, acudes artificiais e 0s reservatdrios naturais.

O principal bioma da regido semiarida é a Caatinga, cuja a origem de sua palavra é
derivada do tupi (“Kaa” = Mata, Floresta; “Tinga” = Branca), que constitui um tipo de
vegetacdo caracteristica do semiarido (CASTRO; CAVALCANTE, 2011). O estrato arboreo é
relativamente baixo, dispostas de arvores e de arbustos com caule fino, espinhoso e séo
deciduos na época seca. A vegetacdo neste ambiente é representada por formacdes xerofilas
heterogéneas e de fisionomias e diversidades variadas, composta de uma vegetagédo que varia
de aberta e arbustiva até fechada e florestal (ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009;
MAIA, 2012; SANTOS et al., 2013). A Caatinga apresenta uma grande variedade de
paisagens, relativa riqueza biolégica (ARAUJO; SILVA, 2010), riqueza de familias botanicas
sendo representadas principalmente pelas familias Cactaceae, Fabaceae e as Euphorbiaceae
(ARAUJO FILHO, 2013), podendo citar na familia Fabaceae espécies dos géneros Mimosa,
Acacia (QUEIROZ, 2006).

2.2 Lagoas temporarias do Semiérido Tropical

Os ecossistemas aquaticos sdo imprescindiveis em regides aridas, como na Caatinga,
onde o ciclo de agua ocorre com menor intensidade. Segundo Maltchik (1999), a regido
semiarida tem um total de 15.781 lagoas temporarias e sua distribuicdo € bastante
heterogénea.

As lagoas temporarias sdo corpos de d&gua naturais geralmente pequenos,
caracterizados por fases de inundagéo e secas. Estas séo inseridas na classificacdo mundial
para zonas Umidas como wetlands. De acordo com a Convencdo de RAMSAR (The
Convention on Wetlands of International Importance) as lagoas ocupam depressdes e
geralmente estdo localizadas em areas rasas, com solo de drenagem impedida, presente em
uma area de influéncia de um pequeno volume de &gua, que depende do equilibrio entre
entradas (precipitacdo, escoamento superficial e fluxos de aguas subterraneas) e saidas
(evapotranspiracdo e infiltracdo) (PEREZ-BILBAO; BENETTI; GARRIDO, 2000).

As lagoas temporarias sdo consideradas ecossistemas de vital importancia na
manutencdo da produtividade e biodiversidade de vérias plantas aquaticas raras e ameacgadas,
macro invertebrados, anfibios, sendo consideradas como uma zona de reflgio para diversas

comunidades, mesmo quando seca totalmente no periodo de estiagem (WILLIAMS et al.,
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1997; SCHWARTZ; JENKINS, 2000; SILVA; SONODA; RIBEIRO, 2008; CARDOSO et
al., 2012). No entanto, os processos que mantém a diversidade de espécies nos niveis locais e
regional sdo ainda pouco compreendidos (ARANGUREN-RIANO; GUISANDE; OSPINA,
2011).

Alguns trabalhos ja demonstraram a importancia das lagoas temporérias do semiarido,
como por exemplo, para o uso agricola (CASAS et al., 2012); como rede de alimentagdo e
reproducdo de aves aquaticas migratérias e ndo migratéria (SUE GARDNER, 2009); na
sobrevivéncia de comunidades através da agricultura (SAKANE et al., 2013); na migrag&o de
mamiferos ndo-residenciais dependentes de agua, répteis e anfibios (MARTINEZ-LOPEZ et
al., 2014); como fonte de &gua doce (ELSHAFEI et al., 2015).

As lagoas quando secam por completo no periodo da estiagem sdo capazes de
sustentar uma alta produtividade e biodiversidade (CHESTER; ROBSON, 2013), onde sdo
encontradas diversas espécies de plantas adaptadas a estes ambientes, como exemplo a

leguminosa Mimosa bimucronata.

2.3 Marica- Mimosa bimucronata (De Candole) Otto Kuntze

O marica [Mimosa bimucronata (DC)] pertence a familia Fabaceae — Mimosoideae, e
¢ também conhecida como alagadico, amorosa, angiquinho, arranha-gato, espinheira,
espinheira de cerca, dentre outros sindbnimos. Esta espécie ocorre em diversos estados do
Brasil em Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo, Ceara, Paraiba e no semiarido de Pernambuco, sendo
descrita como, arvore ou arbusto arborescente, semicaducifélia a caducifolia, aculeada. Possui
de 3 a 10 metros de altura e 10 a 25cm de didmetro do caule, podendo a atingir, quando
adultas, 15 metros de altura e 40cm de didmetro do caule (CARVALHO, 2004).

O Marica é bem adaptado em solos mal drenados, com pH variando entre 4,0 e 5,0.
Esta planta desenvolve associa¢Bes simbidticas com bactérias e colonizagdes com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) (PATREZE; CORDEIRO, 2004). Stoffel et al. (2016),
avaliaram a inoculacdo de FMA em trés leguminosas arbéreas, e constataram que a
colonizacdo micorrizica foi superior a 60% para 0 marica, favorecendo o crescimento das
leguminosas. Araujo; Carvalho; Moreira, (2017), avaliaram a capacidade de nodulacdo e
eficiéncia simbidtica de estirpes de Burkholderia em trés leguminosas arboreas, e constataram
que todas as estirpes testadas estabeleceram simbiose com o marica favorecendo seu

crescimento.
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A eficiéncia das BPCPs pode ser influenciada pelas condi¢cbes ambientais (SON et al.,
2006), sendo assim, o marica pode abrigar micro-organismos adaptados as condi¢cbes de
estresse. Estudos revelam que as plantas sdo capazes de modular seu microbioma da rizosfera,
e recrutar bactérias resistentes ao estresse ambiental (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER,
2012). Portanto, este ambiente pode abrigar micro-organismos com potencial biotecnoldgico,
com isto deve-se explorar este ambiente visando o desenvolvimento de inoculantes eficientes

para a utilizacdo na agricultura.

2.4 Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs)

As BPCPs receberam atencdo considerdvel nos ultimos anos, devido aos seus
mecanismos diretos (producdo AIA; ACC; fixacdo biologica de nitrogénio (FBN);
solubilizacdo de fosfatos) que promovem o crescimento de plantas de duas maneiras:
fitoestimulagédo e/ou biofertilizacdo (BHARTI; BARNAWAL, 2019; NOCKER et al., 2012).
Além dos mecanismos diretos, existem o0s mecanismos indiretos que promovem o0
crescimento das plantas, como exemplo, a tolerancia a seca através da producéo de biofilme;
exopolissacarideos (EPS); acumulacdo de osmdlitos (MONIER; LINDOW, 2003;
COLEMAN-DERR; TRINGE, 2014; CHERIF et al., 2015; GLICK, 2015).

2.4.1 Mecanismos diretos

A principal auxina nas plantas é o &cido indol-3-acéico, hormonio vegetal que regula
varios processos celulares e de desenvolvimento dos vegetais (TSAVKELOVA et al., 2006;
SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). Este hormé6nio pode ser produzido por micro-
organismos, auxiliando no crescimento de plantas através do aumento da superficie e
comprimento da raiz proporcionando maior acesso aos nutrientes do solo, aléem de influenciar
nos mecanismos de defesa (VENTURI; KEEL, 2016; GOWTHAM et al., 2017).

O etileno atua como regulador do crescimento vegetal em baixas concentragdes (VAN
DE POEL; SMET; VAN DER STRAETEN, 2015). Porem, sua produgdo é regulada por
estresses bidticos e abioticos, podendo levar a inibicdo do crescimento dos tecidos vegetais,
acarretando em raizes mais curtas e senescéncia prematura (HARDOIM; VAN OVERBEEK;
VAN ELSAS, 2008; MULLER; MUNNE-BOSCH, 2015; BARNAWAL et al., 2017). A
enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase encontrada em BPCPs &
responsavel pela clivagem do precursor de etileno da planta, ACC, em ambnia e o-
cetobutirato (GLICK et al., 2015; MAHDI DAR et al., 2018), reduzindo a quantidade de ACC
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da planta que pode ser convertida em etileno. Neste contexto, as BPCPs com altas atividades
de ACC deaminase sdo excelentes promotores de crescimento de plantas, devido a maior
promocdo de resisténcia a estresses (por exemplo, seca, salinidade, presenca de bactérias
patogénicas, etc.). (BAHADUR et al., 2016; BHARTI; BARNAWAL, 2019).

A utilizacdo de bactérias na agricultura tem crescido devido ao seu potencial de
fixacdo de N,. A FBN ocorre pela agdo do complexo enzimatico nitrogenase, que é capaz de
quebrar a tripla ligacdo do N, reduzindo a duas moléculas de aménia (NH3) (CHOUDHARY;
VARMA, 2017). Alguns resultados bem sucedidos do uso de espécies BPCP fixadoras de
nitrogénio sdo relatados através da utilizacdo Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacteria, em culturas como milho, trigo e outras culturas agricolas. Estes resultados
foram obtidos tanto em laboratério quanto no campo em condi¢des ecoldgicas variaveis
(ABBASI et al., 2011; ALMAGHRABI et al., 2013; HUSSAIN et al., 2013; EL-SAYED;
AKHKHA; EL-NAGGAR, 2014; LAVAKUSH et al., 2014; MEHTA et al., 2015).

O fosforo é um dos nutrientes inorganicos mais requeridos pelas plantas (SHARMA et
al., 2013). E essencial para o crescimento e desenvolvimento de plantas, uma vez que esta
envolvido em muitas funcdes importantes, tais como diviséo celular, geracdo de novos tecidos
dentre outras (DISSANAYAKA et al., 2018). Entretanto, o fosforo é altamente reativo com
outros elementos, combinando-se facilmente a Fe e Al em solos &cidos e Ca em solos
calcarios. Além disso, os ions de fosfato podem formar complexos altamente estaveis com Fe,
Al ou Mn que fazem parte dos coloides do solo (LIU et al., 2014; MAHDI DAR et al., 2018)
ficando insoluvel e indisponivel a absorcéao pelas plantas.

As BPCPs podem converter os fosfatos insolUveis em formas disponiveis para as
plantas (PATHAK; KUMAR; RANI, 2017), através de processos de acidificagdo, reacdes de
trocas, producdo de &cidos orgénicos de baixo peso molecular, como &cido glucdnico e
citrico, liberando o fosfato (LIU et al., 2014; NOVO et al., 2018). A lista de géneros
importantes de solubilizadores fosfato vem aumentando ao longo do tempo a medida que
mais grupos de pesquisa se envolvem no rastreamento de possiveis rizobacteérias.
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia, Azotobacter, Alcaligenes,
Mycobacterium, e Erwinia sdo exemplos de estirpes bacterianas eficientes (YU; LIU; ZHU,
2011; LAVAKUSH et al., 2014; PATHAK; KUMAR; RANI, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362393/#B1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362393/#B3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362393/#B16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362393/#B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362393/#B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362393/#B23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362393/#B28
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2.4.2 Mecanismos indiretos

A promocdo de crescimento das plantas indiretamente ocorre quando uma bactéria
limita ou impede o dano a planta, por exemplo, estresses causados pela seca (VACHERON et
al., 2013). Sob condicOes de seca, ocorre uma selecdo da comunidade bacteriana associada a
rizosfera que dispdem de mecanismos que promovem uma maior tolerancia (SCHMIDT et al.,
2014; CHERIF et al., 2015), podendo citar a produgédo de biofilme, producdo de
exopolissacarideos (EPS), acumulacdo de osmdlitos (MONIER; LINDOW, 2003).

O biofilme pode ser entendido, como uma matriz com popula¢Bes microbianas
aderentes umas as outras e/ou a superficies e interfaces, sendo a matriz composta por
carboidratos extracelulares, proteina e até mesmo DNA (BRANDA et al., 2005;
SENEVIRATNE et al., 2010), que auxiliam na protecdo da planta contra estresses, como por
exemplo, a dessecacdo. Os EPS também sdo produzidos pelas BPCPs (SOUZA; GARCIA-
CRUZ, 2004), acumulando-se na superficie das células (NOCKER et al., 2012) e
desempenham um papel importante no crescimento das plantas sob déficit hidrico (NADEEM
et al., 2014; ROLLI et al., 2015). Os osmdlitos podem ser aclcares como sorbitol, mio-
inositol, trealose; aminoacidos como glicina, taurina, prolina, metilaminas como as betainas
(YANCEY, 2001). Os mesmos atuam de modo a aumentar a pressao osmatica citoplasmatica,
evitando a perda de &gua para 0 meio e também na estabilizacdo de proteinas e membranas
(McNEIL; NUCCIO; HANSON, 1999).

2.5 Zeamays L.

Diversos trabalhos comprovaram a contribuicdo de BPCPs para a produtividade do
milho (HUNGRIA et al., 2010; FERREIRA et al., 2013; REPKE et al., 2013; QUADROS et
al., 2014). Zahid et al. (2015), verificaram que a combinacdo Bacillus spp. mais fertilizante é
eficiente para a nutricdo do milho, sendo equivalente a adubagcdo com apenas fertilizantes
quimicos. Hussain et al. (2013), avaliaram a eficiéncia de estirpes de RPCPs na cultura do
milho, e verificaram aumentos significativos na altura da planta, comprimento da raiz, peso
seco da raiz e rendimento de gréos.

O milho (Zea mays (L.)) € uma graminea pertencente a familia Poaceae. Esta cultura
corresponde a 39,63% da producdo nacional de grdos, sendo considerada de grande
importancia para o agronegocio Brasileiro (CONAB, 2016). O milho ¢ mundialmente uma
cultura béasica para o consumo humano e forragem animal, que depende do alto consumo de
fertilizantes minerais (RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014). Contudo, a


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501315300380?via%3Dihub#bib0610
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501315300380?via%3Dihub#bib0610
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dependéncia aos fertilizantes quimicos é dispendiosa, devido ao alto custo do produto e aos
ricos associados ao uso indiscriminados desses insumos, como a eutrofizac¢do do solo e aguas
subterraneas e a emissdo de gases de efeito estufa (MALAJOVICH, 2011; CHIEN et al.,
2011; DUNGAIT et al., 2012; MARKS et al., 2013; ROCHA et al., 2013). Além do mais, 0
milho é uma das culturas mais importantes em areas semi-aridas do mundo (CAVERO et al.,
2000).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Descricdo da area de estudo

A drea de estudo foi uma lagoa temporaria sem alteracdo antropica, localizada no

distrito de Veneza pertencente ao municipio de Parnamirim — PE, Brasil (Figura 1).

Fonte: Google Earth Pro

Figura 1- Localizagdo da lagoa temporaria no Municipio de Parnamirim —PE

A lagoa estd inserida na Depressdo Sertaneja, que representa a paisagem tipica do
Semiérido Tropical, caracterizada por uma superficie de pediplanagdo, relevo
predominantemente suave-ondulado, cortada por vales estreitos, com vertentes dissecadas. A
vegetacdo é basicamente composta por Caatinga Hiperxerdfila com trechos de Floresta
Caducifolia. O clima é Semiarido, com chuvas de verdo. O periodo chuvoso se inicia em
novembro com término em abril, onde a precipitagdo média anual é de 431,8mm (CPRM,
2005).
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3.2 Coleta das amostras de solo

A coleta das amostras de solo foi realizada em fevereiro de 2017, a uma profundidade
de 0-20cm, trés pontos na rizosfera do maricé e trés pontos no entorno da copa da mesma (1m
considerado como solo adjacente), formando amostras compostas. O marica foi escolhido por
ser predominante no ambiente de lagoa temporéria, e, segundo relatos de populares locais, a
lagoa estava seca ha aproximadamente cinco anos. As amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos, identificadas, mantidas refrigeradas, e encaminhadas ao Laboratorio de
Microbiologia e Bioquimica do Solo, Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde foram
mantidas refrigeradas (-20°C). No total, foram coletadas seis amostras de solo rizosférico
(SR) e seis amostras do solo adjacente (SA) do marica com seis repeticdes de campo. Os
pontos de coletas foram selecionados proximos a perfis de solo classificados (L1, L2, L3, T1
e T2 Vertissolo e L4 Gleissolo) (Figura 2).

Lagoa Temporaria - Legenda
" ¥ L=Longitudinal / T= Transversal

Pamaminim, Veneza - PE

lagoa temporéria, pertencente ao municipio de Parnamirim — PE

3.3 Procedimentos analiticos
3.3.1 Obtencéo dos isolados bacterianos
Foram utilizadas as seis amostras de SR e SA para obtencdo dos isolados. Para o

isolamento bacteriano, foi adotado uma diluicdo seriada em fator 10, em solucéo salina (NaCl
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0,85%) de 10" a 10®°, em meio de cultura cultura King B (Apéndice J) (KING; WARD;
RANEY, 1954).

Apols o crescimento dos isolados, foi determinada a populacdo de Unidades
Formadoras de Coldnia por grama de solo (UFC.g™). As coldnias foram entéo selecionadas
aleatoriamente e estriadas em placas de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura visando a
purificacao.

Bactérias formadoras de enddsporos foram isoladas de forma similar, mas as diluices
seriadas foram levadas a banho-maria a 80°C durante 20 minutos (BETTIOL, 1995).

3.3.2 Caracterizagédo fenotipica e armazenamento dos isolados de bacterianos

Apos purificagdo, as colnias foram caracterizadas, quanto o tempo de crescimento
(rdpido — coldnias isoladas apareciam até trés dias; intermediario — colbnias isoladas
apareciam de quatro a seis dias e lenta — colbnias isoladas apareciam depois de seis dias);
tamanho da colbnia (< 1; 1-2; 2-3; 3-4; >5); forma da colonia (circular ou irregular);
transparéncia da coldnia (opaca - quando nao possui o brilho; transllicida - quando permite a
passagem da luz através da placa; e transparente — quando além de permitir a passagem da
luz, percebe-se claramente o que tem do outro lado); cor das col6nias (branca, amarela, creme
e transparente); presenga de muco (sim ou ndo); quantidade de muco (muito, intermediaria e
pouco); tipo de muco (viscoso ou ndo produziu (X)) e elevacdo (muito elevada, levemente
elevada, sem elevacio) (VINCENT, 1970; HUNGRIA; ARAUJO, 1994). Posteriormente, 0s
isolados foram armazenados em freezer a -20°C, utilizando microtubos de 2mL, contendo
1mL de meio King B adicionado de 25% de glicerina, em triplicata.

Foram gerados dendrogramas de similaridade (70%) para todos os isolamentos, onde
os dados da caracterizacdo fenotipica obtidos foram utilizados para formacdo de uma matriz
binaria (1- positivo e 0 — negativo). O método de agrupamento utilizado foi UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Aruthimetic Mean), com base no indice de Jaccard,
utilizando PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Segundo Silva et al. (2018) o
agrupamento baseado na caracterizagdo fenotipica € um importante passo no processo de
selecdo de novos isolados, que serd avaliado no processo de identificagdo, agrupamento e
selecdo, eficiéncia em substrato estéril, tendo em vista a limitacdo de trabalhar com todos

isolados obhtidos.



31

3.3.3 Determinacédo de Gram

Foi utilizado o método de Ryu proposto por Buck (1982). Foi utilizada uma solucédo a
3% (p/v) de hidroxido de potassio (KOH), em uma lamina limpa, onde foi adicionado 30uL
do mesmo. Com auxilio de um palito de dente foi transferido 0 muco bacteriano para a gota
de KOH, o qual foi agitado de forma circular. Ap6s 5-8 segundos, o palito foi elevado (até
1cm) para testar o efeito cordé@o ou fio.

A bactéria é considerada Gram negativa quando forma fio por 15 segundos, engquanto

para bactéria Gram positiva a gota fica dispersa no KOH.

3.3.4 Selecdo de bactérias com caracteristicas de BPCPs
3.3.4.1 Avaliacéo quantitativa da producéo de acido indol-acético (AlA)

Foi utilizado o método descrito por Kuss et al. (2007), com base na alteracdo de
coloracdo das amostras devido a oxidacao dos compostos indélicos, variando de amarelo (ndo
oxidado) a vermelho (oxidado). Os isolados foram cultivados em meio Tryptone Soya Broth
(TSB) (Apéndice L) suplementado com L-triptofano (5mM), no escuro por 24 horas a 30°C,
sob agitacdo (150rpm). Foram entdo centrifugados (12.000rpm) 1,5mL da cultura dos
isolados, durante 5 minutos. Posteriormente, foi transferido uma aliquota de 1mL do
sobrenadante obtido para outro eppendorf, no qual foi adicionado 1mL do reagente de
salkowski (FeCl; 0,5 mol.L?, 1mL; HCIO, 35%, 49mL) (SERGEEVA; LIAIMER;
BERGMAN, 2002) sendo incubada por 30 min. na auséncia de luz e avaliadas posteriormente
utilizando espectrofotémetro a 520nm. A concentracdo de compostos inddlicos foi estimada
por meio de uma curva padrdo, previamente preparada com meio de cultura estéril ndo
inoculado, com quantidades conhecidas de AlA: 0,5; 10; 30; 50; 70; 90 e 100ug.mL, de
acordo com a equacdo Y= 0,0121X - 0,0075 (R2= 0,9995). O ensaio foi realizado em
triplicata. De acordo com a producdo de AIA: < 1 pg.mL™ baixa; 1 - 11 pg.mL™ média; 11 -
50 pg.mL*alta e > 50 pg.mL™" elevada (KAVAMURA et al., 2013).

3.3.4.2 Avaliacéo da solubilizacao de fosfato de célcio e aluminio

Os isolados foram inoculados em triplicata retirando-se uma porgdo de uma coldnia
isolada e realizando um leve togue no meio de cultura com auxilio da algca de platina. A
formacéo do halo translicido em torno da coldnia indica a solubilizacdo do fosfato. O halo foi
medido com auxilio do paquimetro possibilitando calcular o indice de solubilizacdo (IS)
(BERRAQUERO et al., 1976). Com base nos indices de solubilizacdo, os isolados foram
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classificados como isolados com baixa (IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta (IS > 4) capacidade
de solubilizacdo (HARA; OLIVEIRA, 2004).

Diametroyg,)o

IS =—
Dlametrocolénia

A selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato de célcio bibasico foi realizada
segundo a metodologia descrita por Verma; Ladha; Tripathi (2001) com modificacGes
(Apéndice M). Os isolados foram incubados em meio de cultura sélido e incubados a 28°C
por 72h.

A selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato de aluminio foi realizada utilizando o
método descrito por Hara; Oliveira (2004). Os isolados foram incubados em meio de cultura
solido (Apéndice N) incubados a 28°C por 15 dias.

3.3.4.3 Avaliacéo qualitativa da producéo de exopolissacarideos (EPS)

Foram inoculados 5ul dos isolados crescidos em meio (TSB) (10%) em discos de
5mm@ em meio de cultura modificado (Apéndice O) (GUIMARAES et al., 1999). Os meios
foram submetidos ao crescimento bacteriano a uma temperatura de 28°C durante 72h.

A producdo de EPS foi caracterizada visualmente mediante medida do halo do EPS
produzido com auxilio de um paquimetro digital, sendo + (pouca producéo — halo de EPS <
10mm@), ++ (média producdo - halo de EPS de 10-14mm@) e +++ (6tima producdo - halo de
EPS > 14mmd) (KAVAMURA et al., 2013). A confirmacdo da producdo de EPS foi
realizada pelo método quimico, misturando uma alca de platina impregnada com a colénia em
2mL de alcool etilico, quando ocorre a precipitacdo do EPS é entdo confirmada a producao de
EPS, entretanto quando o alcool etilico fica turvo caracteriza a produgdo negativa de EPS
(PAULO, 2010).

3.3.4.4 Formacéao de biofilme

A avaliacdo da formacdo de biofilme foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por O’Tolle; Kolter (1998) com modificacdes. O método baseia-se na capacidade das
células de aderir as paredes de tubos de polipropileno de 1,5mL. A cada tubo, foram
inoculados 100pul da cultura bacteriana a 900ul de meio de cultura TSB (10%), em triplicata.
Apos a inoculagdo, os tubos foram incubados a 40°C durante 96 horas. Posteriormente, o
contetdo de cada tubo foi aspirado com uma pipeta automatica e os tubos foram lavados trés
vezes com 1000ul de &gua destilada esterilizada para remover as células ndo aderentes. A
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agua foi removida e os tubos foram deixados secar e posteriormente foram adicionados
1000ul de violeta de cristal (CV) a 0,1% durante 15min. O CV foi removido e os tubos foram
lavados novamente trés vezes com 1000ul de agua destilada esterilizada para remover o
excesso de corante.

Para quantificar a formagéo de biofilmes, foram adicionados 1000ul de etanol a 95% a
cada tubo para solubilizar o tubo tingido de CV. A absorbancia foi determinada em
espectrofotdbmetro (espectrofotdbmetro UV-visivel: UV-1601 PC, Shimadzu) a 560nm. De
acordo com a quantidade de biofilme formada baseada nos valores de absorbancia obtidos,
onde: DOsgom < 0,1 auséncia de formagéo; DOsgom 0,1 - 0,2 Baixa formagao; DOsgom 0,2 - 1,0
Média formacao e DOsgom > 1 Alta formacao.

Dos 98 isolados avaliados nos testes anteriores, foram selecionados 30 isolados
avaliados nos ensaios de solubilizacdo de fosfato de célcio, producdo de AlA, producédo de
EPS e formacéo de biofilme. Foram selecionados 8 isolados melhores produtores de AlA; 8
isolados melhores solubilizadores de fosfato de calcio; 8 isolados que solubizam fosfato de
calcio e produzem AIA; 2 isolados produtores de EPS e AIA; 2 isolados produtores de
biofilme e solubilizadores de fosfato de calcio; 1 isolado por produzir EPS e biofilme e por
fim foi selecionado 1 isolado que ndo apresentou bons resultados para 0s mecanismos citados.

O intuito dessa nova selecdo foi a reducdo de custos da realizacdo da avaliacdo da
ARA, produgdo de ACC deaminase, crescimento em meio com reduzida atividade de &gua

(Aw) e producéo de quitinases.

3.3.4.5 Fixacao biologica de nitrogénio “in vitro”

Foi utilizada a analise de reducdo do acetileno (BODDEY; BODDEY; URQUIAGA,
1990). Os isolados foram cultivados em meio TSB 100% por 24 horas sob agitagdo de
150rpm a 28°C. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com solucdo salina para
remover 0 N do meio. Apds lavagem, foi realizada a inoculacdo de 100uL da suspensdo em
frascos de penicilina, em triplicata, contendo 5mL do meio de cultura JNFB (Apéndice P)
(DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). Os frascos foram incubados por 72 horas a
30°C. Apds a formacéo da pelicula na superficie do meio de cultura, os fracos foram vedados
e foi injetado 1mL de acetileno resultando em uma atmosfera de incubacdo de 20%. Os
frascos foram incubados a 30°C por uma hora e em seguida, um volume de 1mL da atmosfera
dos frascos foi retirado e injetado em cromatdgrafo a gas Thermo Scientific, equipado com

um detector de ionizagdo por chama (250°C) e uma coluna N Poropak (120° C; Supelco,
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Bellefonte, Pensilvania, EUA). Controles negativos foram utilizados a partir da inje¢cdo no
cromatdgrafo de amostras gasosas nao incubadas com isolados.

As taxas de reducdo de acetileno foram calculadas em nanomoles de acetileno
reduzido por miligrama de proteina, por hora de incubacdo, representada pela seguinte
equacao:

(§=0).Vv.P

Nmol etileno. h™! = V2.R.T.t

Onde:
S= quantidade de etileno obtido na amostra ap0s incubagdo com acetileno (ppm);
C= quantidade de etileno em frascos sem incubac¢do com acetileno;
V= volume “headspace” nos frascos de incubacao;
P= pressdo de ar sob condi¢des padrao (101300 Pa);
V2= volume de gés injetado na amostra;
R= constante de gés (8.314 J. mol™*.K™Y);
T= temperatura de incubacéo (°C);
t= tempo de incubacéo.
De acordo com; Onmol de C,Ha.h™.mg™ proteina, ndo fixa nitrogénio; 0,1 — 11nmol de
C,Has.h™.mg™ proteina, baixa fixacdo de nitrogénio; 11 - 20nmol de C,Hs.h™*.mg™ proteina,
média fixagdo de nitrogénio e > 20nmol de C;H,.h™.mg™ proteina, alta fixacéo de nitrogénio.

3.3.4.6 Determinacdo da presenga da enzima 1-Aminociclopropano-1-Carboxilato
(ACC) Deaminase

Foi determinada através da capacidade dos isolados crescerem em meio de cultura
contendo o &cido 1 aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) como unica fonte de nitrogénio,
de acordo com Penrose; Glick (2003) e Souza et al. (2012). Os isolados foram cultivados em
meio liquido TSB 100%, por dois dias, posteriormente foram centrifugados (12.000rpm) e
lavados em solucéo salina 0,85% trés vezes e por fim ressuspendidos em 1mL de H,O millig
autoclavada. Foi transferido 20uL de cada amostra para placas contendo meio de cultura
mineral M9 (Apéndice Q) com e sem a adi¢cdo de 3mM ACC como unica fonte de nitrogénio.
Os isolados foram incubados & 28°C por 10 dias e aqueles que apresentaram crescimento mais
acentuado no meio M9 + ACC em comparacdo com o meio livre de ACC foram considerados

como produtores de ACC deaminase. O ensaio foi realizado em triplicata.
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3.3.4.7 Crescimento em meio com reduzida atividade de agua

Foi avaliada a capacidade dos isolados crescer em meio de cultura King B adicionado
de cinco concentracdes de sorbitol, produzindo valores de A,, correspondentes a 0,998; 0,986;
0,957; 0,897 e 0,844, e incubados a 30° C durante 96 horas (KAVAMURA et al., 2013).
Baseado no teste, foi verificado a capacidade dos isolados em crescer ou ndo em uma

determinada concentracgdo de sorbitol.

3.3.4.8 Producéo de quitinases

Foi avaliada de acordo com o método qualitativo descrito por Hsu; Lockwood (1975),
Os isolados foram repicados para 0 meio de cultura utilizando quitina como Unica fonte de
carbono (Apéndice R). Foram estabelecidos dois isolados por placa com trés repeticoes,
totalizando seis colénias por placa. As placas foram incubadas a 28°C por 15 dias. A
producdo de quitinase foi determinada pela formacédo de um halo claro ao redor das colonias,

que foi medido com auxilio de um paquimetro digital.

3.3.5 Promocéo de crescimento de BPCPs em Zea mays L.

Apos esses ensaios, foram instalados dois experimentos de modo a avaliar o potencial
dos isolados selecionados, em promover o crescimento do Z. mays L.: o primeiro experimento
simulando condicdo de estresse hidrico a 30% da capacidade de pote (CP). O segundo
experimento avaliou os mesmos isolados, em vasos sem estresse a 80% da CP.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, utilizando o delineamento
blocos ao acaso, composto de seis tratamentos: controle solucdo nutritiva Hoagland; Arnon
(1950) completa (CH), plantas sem inoculacdo bacteriana (CSI), bactérias recomendadas Ab-
V5 (Azospirillum brasilense) e Mix (Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6), trinta e trés
isolados (Tabela 1) e cinco consoércios (80% CP (Tabela 2) e 30% CP (Tabela 3)). Dos trinta e
trés isolados, trinta foram selecionados de acordo com os critérios de selecdo citados acima
(Topico 3.3.4.4), e trés isolados (5, 32 e 79) foram selecionados por ndo apresentaram bom

desempenho, in vitro, em nenhum dos mecanismos avaliados.
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Tabela 1- Caracteristicas dos isolados selecionados (30), para os testes de promoc¢do de
crescimento de Zea mays L. obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa
bimucronata em uma lagoa temporaria

Isolados AlA IS EPS Biofilme ARA  ACC Aw  Quitinase
4 Média Baixo Baixa Baixa Média - 0,844 X
13-3 Média Baixo Alta Baixa Alta + 0,957 1,22

13-9 Alta X Alta Média X - 0,897 X
16-2 Média Médio  Alta Baixa Alta + 0,957 1,32
18 Elevada X Baixa Baixa X - 0,957 1,15
24 Média Baixo Alta Baixa Média + 0,957 1,13
24-1 Elevada X Média  Média Alta + 0,957 X
28-7 Elevada X Baixa Baixa X + 0,957 X
28-10 Elevada X Baixa Baixa Alta + 0,844 1,27
38 Alta X Média  Média Alta + 0,957 1,24
43 Média Baixo Baixa Baixa X + 0,957 1,35
43-1 Média Médio Média Baixa Alta + 0,957 1,14
46-1 Elevada Baixo Média  Baixa Alta + 0,844 X
48 Elevada Baixo Média Baixa Alta - 0,957 1,15
52 Alta Baixo Baixa Média X + 0,957 X
54 Alta Baixo Média Baixa Alta - 0,844 X
59 Elevada X Baixa Baixa X + 0,897 1,22
59-3 Elevada Baixo Baixa Média Alta + 0,844 X
59-6 Alta X Alta Média X + 0,957 1,18
64 Elevada Baixo Média Baixa Alta - 0,844 X
66-1 Média Baixo Alta Média X + 0,957 1,36
66-2 Alta X Alta Baixa Baixa + 0,957 X
66-3 Alta Baixo Meédia Meédia 98,49 + 0,957 X
67-1 Alta Baixo Média Baixa Alta + 0,844 1,16
70 Alta Baixo Meédia  Baixa X + 0,844 X
76-1 Média Baixo s/c Baixa X + 0,957 X
79-1 Elevada X Média  Baixa X + 0,957 X
82 Alta Baixo Alta Baixa X + 0,957 X
84 Alta Baixo Meédia  Baixa Alta + 0,897 1,26
85 Elevada Baixo Baixa Média X + 0,957 X
5 Média X Baixa Baixa ND ND ND ND
32 Média X Baixa Baixa ND ND ND ND
79 Média X Baixa Baixa ND ND ND ND

ND (ndo determinado); AIA; 1 - 11pg.mL"(média); 11 - 50pg.mL™ (alta) e > 50ug.mL™ (elevada); IS: x (ndo
solubiliza); 1S < 2(baixo); IS 2 - 4 (médio) e IS > 4 (alto); EPS: s/c (sem crescimento); < 10mm (baixa
producdo); 10 — 14mm (media producdo) e > 14mm (alta producdo); Formacdo de biofilme: DOsgom < 0,1
(auséncia de formacédo); DOsgom 0,1 - 0,2 (Baixa formagao); DOsgom 0,2 - 1,0 (Média formagdo) e DOsgom > 1
(Alta formagdo); ARA: Onmol de C,H,.h".mg™ proteina (ndo fixa nitrogénio); 0,1 — 11nmol de C,H,.h™.mg™
proteina (baixa fixacdo de nitrogénio); 11 - 20nmol de C,H,.h".mg™ proteina (média fixacéo de nitrogénio) e >
20nmol de C,H,.h".mg™ proteina (alta fixagdo de nitrogénio); ACC: + (positivo) — (negativo)

Os consorcios bacterianos testados no experimento sem estresse hidrico foram

selecionados com base nos isolados que apresentaram bom desempenho nas avaliagdes in
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vitro. O isolado 16-2 foi selecionado por apresentar a maior producdo de nmol de C,H, h™
mg?, além de apresentar caracteristicas como médio 1S, alta producdo de EPS e ser positivo
no teste de ACC. O isolado 18 foi selecionado devido ser o maior produtor de AlA. O isolado
43-1 foi selecionado devido apresentar o maior IS de fosfato além de apresentar uma alta
producdo de nmol de C,H, h™* mg™. O isolado 59-6 foi selecionado por apresentar a maior
producdo de EPS alem de apresentar uma alta produgdo de AlA. O isolado 85 foi selecionado
por apresentar a maior formacédo de biofilme, além de apresentar elevada producdo de AlA.
Na escolha dos isolados para montagem dos consoércios, buscou-se selecionar aqueles que
equilibrassem em uma caracteristica defasada. Por exemplo, o isolado 16-2 produz altos
teores de C,Hs.h™.mg™ proteina, porém, ndo foi o melhor produtor de AIA. O isolado 18 foi 0

maior produtor de AlA, porém, ndo fixa nitrogénio (Tabela 2).

Tabela 2- Consorcios bacterianos selecionados, a partir de isolados (30) que apresentaram
melhor resultados in vitro, para os testes de promocao de crescimento de Zea mays L., sob
80% capacidade de pote

Consorcios Isolado Isolados Isolados Isolado  Isolado

Cl 16-2 18 43-1 59-6 85
C2 16-2 18 43-1 59-6 -
C3 16-2 18 43-1 - -
C4 16-2 18 - - -
C5 16-2 59-6 85 - -

Para o experimento sob estresse hidrico, os consorcios diferiram apenas na
substituicdo do isolado 85 pelo isolado 4 nos consorcios 1; 2; 3 e 4, enquanto que no C5
houve apenas a adicéo do isolado 4 (Tabela 3). O isolado 4 foi selecionado devido apresentar

o melhor crescimento em meio com reduzida atividade de dgua (A, 0,844).

Tabela 3- Consorcios bacterianos selecionados, a partir de isolados (30) que apresentaram
melhores resultados in vitro, para os testes de promocéo de crescimento de Zea mays L., sob
30% capacidade de pote

Consorcios Isolado Isolados Isolados Isolados  Isolado

C1 16-2 18 43-1 59-6 4
C2 16-2 18 43-1 4 -
C3 16-2 18 4 - -
C4 16-2 4 - - -
C5 16-2 59-6 85 4 -

Foram utilizados a cultivar AG 1051 de Z mays L., as mesmas foram desinfestadas

superficialmente, através da imersdo em alcool 70% por 3 minutos, hipoclorito de sodio 2%
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por 7 minutos, alcool 70% por mais 1 minuto, seguido de 8 lavagens sucessivas com agua
destilada esterilizada.

As BPCPs foram inoculadas separadamente em tubos falcon com meio King B liquido
e submetidas a agitacdo (150rpm) a 28°C por 24 horas. Decorrido o tempo de incubacéo, as
concentracdes bacterianas foram ajustadas para 102 UFC.mL™ (DOss,~ °*) com soluco salina
a 0,85% esterilizada. O plantio foi realizado em vasos de 2 litros de capacidade, utilizando
substrato estéril de vermiculita e areia na proporcao de 2:1, com 3 sementes por vaso. Cada
semente recebeu a inoculacdo de 1mL do inéculo bacteriano. A irrigacdo foi realizada
utilizando a solugdo nutritiva Hoagland; Arnon (1950) (adicionada de 20% de N) por
pesagem, diariamente durante o final da tarde de modo a manter a 80% e 30% da CP. Ap0s 16
dias foi realizado o desbaste deixando uma planta por vaso, totalizando 3 plantas por
tratamento, e foi realizada uma co-inoculacdo com as mesmas bactérias nas plantas. Apés a
co-inoculagdo foi iniciado o estresse hidrico (30% CP).

Ambos os experimentos foram colhidos ap6s 50 dias ap6s o plantio sendo
determinados comprimento do caule (CC), na area foliar total (AFT), no peso da biomassa
seca da parte aérea (BSPA) e sistema radicular (BSR), obtidos apds o acondicionamento em
sacos de papel e seco em estufa de circulagdo de ar forcada a 60°C durante 72 horas, para

ambos 0s experimentos.

3.3.6 Analises estatisticas

Todos os mecanismos que disporem de medias foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando-se o teste Skott Knott a 5% de
probabilidade, por meio do programa SISVAR versao 5.1.

Todos isolados normais e formadores de enddsporo do SR e do SA da M.
bimucronata, avaliados para os mecanismos de producdo de AlA, solubilizacdo de fosfato de
calcio, producdo de EPS e formacdo de biofilme, foram agrupados utilizando o programa
PAST 3, as médias obtidas pelos representantes dos grupos formados, foram submetidas ao
teste Skott Knott a 5% de probabilidade, por meio do programa SISVAR versdo 5.1. Os
mesmo também foram submetidos ao teste de qui-quadrado.

Para os experimentos de casa de vegetagdo, os dados AFT; CC; BSPA E BSR foram
submetidos ao mesmo teste utilizado para os mecanismos, de modo a comparar 0s tratamentos

com os controles utilizados.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e contagem das unidades formadoras de coldnias das amostras de solo da
rizosfera e do solo adjacente da Mimosa bimucronata

Os valores de UFC, expressos em Logig, indicam que a populagdo rizosferica foi
geralmente superior a adjacente. De forma geral, os valores de UFC variaram entre 4,57 x 10°
26,65 x 10° em SR e entre 1,18 x 10°a 1,69 x 10" em SA (Figura 3).

mUFC SR ®UFC SA
09 4

08
07 } ] ;
06 I I I
05 -
04 -
03 |
02
o -
00 -
L1 12 L3 L4 T1

T2

UFC.g-1solo

Pontos de coleta

Figura 3- Populacdo bacteriana cultivada a partir de amostras de solo rizosférico e solo adjacente de Mimosa
bimucronata. As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias obtidas para as quatro repeticbes. L-
Longitudinal e T- Transversal

Para a populacdo bacteriana formadora de endosporo, quatro pontos de coleta do SA
(L2; L3; T1 e T2) apresentaram valores de UFC maiores quando comparados aos pontos de
coleta do SR (Figura 4). Indicando uma maior populacdo bacteriana formadoras de enddsporo
no solo adjacente. Os valores de UFC variaram de 6,41 x 10° a 3,15 x 10° para as amostras

SR, enquanto para as amostras do SA variaram de 9 x 10% a 3,33 x 10° (Figura 4).
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Figura 4- Populacdo bacteriana cultivada formadora de enddsporos a partir de amostras do solo rizosférico e do
solo adjacente da Mimosa bimucronata. As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias obtidas para as
quatro repeticoes. Legenda: L- Longitudinal e T- Transversal

4.2 Caracterizacéo fenotipica dos isolados bacterianos

Foram caracterizados 355 isolados: 131 isolados do solo rizosférico (ISR); 97 isolados
do solo adjacente (ISA); 104 isolados formadores de endosporo do solo rizosférico (IFESR) e
23 isolados formadores de enddsporo do solo adjacente (IFESA).

Nas amostras de ISR e do ISA foram verificadas uma maior frequéncia de isolados de
crescimento rapido. Todos os ISR apresentaram crescimento rapido, enquanto que apenas
10% (8) dos ISA apresentaram crescimento lento. Quanto ao tamanho das colénias dos ISR,
40% (52) apresentaram tamanho entre 1 —2mm e 32% (42) entre 2 — 3mm, enquanto que 50%
(49) ISA apresentaram tamanho entre 1 — 2mm e 20% (20) apresentaram tamanho entre 2 —
3mm. Quanto & forma das colbnias bacterianas, 52% (69 ISR; 51 ISA) foram de forma
irregular e 48% (62 ISR; 46 ISA) foram de forma circular em ambos 0s ambientes. Quanto as
demais caracteristicas fenotipicas avaliadas, houve semelhancas nos resultados obtidos em
ambos o0s nichos, onde mais de 50% (76 ISR; 52 ISA) dos isolados obtidos sé&o translucidos,
mais de 65% (101 ISR; 65 ISA) das colonias séo de cor creme, 65% (85 ISR; 63 ISA) dos
isolados produzem muco, dos isolados identificados como produtores de muco mais de 52%
(79 ISR; 51 ISA) produzem muco em pouca gquantidade, 65% (85 ISR; 64 ISA) dos isolados
que produzem muco é do tipo viscoso e mais 80% (107 ISR; 86 ISA) dos isolados possuem
uma baixa elevagéo (Figura 5).

Com base nas caracteristicas fenotipicas dos IFESR e IFESA, todos os isolados

apresentaram crescimento rapido para ambos 0s nichos. Quanto ao tamanho das colénias dos
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IFESR, 29% (30) dos isolados apresentaram tamanho entre 2 — 3mm e 26% (27) entre 3 —
4mm, enquanto que mais de 50% (13) dos IFESA apresentaram tamanho variando entre 1 —
2mm. Quanto a forma 93% (97) IFESR apresentaram forma irregular e apenas 7% (7)
circular, enquanto que 56% (13) IFESA apresentaram forma irregular e 44% (10) forma
circular. Quanto a transparéncia das coldnias 59% (62) foram opacas; 38% (40) transltcida e
apenas 2% (2) sdo transparentes para os IFESR. As transparéncias das coldnias dos IFESA
apresentaram resultados semelhantes, onde 47% dos isolados foram opacas e 47% transllcida
enquanto apenas 4% (1) foram transparentes. Mais de 70% (78 IFESR; 17 IFESA) das
coldnias sdo de cor creme em ambos 0s nichos de isolamento. Quanto a presenga de muco dos
IFESR apenas 40% (42) foi capaz de produzir, enquanto que para IFESA 56% (13)
produziram muco. Para ambos 0s nichos de isolamentos foram verificados a predominancia
de baixa producéo de muco 38% (40) IFESR e para 56% (13) IFESA, onde todos os isolados
produziram muco do tipo viscoso, sendo 40% (42) IFESR e 56% (13) IFESA. Quanto a
elevacdo das colonias 75% (78) dos IFESR foram de leve elevagédo enquanto que para IFESA
100% (23) foram de leve elevacdo (Tabela 6).

Os isolados foram agrupados de acordo com as caracteristicas fenotipicas e
distribuidos em grupos a 70% de similaridade, separadamente para cada grupo de bactérias
gerando 42 grupos de ISR; D2— formou 27 grupos de ISA; D3 — 12 grupos de IFESR; e D4 —
6 grupos de IFESA (Apéndices A; B; C; D). Foi selecionado um isolado bacteriano
representante de cada grupo formado a 70% de similaridade. Porém, varios representantes
selecionados néo cresceram em meio de cultura, com isto, foram selecionados novos isolados
com o objetivo de avaliar cerca de 100 isolados. Para isto, mais de um isolado bacteriano foi
selecionado aleatoriamente por grupo. Foi entdo realizada novamente uma repicagem com 0s
novos isolados selecionados para confirmar o crescimento em meio de cultura dos mesmos.

Por fim, 98 isolados foram selecionados para o desenvolvimento das analises deste trabalho.
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Figura 5- Caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos obtidos das amostras do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata
mIFESR ®IFESA

100
90
80 -
70
60 -
50 4
40
30 4
20
10 -
0,

Percentagem de isolados

-~ -~

g E £V & g 2 § E

& 2 EA Z. 5z

;‘é O E =9
g
k=)

Tempo de Tamanho da coldnia Transparéncia da Cor da colonia Presenca de| Quantidade de muco i Elevacio
crescimento coldnia muco

Figura 6- Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos formadores de endésporo, obtidos das amostras de solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata
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4.3 Determinacédo de Gram

Foi verificado que 75% (74) dos isolados bacterianos séo Gram-positivos e 25% (24)
sdo Gram-negativos.

Em ambos o0s nichos, os isolados bacterianos Gram-positivos predominaram. Apenas
12% (4) dos isolados bacterianos formadores de enddsporo foram Gram-negativas. Os
isolados bacterianos obtidos dos isolamentos do SA 72% (28) foram determinados Gram-
positivos, enquanto que os obtidos dos isolamentos do SR 78% (46) foram determinados

Gram-positivos.

4.4 Selecdo de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCPs)
4.4.1 Producao de Acido Indol Acético (AIA)

Houve producéo de AIA (> 1,0ug.mL™) por todos os isolados. Cerca de 44% (43) dos
isolados produziram AIA em média concentracdo, enquanto que 17% dos isolados (17)

produziram AIA em elevada concentragao (Figura 7).

B Média produgdo
Alta produgéo

mElevada produgdo

Figura 7- Frequéncia da producéo de AIA na presenca de L-triptofano (5mM) dos isolados (98), obtidos do solo
rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria. De acordo com a producéao de
AlA: <1 pg.mL™ baixa; 1 - 11 pg.mL™ média; 11 - 50 pg.mL " alta e > 50 ug.mL™ elevada

A chance da diferenca entre a producdo média de AlA pelos isolados, obtidos do SA e
do SR, ter ocorrido devido ao acaso é de 62%. Por outro lado, para os isolados que
produziram AIA em alta concentracdo, a chance é de 51% e os isolados que produziram AIA

em elevada concentracédo é de 53%, segundo o teste qui-quadrado (Figura 8).
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Figura 8- Percentagem de isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata
em uma lagoa temporéria. De acordo com a producdo de AIA: < 1 pg.mL™? baixa 1 - 11pg.mL™ média; 11 -
50ug.mL™ alta e > 50ug.mL™ elevada. Chance da diferenca entre SA e SR ser devida ao acaso, segundo o teste
qui-quadrado. Onde 39 representam os ISA e 59 representam ISR

A producdo de AIA pelos isolados variou entre 1,03 e 118ugmL™ Os ISR
selecionados que produziram os maiores niveis de AlA foram 59-3; 59; 64; 79-1 e 85 os quais
produziram AlA acima de 90pg.mL™, os mesmos formaram o G3 que foi significativamente
superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos ISR. Dentre todos isolados selecionados,
o maior produtor de AIA foi o IFESR 18, produzindo 118ug.mL™, sendo o (nico
representante do G2 que foi significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos formados
pelos IFESR (Figura 9).

Os ISA que produziram os maiores niveis de AIA foram 24-1; 28-10 e 28-7, 0s quais
produziram AIA acima 110pg.mL™, os mesmos formaram o G3 que foi significativamente
superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos ISA. Quanto aos IFESA selecionados, 0
maior produtor de AIA foi o isolado 6-1 produzindo 15ug.mL™, sendo o Gnico representante
do G2 que foi significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos IFESA
(Figura 9).
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Figura 9- Producdo de AIA pelos isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa
bimucronata em uma lagoa temporaria. As barras representam os desvios padrdes das médias obtidas pelos
agrupamentos formados, utilizando o programa PAST 3. Letras diferentes diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. IFESA: isolados formadores de enddsporo do solo adjacente; IFESR: Isolados
formadores de enddsporo do solo rizosférico; ISA: Isolados do solo adjacente; ISR: Isolados do solo rizosférico

4.4.2 Solubilizacéo de Fosfato de Calcio e Aluminio

Dos 98 isolados selecionados 36% (35) foram capazes de forma halo de solubilizacao
de fosfato de célcio enquanto que nenhum solubilizou fosfato de aluminio. Sendo que, 34%
(33) apresentaram indice de solubilizacdo (IS) baixo, 2% (2) IS média e nenhum isolado foi

capaz de apresentar um IS alto (Figura 10).

2%

B Nio solubiliza
Baixo IS
m Médio IS

Figura 10- Frequéncia da solubilizacdo de fosfato de calcio pelos isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do
solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria. De acordo com o IS obtido: ( - ) ndo
solubiliza; IS < 2 baixo; IS 2 - 4 médio e IS > 4 alto

A chance da diferenca entre os isolados selecionados obtidos do SA e SR que ndo
solubilizaram fosfato de calcio, ter ocorrido devido ao acaso é de 28%, enquanto para 0S
isolados que apresentaram IS baixo é de 13% e os isolados que apresentaram IS médio foi de

62%, segundo o teste qui-quadrado (Figura 11).
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Figura 11- Percentagem de isolados bacterianos selecionados (98), obtidos das amostras do solo rizosférico e do
solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria. De acordo com o indice de solubilizagéo: ( -)
ndo solubiliza; IS < 2 baixo; IS 2 - 4 médio e IS > 4 alto. Onde 39 representam o0s ISA e 59 representam ISR

Os IS obtidos pelos isolados selecionados que apresentaram resposta positiva,
variaram entre 1,06 e 2,33. Os ISR selecionados, que produziram os maiores IS foram 76-1;
78; 65; 54 e 82 apresentando IS acima de 1,42, representando o G3 sendo significativamente
superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos ISR. Quanto aos IFESR selecionados, 0s
isolados 16-2 e 13-3, apresentando IS de 2,01 e 1,98, formando o G3 sendo significativamente

superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos IFESR (Figura 12).

-
3

G3-

Indice de solubilizacio
— o
— n ) i

<
W

Gl-6 - Gl-16 G2-8 G3- Gl-25 2-3 G3-1 4-3 Gl-16 G2-12
IFESA IFESR ISA

Figura 12- Eficiéncia da solubilizagdo de fosfato indicada pelo indice de solubilizag&o (IS) pelos |solados (98),
obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporéria. As barras
representam os desvios padrfes das médias obtidas pelos agrupamentos formados, utilizando o programa PAST
3. Letras diferentes diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. IFESA: isolados
formadores de enddsporo do solo adjacente; IFESR: Isolados formadores de enddsporo do solo rizosférico; ISA:
Isolados do solo adjacente; ISR: Isolados do solo rizosférico
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O isolado que apresentou o maior IS foi o ISA 43-1, com IS de 2,23 sendo 0 Unico
representante do G3, o mesmo foi significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos
formados pelos ISA. Quanto aos IFESA selecionados, o unico isolado que foi capaz de
solubilizar fosfato de calcio foi o isolado 4, representante do G2, apresentando IS de 1,69
(Figura 12).

4.4.3 Producéo de exopolissacarideos (EPS)
Dos 98 isolados 91 foram capazes de formar EPS. Dos isolados que apresentaram
producédo de EPS, 38% (37) produziram baixo EPS, 38% (37) produziram médio EPS e 20%

(20) dos isolados bacterianos tiveram uma alta producdo de EPS (Figura 13).

B Auséncia de produgio
38% Baixa produgdo
m Média produgio

m Alta produgao

Figura 13- Frequéncia da producéo de exopolissacarideos (EPS) pelos isolados (98), obtidos do solo rizosférico e
do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria. De acordo com a produgdo de EPS; (x)
auséncia de producédo; < 10mm baixa produc¢do; 10 — 14mm média producdo e > 14mm alta producdo

A chance da diferenca entre os isolados selecionados obtidos do SA e SR que néo
produziram EPS, ter ocorrido devido ao acaso é de 53%, enquanto para os isolados que
apresentaram baixa producdo de EPS € de 10%, para os isolados que apresentaram media
producdo foi de 45% e para os isolados que apresentaram alta producdo de EPS foi de 20%,

segundo o teste qui-quadrado (Figura 14).
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Figura 14- Percentagem de isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata
em uma lagoa temporéria. De acordo com a producdo de EPS; auséncia de producéo; < 10mm baixa producéo;
10 — 14mm média producdo e > 14mm alta producéo. Onde 39 representam os ISA e 59 representam ISR

A producdo de EPS variou entre 7,67mm e 35,17mm. Dentre os ISR selecionados, o
isolado 59-6 foi 0 Unico representante do G4, apresentando tamanho da coldnia de 32,33mm,
sendo significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos ISR. Dentre
todos isolados selecionados, o maior produtor de EPS foi o IFESR 10, apresentando tamanho
da col6nia de 35,17mm, o mesmo foi o Unico representante do G3 sendo significativamente

superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos IFESR (Figura 15).
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Figura 15- Producdo de EPS pelos isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa
bimucronata em uma lagoa temporéria. As barras representam os desvios padrdes das médias obtidas pelos
agrupamentos formados, utilizando o programa PAST 3. Letras diferentes diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. IFESA: isolados formadores de endésporo do solo adjacente; IFESR: Isolados
formadores de enddsporo do solo rizosférico; ISA: Isolados do solo adjacente; ISR: Isolados do solo rizosférico
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Dentre os ISA selecionados, o isolado 29 produziu alta quantidade de EPS (30,67mm)

formando o G1 que é significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos
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ISA. Quanto aos IFESA, o maior produtor de EPS foi o isolado 6-1 que apresentou tamanho
da colbnia de 15,67mm, sendo o unico representante do G2 que foi significativamente

superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos IFESA (Figura 15).

4.4.4 Formacdo de biofilme em superficie abittica
Dos 98 isolados 36% (35) ndo produziram biofilme, enquanto que 37% (36) dos
isolados apresentaram baixa formacéo, 25% (25) apresentaram média formacéo e apenas 2%

(2) apresentaram alta producéo de biofilme (Figura 16).

2%

® Auséncia de formagédo

Baixa formagdo

® Meédia formagédo

m Alta formagdo
37%

Figura 16- Frequéncia da formagdo de biofilme pelos isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do solo
adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria. De acordo com a quantidade de biofilme formada
baseada nos valores de absorbancia obtidos, onde: DOsg, < 0,1 auséncia de formagéo; DOsgorm 0,1 - 0,2 Baixa
formacdo; DOsgorm 0,2 - 1,0 Média formacao e DOsgqr, > 1 Alta formacéo

A chance da diferenca entre os isolados selecionados do SA e SR que ndo formaram
biofilme, ter ocorrido devido ao acaso € de 60%, enquanto para os isolados que apresentaram
baixa formacdo de biofilme € de 63%, para os isolados que apresentaram média formacéo
60% e para os isolados que apresentaram alta formacéo de biofilme 38%, segundo o teste qui-

quadrado (Figura 17).
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Figura 17- Percentagem de isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata
em uma lagoa temporéria. De acordo com a quantidade de biofilme formada baseada nos valores de absorbancia
obtidos, onde: DOsgom < 0,1 auséncia de formagdo; DOsgor, 0,1 - 0,2 Baixa formacdo; DOsgom 0,2 - 1,0 Média
formacdo e DOsgon, > 1 Alta formacao. Onde 39 representam os ISA e 59 representam ISR

A producdo de biofilme pelos isolados selecionados que apresentaram resposta
positiva ao teste variou entre 0,1 a 1,24 DOsgom. Dentre todos isolados selecionados o maior
produtor de biofilme foi 0 67, apresentando uma DOsgoy de 1,24, Unico representante do G2
sendo significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos ISR.
Entretanto, o 13-9 representante do G3, também obteve uma elevada producdo de biofilme
(DOsgom 1,14), onde o mesmo foi significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos
formados pelos IFESR (Figura 18).

Dentre os ISA selecionados, o isolado 40 obteve uma média producdo de biofilme
(DOsgom 0,957) sendo o Unico representante do G3, grupo este que é significativamente
superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos ISA. Quanto aos IFESA selecionados, 0
maior produtor de biofilme foi o isolado 3, Unico representante do G2 que foi
significativamente superior (p<0,05) aos demais grupos formados pelos IFESA (Figura 18).
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Figura 18- Producao de biofilme pelos isolados (98), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa
bimucronata em uma lagoa temporaria. As barras representam os desvios padrdes das médias obtidas pelos
agrupamentos formados, utilizando o programa PAST 3. Letras diferentes diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. IFESA: isolados formadores de enddsporo do solo adjacente; IFESR: Isolados
formadores de enddsporo do solo rizosférico; ISA: Isolados do solo adjacente; ISR: Isolados do solo rizosférico

4.4.5 Fixacao biologica de nitrogénio “in vitro”

Dos 30 isolados selecionados, 19 formaram pelicula e foram submetidos ao teste de
reducdo de acetileno (ARA). Dos isolados testados 10% (2) ndo foram capazes de reduzir o
acetileno a etileno, ndo podendo ser considerados diazotroficos. Contudo, 74% (14) dos

isolados submetidos ao teste ARA apresentaram alta fixag&o de Nitrogénio (N) (Figura 19).

Nao fixa N

Baixa fixacdo de N
m Média fixagdo de N
M Alta fixacdo de N

Figura 19- Frequéncia da producdo de C,H,.h™.mg™ pelos isolados (30), obtidos do solo rizosférico e do solo
adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria. De acordo com; Onmol de C,H,.h™.mg™ proteina,
ndo fixa nitrogénio; 0,1 — 11nmol de C2H4.h'1.mg'l proteina, baixa fixa¢do de nitrogénio; 11 - 20nmol de C,H4.h
! mg™ proteina, média fixacéo de nitrogénio e > 20nmol de C,H,.h™".mg™ proteina, alta fixac&o de nitrogénio

Em termos quantitativos, a atividade da nitrogenase variou entre 8 a 98nmol de

C,Has.h™.mg™ proteina. Os isolados 66-3 e 16-2 se destacaram produzindo altos teores,
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maiores que 90 nmol de C,H,h™.mg* proteina. O controle, contendo o meio JNFB,
apresentou concentracdo nmol de C,Hs.h™.mg™ de proteina, maior que tratamentos que

continham isolados (Figura 20).

160

4 13-3 162 24 241 2810 38 431 461 48 54 593 B 66-1 66-2 663 67-1

Isolados bacterianos

Figura 20- Atividade da nitrogenase dos isolados (30), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa
bimucronata em uma lagoa temporaria. Avaliados através da andlise da reducéo do acetileno (ARA). Letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

4.4.6 Producéo de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase
Dos 30 isolados selecionados 80% (24) foram capazes de crescer em meio M9+ACC
como Unica fonte de nitrogénio indicando que provavelmente possuem a enzima ACC

deaminase, que cliva o composto ACC, precursor do etileno (Figura 21).

M Positivo

Negativo

Figura 21- Frequéncia da producdo de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase pelos isolados (30),
obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria
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4.4.7 Crescimento em meio com reduzida atividade de agua

Dos 30 isolados selecionados 63% (19) foram capazes de crescer em meio com
atividade de agua até 0,957, enquanto que 3 foram capazes de crescer em meio com atividade
de &gua até 0,897, e oito até e 0,844. Diante desta classificacdo, os isolados que apresentaram

melhor desenvolvimento nos meios adicionados de sorbitol, foram os isolados 4 e 70.

4.4.8 Producéo de quitinases
Dos 30 isolados avaliados, 14 (47%) foram capazes de formar halos ao final de 15 dias

em meio de cultura contendo quitina como unica fonte de C (Figura 22).

m Forma halo

539 Néo forma halo

Figura 22- Frequéncia do crescimento dos isolados (30) em meio de cultura contendo quitina como Unica fonte
de Carbono, obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria

A variacdo dos indices de solubilizacdo obtida entre os isolados selecionados foi de
1,13 a 1,26, destacando-se os isolados 43 e 66-1 com indice de solubilizacdo de 1,26 (Figura
23).
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Figura 23- Capacidade de sintese de quitinase pelos isolados (30), obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente
da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporéaria. Avaliados através do indice de solubilizacdo. Letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

4.5 Promocao de crescimento de BPCPs em Zea mays L.

Para o experimento realizado sem estresse hidrico, a area foliar total (AFT) de vinte e
seis tratamentos diferiram significativamente (p<0,05), dentre esses o controle sem inoculagédo
(CSI) (Tabela 4).

Os isolados 70 e 38 destacaram-se, pois aumentaram significativamente a AFT em
72% e 61% quando comparados com o CSI, demonstrando o potencial desses isolados em
promover o crescimento do Zea mays L. sem estresse. O controle com a solugdo de Hoagland
e Arnom (CH) aumentou a AFT em 130% quando comparado com o CSI (Figura 24A). Entre
os consorcios (C) avaliados o destaque foi o C5, com um aumento de 46% da AFT quando

comparado com o CSI (Figura 24B).

CH CsSlI 70 38 CH Csl C1 C4 C5

Figura 24- Parte area de Zea mays L. A- Plantas inoculadas com os isolados 70 e 38. B- Plantas inoculadas com
0s consdrcios 1 (16-2; 18; 43-1; 59-6 e 85); 4 (16-2 ¢ 18) e 5 (16-2; 59-6 e 85)
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Os inoculantes comerciais (CI1 e CI2) responderam de forma negativa para AFT
quando comparados com o CSI, sendo o mesmo comportamento observado para os isolados
selecionados que ndo apresentaram bom desempenho, in vitro. Para os dois parametros
avaliados, CC e BSPA, nédo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0s tratamentos.

Quanto a BSR, vinte e quatro tratamentos diferiram significativamente (p<0,05)
(Tabela 4). Os isolados 28-7 e 28-10 destacaram-se pois aumentaram a BSR em 120% e
101% quando comparados com o CSI. O CH aumentou a BSR em 111% quando comparado
com o CSI (Figura 25A). Entre os consorcios avaliados o destaque foi o C4, com um aumento
de 65% da BSR quando comparado com o CSI (Figura 25B).

A B

CH Csl 28-7 28-10 CH Csl c4

Figura 25- Biomassa seca da raiz de Zea mays L. A- Plantas inoculadas com os isolados 28-7 e 28-10. B- Planta
inoculada com o consércio 4 (16-2 e 4)

Os inoculantes comerciais (CI1 e Cl2) também apresentaram respostas negativas para
BSR quando comparados com o CSI, o mesmo comportamento foi observado para os isolados
S5e32.

Os isolados 13-9; 59; 59-6; 64; 79-1; 85; CI1; Cl2 e 32 apresentaram efeito deletério
para todos os parametros de promocdo de crescimento avaliados. Dois dos isolados
selecionados (5; 79) por apresentar baixo desempenho in vitro, apresentaram efeito deletério
para trés parametros avaliados, enquanto o isolado 32 apresentou efeito deletério para todos

0s parametros avaliados.
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Tabela 4- Promogéo de crescimento de Zea mays L. sob 80 % de capacidade de pote, pelos
isolados, obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma
lagoa temporaria. Valores médios obtidos de trés repeticdes, para a avaliacdo da area foliar,
comprimento do caule biomassa seca da parte aérea e da raiz. Letras diferentes diferem entre

si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Isolados AFT (cm?) CC (cm) BSPA (Q) BSR (9)

4 1803,11 a 13,83 2,02 131la
13-3 170191 a 12,00 1,66 150 a
13-9 658,98 b 6,33 1,31 0,53b
16-2 1460,35 a 11,17 1,60 0,92b
18 1466,89 a 12,00 1,31 1,02a
24 1985,60 a 13,83 1,87 1,23 a
24-1 1386,40 a 10,83 1,55 1,05a
28-7 1921,90 a 16,23 2,35 1,72 a
28-10 1957,38 a 12,67 2,30 1,56 a
38 211255 a 15,83 2,02 150 a
43 1521,64 a 11,50 1,60 1,09a
43-1 1710,40 a 12,50 1,34 0,73b
46-1 1804,65 a 13,33 1,61 0,82b
48 1782,18 a 10,67 1,92 1,16 a
52 2077,20 a 12,50 2,06 1,14 a
54 1597,15 a 12,67 1,52 1,10 a
59 878,38 b 10,67 0,81 0,54 b
59-3 1396,10 a 10,83 1,47 1,19a
59-6 1054,65 b 11,33 1,14 0,61b
64 982,61 b 8,67 0,79 0,54 b
66-1 1510,05 a 12,33 1,49 0,80 b
66-2 1593,10 a 15,17 2,03 141a
66-3 1753,09 a 13,67 1,76 1,35a
67-1 1764,08 a 13,17 1,68 121a
70 2267,45 a 13,50 1,85 1,13a
76-1 1736,21 a 13,00 1,44 0,84b
79-1 990,24 b 9,50 1,01 0,52b
82 1442,10 a 12,33 1,41 0,90 b
84 1388,49 a 10,67 1,42 111a
85 826,74 b 7,00 0,76 0,65b
CH 3032,88 a 15,33 2,98 1,64a
CSlI 1316,13 a 11,67 1,46 0,78 b
Cl1 963,00 b 7,67 1,05 0,73b
Cl2 772,72 b 8,33 0,68 0,50 b
5 1020,24 b 13,50 1,02 0,42 b
32 673,61 b 10,67 1,22 0,72b
79 1180,05 b 11,00 1,51 1,16 a
Cl 1337,88 a 12,67 1,75 1,05a
C2 1584,98 a 10,67 1,10 1,10a
C3 1559,65 a 12,00 1,49 121a
C4 1533,47 a 10,33 1,54 1,28a
C5 1920,45 a 16,67 1,63 0,92b

AFT- Area foliar total; CC- Comprimento do caule; BSPA- Biomassa seca da parte aérea; BSR- Biomassa seca

da raiz
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Para o experimento realizado com 30% CP, a AFT ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos. Quanto ao CC vinte e dois tratamentos diferiram
significativamente (p<0,05) (Tabela 5). O isolado 43 destacou-se pois aumentaram o CC em
57,98% comparados com o CSI. O CH aumentou o CC em 60,61% quando comparado com o
CSI. Entre os consorcios avaliados o destaque foi o C1, com um aumento de 34,28% do CC
guando comparado com o CSI. Os inoculantes comerciais testados (Cl1 e C12) aumentaram o
CC em 31,65% e 42,18% quando comparados com o CSI. Dois dos isolados selecionados (32
e 79), por ndo apresentaram bom desempenho in vitro, apresentaram um aumento de 47,83%
e 63,04% para a BSPA quando comparados com o CSI.

Apenas um tratamento 43 foi capaz de aumentar significativamente em 194,93%
BSPA e 376,42% BSR quando comparados com o CSI (p<0,05), demonstrando o potencial
do isolado 43 em promover o crescimento do Zea mays L. sob estresse hidrico. Todos os
consorcios foram capazes de aumentar a BSPA, porém, ndo diferiram significativamente
qguando comparados com o CSI. O mesmo comportamento foi observado para os CI1; CI2 e
os isolados que nédo apresentaram bom desempenho, in vitro, (Tabela 5).

Os isolados 18; 59-3 e 76-1 apresentaram efeito deletério para AFT e CC, enquanto
que o isolado 13-3 apresentou efeito deletério para AFT; BSPA e BSR (Tabela 5).
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Tabela 5- Promocdo de crescimento de Zea mays L. sob 30% de capacidade de pote, pelos
isolados, obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma
lagoa temporaria. Valores médios obtidos de trés repeticdes, para a avaliacdo da area foliar,
comprimento do caule biomassa seca da parte aérea e da raiz. Letras diferentes diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Isolados AFT (cm?) CC (cm) BSPA (Q) BSR ()

4 337,15 6,00 b 0,50c 0,62c
13-3 235,03 6,50 b 0,45c 0,39¢
13-9 492,13 7,67 a 0,79¢ 0,60c
16-2 492,73 8,17a 0,79 ¢ 0,54 c
18 286,39 6,00 b 0,49c 0,73 ¢
24 492,08 9,83a 0,97 c 0,77 c
24-1 389,96 567b 0,51c 0,54c
28-7 430,85 8,33a 0,64 c 0,88 c
28-10 578,67 717b 0,88 ¢ 0,85¢
38 557,98 7,33b 0,66 c 0,70 c
43 628,59 10,00 a 1,36 b 1,95a
43-1 413,55 8,17a 0,53¢c 0,43c
46-1 450,00 8,50 a 0,84c 0,93c
48 362,19 6,67 b 0,71c 0,78 c
52 409,92 8,17a 0,82c 0,70 c
54 270,05 7,00 b 0,56 ¢ 0,66 ¢
59 373,85 8,67a 0,72¢ 091c
59-3 287,87 567b 0,76 c 0,79c
59-6 541,08 7,83a 0,77 ¢ 0,66 c
64 479,66 9,33a 0,75¢ 0,72c
66-1 409,03 6,33 b 0,57c 0,66 c
66-2 490,80 6,83 b 0,70 c 0,74 c
66-3 440,56 8,67a 0,97c 0,80c
67-1 581,00 7,67 a 0,90¢c 0,93c
70 427,64 7,00 b 0,64c 0,48 c
76-1 260,20 6,00 b 0,69c 0,69 c
79-1 549,45 9,50a 0,67c 0,70 c
82 542,79 7,00 b 1,06 c 0,69c
84 457,75 8,67a 1,02¢ 0,56 ¢
85 418,40 6,83 b 0,62c 0,66 c
CH 885,70 10,17 a 1,78 a 1,33b
CslI 317,49 6,33 b 0,46 c 04lc
Cl1 364,43 8,33a 0,53¢ 0,63c
Cl2 524,05 9,00 a 0,74 c 0,74 c
5 444,55 6,67 b 0,63c 0,62c
32 276,45 8,17a 0,68c 0,49 c
79 494,78 7,67 a 0,75¢ 0,95c
Cl 420,38 8,50 a 0,88 ¢ 0,77 c
C2 553,25 517b 0,82c 0,99c
C3 541,69 7,50 b 0,66 c 0,62c
C4 584,09 6,83 b 0,77 ¢ 0,75¢
C5 479,81 8,33 a 0,60c 0,44 c

AFT- Area foliar total; CC- Comprimento do caule; BSPA- Biomassa seca da parte aérea; BSR- Biomassa seca
da raiz



59

Em ambos os experimentos realizados, os isolados atuaram como promotores de
crescimento do Zea mays L., mas nenhum isolado foi capaz de aumentar significativamente o0s
quatro parametros concomitantemente. Contudo os isolado 28-7 e 28-10 aumentaram
significativamente a BSR no experimento sob 80% CP e o isolado 43 aumentou
significativamente trés parametros avaliados (CC, BSPA, BSR) no experimento sob 30% CP,

apresentaram potencial em promover o crescimento do Z. mays L.

5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados demonstraram que alguns isolados obtidos do SR e SA de
Mimosa promovem o crescimento do Zea mays L. sob condi¢des de adequadas e de manejo
hidrico e sob estresse hidrico. Estes dados confirmam a hipdtese de que solo de lagoa
temporéaria do semiarido tropical, possui potencial biotecnolégico em promover o crescimento

do Z. mays L. sob condi¢es de estresse hidrico.

Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) e caracteristicas fenotipicas: aspectos gerais

O solo é considerado o principal reservatdrio da diversidade bioldgica, devido a
maneira heterogénea e descontinua da sua estrutura, caracterizando sistemas bioldgicos
dindmicos (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012; KUMAR et al., 2015). De maneira
geral, o solo é um ambiente oligotréfico, porém, apresenta a ocorréncia de “hot spots”, por
exemplo, a regido rizosférica das plantas. E nesses “hot spots” que os micro-organismos se
tornam mais abundantes e ativos (PHILIPPOT et al., 2013), devido a ocorréncia de uma rica e
diversificada fonte de exsudados (BAIS et al., 2006). Este comportamento foi observado em
todos os pontos avaliados no presente estudo, onde a populagdo de bactérias foram mais
abundante no ambiente rizosférico (Figura 3).

As bactérias formadoras de endosporos, sdo resistentes a condi¢cbes ambientais
desfavoraveis, como calor, radiacdo, seca e falta de nutrientes (NICHOLSON et al., 2000).
Essas condicBes sdo verificadas na lagoa temporaria estudada, o que pode justificar a maior
ocorréncia da populacédo bacteriana formadora de endésporo em quatro pontos do SA (Figura
4). Onde na auséncia da planta hospedeira, 0s estresses ambientais podem reduzir
significativamente a abundancia bacteriana do solo (HUNGRIA; VARGAS, 2000;
GORBUSHINA, 2007), corroborando os resultados obtidos no presente trabalho. Segundo
Cattivelli et al. (2008), a evolucdo natural de organismos favoreceu a selecdo de mecanismos

de adaptacdo e sobrevivéncia a condicdes de estresses. Rao; Venkateswarlu, (1983) verificou
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que a comunidade de bactérias formadoras de endosporos foi encontrada com maior
frequéncia durante o verao.

Abedinzadeh; Etesami; Alikhani, (2019) eles concluem ha maior resisténcia de
bactérias Gram-positivo a estresses, 0 que corrobora os resultados encontrados no presente
estudo. Podendo ser atribuida a estrutura de sua parede celular que consiste principalmente de
peptideoglicano, formando uma barreira ao redor da membrana plasmatica, o que pode
conferir uma maior resisténcia, a altas temperaturas e longos periodos de seca (FRANCIS;
HOLSTERS; VEREECKE, 2010), estresses estes que sdo caracteristicos da lagoa temporaria

inserida no semiéarido brasileiro.

Mecanismos de promocao de crescimento

Todos os 98 isolados obtidos selecionados do SR e do SA da M. bimucronata
apresentaram caracteristicas de promocdo de crescimento in vitro. Segundo Braun; Wang;
Ruan, (2014), rizosfera e raizes abrigam organismos que podem melhorar o crescimento das
plantas por diferentes mecanismos. Estudos mostram que bactérias solubilizadoras de fosfato
insolGvel podem aumentar a biodisponibilidade do fosforo insoltvel para a planta hospedeira
(RICHARDSON, 2001; NARULA et al., 2002). Os resultados obtidos pelo presente trabalho
corroboram os encontrados por Youseif (2018) o qual verificou uma maior presenca de
isolados solubilizadores de fosfato no solo rizosférico. Hayat et al. (2010) relataram que as
bactérias rizosféricas sdo mais versateis na transformacdo, mobilizacdo e solubilizacdo de
nutrientes quando comparadas com as bactérias do solo ndo rizosférico. Porém, o isolado
bacteriano obtido que apresentou o maior indice de solubilizag&o foi obtido do solo adjacente,
podendo ter ocorrido devido ao acaso segundo o teste qui-quadrado (Figura 11).

O nitrogénio é o principal fator limitante para o crescimento e a produtividade das
plantas. A utilizacdo de bactérias fixadoras de N, € uma alternativa sustentavel para aumentar
0 crescimento e a produtividade das plantas (AHEMAD; KIBRET, 2014). Nas condi¢fes do
presente trabalho, 43% dos isolados selecionados ndo exibiram a formacdo da pelicula. E
possivel que mais isolados possam ser considerados diazotroficos, visto que poderiam fixar
nitrogénio em condicdes nao avaliadas, como, por exemplo, a limitacdo das fontes de carbono
presentes nos meios de cultura, as variagdes na concentracdo do indculo, bem como as
condicBes da analise de reducdo do acetileno, que considerou apenas um Gnico tempo de
incubacgdo com o gas, ou ainda, a condigdes ligadas a concentra¢do de oxigénio na atmosfera
do frasco de incubacdo (BALOTA et al., 1999). Shahi et al. (2011), verificaram uma grande
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variacdo na reducdo de acetino pelas bactérias isoladas, contudo foi verificado um grande
potencial para promoc¢ao de crescimento das plantas.

As BPCPs induzem varios mecanismos de resisténcia a seca em plantas, que envolve
varios processos fisiologicos e alteragbes bioquimicas (BABALOLA et al., 2007).
ModificacGes fitohormonais (KHALID; ARSHAD; ZAHIR, 2006), producdo de osmadlitos,
exopolissacarideos (VANDERLINDE et al., 2010) e biofilme reduzem os efeitos negativos de
estresses, como 0 estresse hidrico (ZAHIR et al., 2008). Estudos mostram que as bactérias
modificam a producdo de fitohormonios, por exemplo, 0 aumento na producdo AlA, além de
diminuir a producéo de etileno em condi¢des de estresse hidrico, auxiliando no crescimento
de plantas (GLICK et al., 2007; BELIMOV et al, 2009; EGAMBERDIEVA,
KUCHAROVA, 2009; BRESSON et al., 2014; BARNAWAL et al., 2017).

A producdo de AIA é uma caracteristica importante pois é responsavel pela regulacéo
de vérios processos de crescimento celular, como o desenvolvimento do sistema radicular,
aumentando a aquisicdo de nutrientes e absorcdo de agua (KAUSHAL; WANI, 2016;
LAMBRECHT et al., 2000) aumentando a tolerancia das plantas ao estresse hidrico
(EGAMBERDIEVA; KUCHAROVA, 2009). Marulanda; Barea; Azcén, (2009) concluiram
que plantas tratadas com Pseudomonas putida, podem sobreviver ao estresse hidrico devido a
producdo de AIA. Kavamura et al. (2013) isolaram bactérias associadas as cactaceas do
semidrido brasileiro capazes de produzir AIA em elevada concentracdes, 0 que corrobora os
resultados verificados no presente estudo, onde foram verificadas elevadas concentracdes de
producéo de AlA por isolados obtidos do semiarido brasileiro.

Condicoes de estresse hidrico resultam em uma alta biossintese de etileno reduzindo o
crescimento das plantas. Contudo bactérias que possuem a enzima ACC deaminase clivam o
precursor do etileno ACC da planta, diminuindo o nivel de etileno e promovendo o
crescimento de plantas (GLICK et al., 2007). Estudos verificaram que plantas de pimentas
apresentaram uma maior tolerdncia ao estresse hidrico ap6s a inoculagdo com Bacillus
licheniformis, devido & producdo de ACC deaminase (LIM; KIM, 2013). Ali et al., (2015)
verificaram que cepas de Pseudomonas fluorescens obtidas de solo rizosférico e solo nédo
rizosférico de zonas &ridas e semiaridas, continha a enzima ACC deaminase e sdo tolerantes
ao estresse hidrico. No presente estudo 80% dos isolados avaliados possuem a enzima ACC
deaminase (Figura 21).

Alguns dos &lcoois de acucar (polidis) incluindo o sorbitol protegem as raizes das

plantas e células da dessecacdo (GIRI et al., 2013). No caso de desidratacdo celular, os grupos
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hidroxila do polidis substituem a agua e estabelecem liga¢fes de hidrogénio auxiliando na
manutencdo das atividades enzimaticas e protecdo das estruturas das membranas (NOIRAUD;
MAUROUSSET; LEMOINE, 2001). O valor de A, que inibe qualquer atividade celular
depende de cada organismo (CONNON et al., 2007). Segundo Grant (2004), os valores
minimos de A, que podem ser observados crescimento de bactérias, sdo: 0,900 A, (para uma
grande porcentagem de bactérias). Porém no presente trabalho foi observado um crescimento
bacteriano em A,, inferiores. Kavamura et al. (2013) avaliando o crescimento de isolados em
meio com reduzida disponibilidade de agua, concluiu que os isolados podem ser considerados
xerotolerantes.

Os exopolissacarideos, componentes de biofilmes bacterianos produzidos por uma
grande variedade de micro-organismos, sao compostos hidratados com 97% de agua em uma
matriz de polimero (CONNON et al., 2007; NOCKER et al., 2012). Varios trabalhos relatam
a importancia do EPS para uma maior resisténcia ao estresse hidrico (ALAMI et al., 2000;
VARDHARAJULA et al., 2011; AWAD et al., 2012; NASEEM; BANO, 2014). Apenas 4%
dos isolados avaliados no presente trabalho ndo foram capazes de produzir exopolissacarideos
(Figura 15), o que indica uma grande presenca de isolados produtores de EPS no solo
rizosférico e no solo adjacente. Kavamura et al. (2013) trabalhando com bactérias do
semidrido brasileiro, verificaram que 65% dos isolados foram capazes de produzir EPS.

Segundo Seminara et al. (2012) a producdo de EPS é essencial para o espalhamento do
biofilme. O que pode explicar a alta producdo de EPS e alta formacdo de biofilme pelo
isolado 66-1 (Apéndice H; I). Durante o crescimento vegetal, o biofilme pode auxiliar na
colonizagdo radicular (RAMEY et al., 2004) assim como, proteger as células da privagédo de
nutrientes, fagocitose, antibidticos, altera¢cbes no pH (JEFFERSON, 2004) e também de
condi¢des limitantes de agua (CHANG et al., 2007). Rolli et al. (2015) descobriram que
bactérias produtoras de exopolissacarideos, promovem o crescimento de plantas durante o
estresse hidrico através da formacéo de um biofilme hidrofilico ao redor da raiz.

O aumento do desenvolvimento de plantas pode ocorrer através da expressdo de uma
ou mais caracteristicas promotoras de crescimento de plantas. Desta forma, a avaliacdo das
BPCPs na promoc¢do do crescimento de plantas em ambientes controlados é importante
(RANA et al., 2011). Porém, o fato das linhagens possuirem multiplas caracteristicas, in vitro,
pode muitas vezes ndo conferir a promogdo de crescimento, como observado para
Pseudomonas spp. (KUMAR et al., 2012). Destacando a dificuldade de obter uma Unica

“super bactéria” com todas as caracteristicas desejadas.
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Promocéo de crescimento de BPCPs em Zea mays L.

A seca é uma das principais condicdes ambientais adversas capazes de reduzir a
produtividade, uma vez que a producdo de biomassa pelas plantas é regulada pela
disponibilidade de agua (FITA et al., 2015). O que pode ser observado no presente trabalho, a
baixa producdo da biomassa seca da parte aérea e da raiz do experimento submetido a 30% da
CP quando comparado com o experimento submetido a 80% da CP (Tabela 4 e 5).

A producdo de fitohormonios e a fixacdo biolégica de nitrogénio sdo uns dos
principais mecanismos responsaveis pela promoc¢do do crescimento de plantas. O AIA €
considerado o fitohormobnio mais importante para o desenvolvimento de plantas, 0 mesmo
promove o aumento do desenvolvimento do sistema radicular das plantas (DUCA et al.,
2014). O isolado 28-10, produtor de elevada concentracbes de AIA, aumentou
significativamente a biomassa seca da raiz e a area foliar total. Estes aumentos também
podem ser atribuidos pela alta atividade da nitrogenase (Figura 20). Ke et al. (2018)
observaram que a inoculacdo de Pseudomanoas stutzeri (diazotréfica) aumentou
significativamente 0 peso seco da raiz e da parte aérea, corroborando os resultados
encontrados no presente estudo (Tabela 4). Marulanda et al. (2009) atribuiu a eficacia de
Bacillus megaterium (produtora de AlA) na promoc¢do do crescimento de plantas. Araujo e
Guerreiro (2010) observaram aumentos na area foliar, comprimento do colmo e biomassa seca
do milho apos a inoculagdo com isolados.

As bactérias possuem diferentes mecanismos que podem melhorar a tolerancia da
planta ao estresse hidrico. A inoculacdo de bactérias em plantas de milho aumentou
significativamente o crescimento do milho sob estresse hidrico (KAUSHAL; WANI, 2016).
Kavamura et al. (2013) verificaram que isolados obtidos do semiarido brasileiro foram
capazes de aumentar significativamente a area foliar, no comprimento do caule e na biomassa
seca da parte aérea sob estresse hidrico.

No presente estudo foi verificado que o isolado 43 aumentou significativamente o
comprimento do caule, biomassa seca da parte area e biomassa seca da raiz (Tabela 5),
podendo este efeito ser atribuido a producdo da enzima ACC deaminase (Tabela 1), como
observado por (ETESAMI; ALIKHANI; MIRSEYED HOSSEINI, 2015; NAVEED et al.,
2014). O aumento do sistema radicular causado pela reducdo do etileno permite que a planta
absorva mais agua e nutrientes do solo, consequentemente, a planta se desenvolve mais em
condicgdes de estresse (GLICK, 2015; LIM; KIM, 2013). Zahir et al. (2008) verificou que a
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inoculacdo de Pseudomonas spp. que possuia a enzima ACC deaminase, induziu raizes mais
longas, 0 que resultou em um aumento na captacao de dgua sob condicdes de estresse hidrico,
resultados também observados por Vacheron et al. (2013); Bharti et al. (2014); Etesami;
Alikhani; Mirseyed Hosseinei (2015). Embora se saiba que o aumento do crescimento,
producdo e absorcdo de nutrientes pelas plantas podem ocorrer atraves da expressao de uma

ou mais caracteres promotores de crescimento de plantas (KAVAMURA et al., 2013).

6 CONCLUSAO

Este trabalho indica o potencial de isolados bacterianos na promocao do crescimento
do Zea mays L., sob manejo hidrico adequado (38, 70, 28-7 e 28-10) e sob estresse hidrico
(43). Além disso, é o primeiro relato que descreve bactérias associadas a lagoas temporarias

do semiérido tropical com capacidade de promover crescimento de plantas.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

o Este € o primeiro relato que descreve bactérias associadas a Mimosa bimucronata
dentro de uma lagoa temporaria no semiarido tropical com capacidade de promover o
crescimento de plantas;

o Dentro deste contexto, foi observado que o solo rizosférico apresenta um maior
numero de populacdes bacteriana (UFC/g solo) quando comparados com o solo adjacente da
Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria, confirmando a importancia destes Hot spots
para manter atividade microbiana mesmo em condigdes de estresses;

o Os isolados obtidos do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata
foram confirmados o potencial biotecnolégico dos mesmos em testes in vitro. Estes
apresentaram potencial mecanismos de promoc¢do de crescimento vegetal, in vitro, como:
producdo de acido-3- acético (AlA); solubilizacdo de fosfato; producdo de exopolissacarideos
(EPS); formacdo de biofilme; analise da reducdo de acetileno (ARA); 1-aminocicloporpoano-
1-carboxilato ACC deaminase (ACC); crescimento em meio com reduzida atividade de agua
(Aw); producdo de quitinases.

o Devido a demandas por tecnologias que visem uma producdo agricola mais
sustentavel e maiores tolerancias ao estresse hidrico, foi testada a inoculacdo das bactérias em
Zea mays L. com objetivo de avaliar o potencial das mesmas em promover o crescimento das
plantas. Onde foram observados resultados positivos com a inoculacdo de bactérias
selecionadas do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata.

o Os resultados do plantio de Zea mays L. sob manejo hidrico adequado, mostram que
os isolados 38 e 70 aumentaram significativamente a area foliar total e os isolados 28-7 e 28-
10 aumentaram significativamente a biomassa seca da raiz. Este aumento pode ter sido
atribuido a producdo de AIA, fixacdo de nitrogénio, ou ainda por outro mecanismo nao
aprofundado no presente estudo;

o Os resultados do plantio de Zea mays L. sob estresse hidrico, sugerem que o isolado
43 protegeu Zea mays L. contra os efeitos deletérios do estresse hidrico, aumentando
significativamente o comprimento do caule, biomassa seca da parte aérea e da raiz. Este
resultado pode ser atribuido a producgédo de AlA, producdo de EPS, capacidade de crescer em
meio com reduzida A, ou ainda por outro mecanismo néo aprofundado no presente estudo;

. O uso o consorcio foi tdo interessante quanto o uso das linhagens isoladamente, uma

vez que 0s consorcios conferiram aumento no crescimento do Zea mays L. além de proteger
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as plantas na presenca do estresse hidrico. Porém, algumas linhagens isoladamente
promoveram 0 maior crescimento dos parametros avaliados, com isto, a opcdo pelo uso do
consorcio dependera exclusivamente da possibilidade de criacdo de uma formulacédo bioldgica
que seja viavel para futuras aplicacgdes;

. E necessario a realizacdo de experimentos em condicdes de campo para confirmagio
dos resultados observados em casa de vegetacdo, e validacdo da viabilidade do inoculante

para futuras aplicacfes na agriculta.
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APENDICE A - Dendrograma de similaridade com base nas caracteristicas fenotipicas dos isolados do solo rizosférico da Mimosa bimucronata
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Cor preta da sigla “S” representa os isolados bacterianos selecionados na primeira sele¢do; cor vermelha representa os isolados que ndo cresceram in vitro e cor azul,
representa 0s novos isolados selecionados
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APENDICE B - Dendrograma de similaridade com base nas caracteristicas fenotipicas dos isolados do solo adjacente da Mimosa bimucronata

S s s 8 S s - Ss §8s os s s @ o ss

Ne S5, 77 584w nS SoSeolucSS m=  S2588S BN emD S8 Ph TS 2 S g = - s 9%s _o2

- O [ - - [w X ] S - - - - — )
39235%23%59533593985532%988552353 33583 <§gg 5 :ﬁﬁﬁa@q( 8858532938%33583% 9595852888553 5g3 58
:3'5%2 ’3'3'.:g'.:?;.:‘:2.:'2:2233'3'3'2'%gsgﬂssg2'3'2?3%::'::....§:'§§§34J..urjgg:'3@2:3'3"32:'::':22gs'ﬂgﬂzggn‘z’:gggz':':gz'ﬁ':'::

3 i

0,64 [

Similarity

0.4+

0.24

Cor preta representa os isolados bacterianos selecionados na primeira selecdo; cor vermelha representa os isolados que ndo cresceram in vitro; cor azul, representa 0s novos
isolados selecionados
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APENDICE C - Dendrograma de similaridade com base nas caracteristicas fenotipicas dos isolados formadores de enddsporo do solo rizosférico

da Mimosa bimucronata
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Cor preta representa os isolados bacterianos selecionados na primeira selecdo; cor vermelha representa os isolados que ndo cresceram in vitro; cor azul, representa 0s novos

isolados selecionados
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APENDICE D - Dendrograma de similaridade com base nas caracteristicas fenotipicas dos isolados formadores de endésporo do solo adjacente
da Mimosa bimucronata
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Cor preta representa os isolados bacterianos selecionados na primeira selecdo; cor vermelha representa os isolados que ndo cresceram in vitro; cor azul, representa 0s novos
isolados selecionados
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APENDICE E - Identificacdo dos isolados bacterianos selecionadas a 70% de similaridade
utilizando o Programa PAST

IFESA IFESR ISA ISR
1- L1EA31 7-  T2E32 24-  L2A41 47-  L45.11
2- T2EA21 8-  L4E48 24-1- T1A21 48-  T227
3- L2EA31 9-1- L2E31 26-  L1A27 50-  L335
4- L1EAS] 10-  Ti1E2.15 27-  T1A42 52- T13.11
5- T1EA31L 11-  TiE24 28-  L2A36 o54-  T12.14
6- L1EAS3 12- L1E29 28-1- L2A45 57-  1L23.15
6-1- L3EA24 13- L4E52 28-3- L1A34 59-  L23.13
13-1- T2E2.13 28-4-  L4A39 59-1-  T239
13-3- L1E31 28-5- L4A33 59-2-  T243
13-4- L4E43 28-6- T2A44 59-3- T246
13-5- L1E37 28-7- L1A21 59-4- 249
13-7- L4E34 28-8- L3A32 59-5- T13.13
13-9- L2E2.12 28-9- L2A42 59-6- L152
14-  L4E47 28-10- T2A46 61-  L232
15-1- L2E2.10 29-  L4A36 64- T124
15-3- T1E28 29-1-  T2A25 65- L14.12
15-4- T2E26 30-  L1A42 66-1- L23.17
15-5- T2E27 30-1- L1A45 66-2- 1.23.20
15-6- T2E33 30-2- T1A31 66-3- L241
16- L3E25 31-  T2A28 67- T228
16-1- L4E35 32- L2A34 67-1- T222
16-2- L2E21 32-1-  L2A43 68-  L23.24
16-3- L4E45 33-  T2A26 70- L1248
16-4- L4E31 33-1- L1A51 72-1- L1441
18- L2E33 34-  L3A2.12 74- L1149
19-  L1EZ23 38- T2A21 76-1- L1446
40-  L2A37 78- 1328
43- T1A34 79- L1333
43-1-  L1A29 79-1-  L346
44-  L1A31 81- 1331
46-  L3A26 82-  L449
46-1- T1A2.10 84-  L45.19
85-  L45.22

IFESA: isolados formadores de endosporo do solo adjacente; IFESR: Isolados formadores de endésporo do solo
rizosférico; ISA: Isolados do solo adjacente; ISR: Isolados do solo rizosférico
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APENDICE F — Producio de AIA pelos isolados bacterianos selecionados, na presenca de L-

triptofano
G. ID AIA G.IFESR ID AlA G. ID AlA G. ID AlA
IFESA ISA ISR
Gl 6 12,36 Gl 16-3 87,12 G1 24 197 Gl 47 1439
1 10,07 G2 18 11781 26 9,44 50 5,00
G2  6-1 15,33 G3 15-1 33,87 27 11,24 57 2,96
G3 3 134 16-4 43,32 28-1 6,13 59-1 11,64
4 161 16 58,06 28-3 11,53 59-4 19,38
5 1,03 G4 7 4,17 28-4 11,53 59-5 7,04
G4 1 10,07 8 2,07 28-6 5,30 61 6,02
9-1 24,70 29 19,46 65 16,71
10 18,61 30 4,12 66-1 5,66
11 13,24 30-1 4,53 72-1 9,35
12 13,93 30-2 7,87 74 3,71
13 10,10 31 5,50 76-1 7,89
13-1 9,57 32 10,95 78 1,69
13-3 8,72 32-1 12,69 79 343
13-4 10,29 33 25,72 81 7,78
13-5 5,00 38 16,02 G2 67-1 42,08
13-7 2,69 40 12,58 59-6 4241
139 1123 43 10,79 94 49,82
14 23,95 43-1 9,79 84 26,10
15-3 4,04 44 10,43 82 25,39
15-4 161 46 5,55 67 28,20
155 315 G2 28 39,68 66-3 30,84
15-6 1,61 33-1 42,05 70 3291
16-1 7,93 28-5 4525 66-2 32,66
16-2 9,55 29-1 62,47 59-2 32,27
19 13,35 34 58,14 68 36,93
46-1 52,74 92 35,179
G3 24-1 11591 G3 59 108,35
28-10 115,66 79-1 108,17
28-7 114,67 64 108,53
G4 288 8149 59-3 116,18
28-9 94,83 85 97,27
G4 48 8360

Isolados sublinhados (30) foram selecionados para avaliagdo da promogdo de crescimento em casa vegetacéo;
isolados marcados de cor vermelha (8) foram selecionados devido serem os melhores produtores de AlA;
isolados marcados de cor azul (8) foram selecionados por ser bom produtor de AIA e solubilizar fosfato de

célcio.

G: Grupo; ID: Identificagdo; AIA: Acido indol acético; IFESA: isolados formadores de enddsporo do solo
adjacente; IFESR: Isolados formadores de end6sporo do solo rizosférico; ISA: Isolados do solo adjacente; ISR:

Isolados do solo rizosférico
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APENDICE G - indice de solubilizagio de fosfato de calcio pelos isolados bacterianos

selecionados

G.IFESA ID ISF G.IFESR ID ISF G.ISA ID ISF G.ISR ID. ISF
GI 1 0 Gl 7 0 GL 241 0 Gl 662 0
2 0 8 0 26 0 59-6 0
3 0 9-1 0 28-1 0 59-4 0
5 0 10 0 28-3 0 57 0
6 0 11 0 28-4 0 47 0
61 0 12 0 285 0 59 0
G2 4 1,69 13-4 0 286 0 59-1 0
135 0 287 0 592 0

139 0 28-8 0 595 0

14 0 28-9 0 67 0

153 0 28-10 0 68 O

16 0 29 0 72-1 0

16-1 0 29-1 0 740

16-3 0 30 0 79 0

18 0 30-1 0 791 0

19 0 302 0 81 0

G2 13 1,06 31 0 G2 61 1,08

13-1 1,22 32 0 85 1,08

16-4 1,43 321 0 48 1,11

15-1 1,20 33 0 52 1,14

13-7 1,12 331 0 66-1 1,14

15-4 1,24 38 0 70 1,17

15-5 1,13 40 0 66-3 1,12

15-6 1,11 44 0 59-3 1,30

G3  13-3 1,98 46 0 50 1,26

16-2 201 G2 43 177 64 1,27

24 171 G3 67-1 1,28

46-1 183 84 1,20

G3 431 223 65 1,62

G4 27 114 78 1,64

34 1,15 54 151

28 1,23 82 142

76-1 181

Isolados sublinhados (30) foram selecionados para avaliagdo da promog¢do de crescimento em casa vegetacdo;
isolados marcados de cor vermelha (8) foram selecionados devido serem os que apresentaram melhor ISF;
isolados marcados de cor azul (8) foram selecionados apresentar solubilizacdo de fosfato de célcio e ser bom

produtor de AIA.

G: Grupo; I1D: Identificagdo; ISF: indice de solubilizagio de fosfato; IFESA: isolados formadores de enddsporo
do solo adjacente; IFESR: Isolados formadores de enddsporo do solo rizosférico; ISA: Isolados do solo
adjacente; ISR: Isolados do solo rizosférico
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APENDICE H - Producéo de exopolissacarideos pelos isolados bacterianos selecionados
G.IFSA ID EPS G.IFESR ID EPS G.ISA ID EPS G.ISR ID. EPS

Gl 4 983 Gl 7 1133 G1 29 30,67 G1 47 1233
1 11,00 8 1433 G2 24-1 1267 48 13,67
2 1,67 11 15,67 27 6,93 50 12,50
5 8,00 12 16,00 28 8,93 52 8,67
6 8,67 13 16,33 28-1 11,33 54 12,33

G2  6-1 15,67 13-1 10,83 28-3 12,67 59 893

G3 3 0,00 13-4 14,33 28-4 9,50 59-1 8,33

13-7 12,67 28-5 9,17 59-2 8,67
14 13,33 28-6 9,17 59-3 8,00
15-1 11,33 28-7 8,00 59-4 9,00
15-3 13,67 28-8 9,33 59-5 9,67
15-4 13,33 28-9 10,33 61 9,00
15-5 12,67 28-10 9,00 64 14,00
15-6 9,83 29-1 8,67 65 8,67
16 11,33 30 9,00 66-3 12,33
16-1 13,67 30-1 8,50 67 8,67
16-2 14,33 30-2 833 67-1 11,67
16-3 13,33 31 9,00 68 8,67
16-4 13,93 32 833 70 10,00
18 8,67 32-1 10,00 72-1 13,83
G2 13-3 25,00 33 8,67 79-1 1133
13-5 21,67 33-1 10,33 81 8,50
13-9 22,83 34 1133 84 10,67
19 22,33 38 10,17 85 933
9-1 18,67 40 10,00 G2 82 1733
G3 10 35,17 43 8,33 66-1 17,00
43-1 10,67 57 19,33

44 6,93 74 21,67

46 7,67 66-2 23,67

46-1 1217 G3 76-1 0,00

G3 26 16,67 78 0,00

24 20,67 79 0,00

G4 59-6 32,33

Isolados sublinhados (30) foram selecionados para avaliagdo da promogdo de crescimento em casa vegetacdo;
isolados marcados de cor vermelha (2) foram selecionados devido serem bons produtores de EPS e AlA;
isolados marcados de cor azul (1) foi selecionado por ser bom produtor de EPS e biofilme

G: Grupo; ID: Identificacdo; EPS: Exopolissacarideos; IFESA: isolados formadores de enddsporo do solo
adjacente; IFESR: Isolados formadores de end6sporo do solo rizosférico; ISA: Isolados do solo adjacente; ISR:
Isolados do solo rizosférico
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APENDICE I — Producéo de biofilme pelos isolados bacterianos selecionados
G.IFESA ID BIOF G.IFESR ID BIOF G.ISA ID BIOF G.ISR ID. BIOF
Gl 4 0,10 Gl 14 057 G1 46 054 Gl 66-1 0,89

5 011 G2 7 021 27 0,33 66-3 0,90
6 014 8 0,15 38 0,33 85 0,98
1 014 9-1 0,12 28 034 G2 67 124
2 0,17 10 0,30 30-:1 041 G3 79-1 0,09
6-1 0,16 11 0,05 G2 24 0,07 76-1 0,10
G2 3 0,67 12 0,09 24-1 0,17 72-1 0,04
13 0,08 26 0,16 67-1 0,15

13-1 0,14 28-1 0,07 66-2 0,09

13-3 0,18 28-3 0,15 59-6 0,38

13-4 0,39 28-4 0,06 59-5 0,27

13-5 0,04 28-5 0,05 59-4 0,18

13-7 0,09 28-6 0,22 59-3 0,34

15-1 0,08 28-7 0,08 59-2 0,06

15-3 0,30 28-8 0,15 59-1 0,35

15-4 0,09 28-9 0,17 84 0,12

15-5 0,07 28-10 0,12 82 0,11

15-6 0,11 29 0,06 81 0,24

16 0,10 29-1 0,13 79 0,16

16-1 0,11 30 0,06 78 0,17

16-2 0,05 30-2 0,11 74 0,10

16-3 0,06 31 0,24 70 0,09

16-4 0,12 32 0,03 68 0,12

18 0,09 32-1 0,09 65 0,37

19 0,25 33 0,03 64 0,16

G3 13-9 115 33-1 0,05 61 0,09

34 0,06 59 0,17

43 0,06 57 0,10

43-1 0,08 54 013

44 0,08 52 0,20

46-1 0,18 50 0,20

G3 40 0,96 48 0,09

G4 47 0,55

Isolados sublinhados (30) foram selecionados para avaliagdo da promogdo de crescimento em casa vegetacdo;
isolados marcados de cor vermelha (2) foram selecionados devido ser bom produtor de biofilme e solubilizar
fosfato de célcio
G: Grupo; ID: Identificacho; BIOF: Biofilme; IFESA: isolados formadores de endosporo do solo adjacente;
IFESR: Isolados formadores de enddsporo do solo rizosférico; ISA: Isolados do solo adjacente; ISR: Isolados do
solo rizosférico
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APENDICE J — Meio de cultura King B (KING; WARD; RANEY, 1954)

Peptona bacteriologica-------------------- 20g/L
MgSO,4.7H,O------=-=-mmmm oo 1,5g/L
KoHPO-------=mmm oo 1,5g/L
Agar---nmmmmmem e 15g/L
Glicering-----------=-==-====mmmm oo 10mL/L
pH 7,2

APENDICE L — Meio de cultura Tryptone Soya Broth (TSB)
Peptona de caseina-------------=--=--=----- 17g/L
Peptona de soja-----------------=--=--=----- 3,0g/L
Glicose---------==-=mmmmmmm oo 2,59/L
NaCl -------m-mm oo 5,00/L
KoHPO - m e 2,50/L
pH 7,3

APENDICE M — Meio de cultura slido para avaliar solubilizacio de fosfato de calcio
bibasico (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001)

Glucose---=---===-===-mememememememm e 10g/L;
NHCl--m--mmmmmmm oo 5g/L
NACI--=-=-=mmmmmmm e 1g/L
MgSO4 7THyO---------mmmmmmmem oo 1g/L
CaHPOg-----------=-mmmmmm oo 4 g/L
Agar---nnmmmmm e 15g/L
pH 7,2

APENDICE N — Meio de cultura s6lido para avaliar solubilizacio de fosfato de aluminio
(HARA; OLIVEIRA, 2004)

Manitol----------=-=-=-mmmmm oo 10g/L
Extrato de levedura ------------------------ 29/L
KoHPO4----------== oo 69/L
A|C|36Hzo ---------------------------------- 9,67g/L
AQar---mmmmmmmm e 18g/L
pH 4,5

APENDIC~E O — Meio de cultura modificado para avaliar producdo de exopolissacarideos
(GUIMARAES et al., 1999)

Extrato de levedura------------------------ 20g/L
KoHPQO, ======mmmmm e 159/L
MQSO gm----mnmmmmmmmmm oo 0,2g/L
MNSQ gm--=-mnmmmmmmmmm oo 0,015g/L
FESO m-mmmmmmmmmmmm oo 0,015g/L
CaClym--m-mmmmmmmm o 0,03g/L
NAC]--=m-mmmmmmm oo 0,015g/L
AQar------mmmmm e 15¢/L

Adicionado 10% sacarose
pH 7,5
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APENDICE P — Meio de cultura para bactérias diazotroficas assimbiontes (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995)

Acido malico------------n=nmmmmmmmmmmeea- 5g/L
KoHPQOy === e e 0,69/'.
KHy POy -----=-mm o mmmm e 1,8g/L
MgSO47H20 ------------------------------ 0,29/'.
NaCl-----m-m oo 0,1g/L
CaCl.2H;0 ------=-=mmemmmmmememememe e eeeee 0,02g/L
Fe EDTA (1,64%) -------------=-=-=------ 4mL/L
KOH----m s 4,5g/L
Solucdo de micronutrientes--------------- Iml/L
Vitamina sem biotina---------------------- ImL/L
Agar----mmmememmm s 2,350g/L
Sem azul de bromotimol

pH 7,5

APENDICE Q — Meio de cultura M9 contendo o &cido 1 aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) como unica fonte de nitrogénio (PENROSE; GLICK (2003) e SOUZA et al. (2012))

Na;HPO4 ------------=--mm oo 69/'.
KHyPOg=mmmmmmmmmmmmmmeeee 3g/L
NaCI-----m--mmmmm oo 0,50/L
MQSOy--------m=mmm e ImL/L
CaClymm-mmmmmmm oo 10mL/L
Glicosg-----=-==n=mmmmmmmmmmmm oo 2g/L
AQar----mnmnmmmm e 15g/L
pH 7,5

APENDICE R — Meio de cultura para avaliar a producéo de quitinases (HSU; LOCKWOOD
1975)

Quitina coloidal-----------------------=----- 4g/L
KoHPQ4----==== e e e 0,7g/|_
KH,POg ---------m e e 0,3g/L
MgSO45HZO ------------------------------- 0,5g/|_
FeSO4.7TH,0--------=--m-mmm e 0,01g/L
ZNSO g=-===m=m=mmmmmmmmeme e 0,001g/L
MNCly -=--mmmmmmmm oo 0,001g/L
Agar---mmmmmmem e 20g/L



