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RESUMO

Espécies de arroz silvestre sdo colonizadas por bactérias diazotroficas, contudo, pouco
se conhece sobre a colonizacdo em Oryza glumaepatula (Steud). Este estudo teve como
objetivo isolar e caracterizar bactérias diazotroficas de arroz silvestre em areas de mata
e cerrado no bioma amazodnico. Amostras de plantas selvagens foram coletadas e
utilizadas para o isolamento bacteriano, sendo as bactérias obtidas avaliadas quanto a
formacdo de pelicula em meio de cultura semi-sélido. Posteriormente, as que
apresentaram a formacdo de pelicula foram analisadas quanto a presenca do gene nifH
utilizando os iniciadores PolF/PolR e, as que foram positivas, caracterizadas através de
Box-PCR, solubilizacdo de fosfato de Ca e producdo de &cido indol acético (AIA).
Trinta e oito bactérias, cerca de 4% do total, formaram pelicula e apresentaram produto
de amplificacdo do gene nifH. A incidéncia de bactérias diazotrdficas foi semelhante
entre as areas, porém maior namero foi isolado na parte aérea das plantas. Além disso,
mais de 30% das bactérias diazotroficas apresentaram producdo de AIA e/ou
solubilizacdo de fosfato, sendo a maior concentracdo na parte aérea das plantas do
cerrado. Nessa area ocorre maior diversidade genotipica de bactérias diazotrofica
associadas ao arroz silvestre e maior nimero destas bactérias capazes de solubilizar
fosfato de Ca e produzir AlA.

Palavras-chave: arroz silvestre, FBN, Amaz0nia, recurso genético, acido indol acético
e solubilizacdo de fosfato de calcio.
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ABSTRACT

Species of wild rice are colonized by diazotrophic bacterias, however, little is known
about the colonization in Oryza glumaepatula (Steud). This study aimed isolate and
characterize diazotrophic bacterias of the wild rice from forest and cerrado areas in the
Amazon biome. Samples of wild plants were collected for bacterial isolation, and semi-
solid medium was used to assay the pellicles formation by the bacterias. Later, the nifH
gene was also amplified by PCR using the primer set PolF/PolIR and the bacterias, each
ones were positive, characterized through Box-PCR, solubilization of calcium
phosphate and production of indol acetic acid (AlA). Thirty eight bacterias, around 4%
of the total, formed pellicles and also presented nifH gene amplification. A incidéncia
de bactérias diazotroficas foi semelhante entre as areas, porém maior numero foi isolado
na parte aérea das plantas. Além disso, mais de 30% das bactérias diazotroficas
apresentaram producdo de AIA e/ou solubilizacdo de fosfato, sendo a maior
concentracdo na parte aérea das plantas do cerrado. Nessa &rea ocorre maior diversidade
genotipica de bactérias diazotrofica associadas ao arroz silvestre e maior nimero destas
bactérias capazes de solubilizar fosfato de Ca e produzir AIA. The incidence of
diazotrophic bacterias was similar between the areas, however, higher number was
isolated from the aerial part of the plants. Furthermore, more than 30% of the
diazotrophic bacterias produced AIA and/or solubilized phosphate, and the largest
concentration of these bacteria was isolate in the aerial part of the plants from cerrado.
In this area happens higher genotypic diversity of diazotrophic bacterias associated to
the wild rice and also the larger number of these bacterias is capable producing AIA and
solubilizing phosphate.

Key-words: wild rice, BNF, Amazon, genetic resource, indol acetic acid, calcium
phosphate solubilization.
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1. INTRODUCAO

Dentre os nutrientes requeridos pelas plantas, o nitrogénio é considerado o
mais problemaético no solo, pois sua disponibilidade depende da matéria orgénica, a qual
¢ escassa na maioria dos solos tropicais. Nas plantas, por outro lado, o N é o quarto
elemento mais abundante, sendo superado apenas pelo carbono, oxigénio e hidrogénio.
E um dos constituintes essenciais de aminoécidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos
nucléicos, hormonios e clorofila, entre outras moléculas (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

A baixa disponibilidade de nitrogénio dos solos € responsavel, em grande parte,
pelos baixos niveis de rendimento das culturas, uma vez que a aplicacdo de fertilizantes
pode ser limitante face aos altos custos deste insumo (CAMPOS et al., 2003).

Existem bactérias que habitam naturalmente o interior e exterior de Orgaos
vegetais e podem ser benéficas para o0s vegetais. Dentre elas podem ser destacadas as
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) que residem nos vegetais na
forma epifiticas ou endofiticas e ndo sdo fitopatogénicas. Podem ser utilizadas para
tratamento de sementes, explantes e mudas micropropagadas, incorporadas ao substrato
de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes, pulverizacbes na parte aérea
incluindo folhagem e frutos e em pos-colheita (MARIANO et al., 2004).

Dentre as formas de promogdo de crescimento vegetal, a fixacdo bioldgica do
N, (FBN) representa um dos mais importantes mecanismos, pois através deste é
possivel disponibilizar nitrogénio as plantas. Os microrganismos realizam a FBN
através do complexo enzimatico conhecido como nitrogenase, a qual é capaz de
promover a reacdo de quebra dos atomos de nitrogénio a temperatura ambiente e
pressdo normal, utilizando energia de processos foto e quimiossintéticos, ou obtidas a
partir de carboidratos (provenientes da fermentacdo ou respiracdo) e armazenada sob a
forma de ATP (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os microrganismos fixadores de nitrogénio possuem uma grande diversidade
morfoldgica, fisioldgica, genética, bioquimica e filogenética. Essa diversidade garante a
resiliéncia da FBN nos ecossistemas e ocorréncia deste processo nos mais diferentes
habitats terrestres (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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A promocdo de crescimento pode ser direta, na qual o microrganismo atua
diretamente no desenvolvimento da planta, e indireta quando a planta estd sendo
infectada por um patdgeno e as BPCP atuam como agentes de controle biologico através

da producdo de acido cianidrico, bacteriocinas e antibioticos, competicdo por espaco,

Fe+3 e outros nutrientes, parasitismo e indugédo de resisténcia. As principais BPCP séo
encontradas entre os géneros Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Acetobacter e Herbaspirillum; Agrobacterium, Enterobacter,
Azospirillum e Burkholderia, entre outros (MARIANO et al., 2004).

Devido ao seu beneficio, houve um crescente interesse no estudo da ocorréncia
do potencial de colonizacédo e da utilizacdo de bactérias para promocdo de crescimento.
Entre as bactérias promotoras associadas a plantas de arroz, ja foram isolados e
observados com ampla ocorréncia, tanto na rizosfera como o interior das plantas,
Azospirillum brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, Herbaspirillum seropedicae,
Burkholderia kururiensis e B. vietnamiensis (BALDANI; BALDANI, 2005). Outras
bactérias diazotrdficas também foram isoladas, porém com ocorréncia restrita, como 0s
géneros Sphingomonas (EVIDETRA et al., 2009) no Brasil, Serratia (TAN et al.,
2001) nas Filipinas, Azospirillum irakense e A. oryzae, isoladas de arroz no lraque
(KHAMMAS et al., 1989) e Japdo (XIE et al., 2005), Derxia spp., isolada da espécie
Oryza perenne coletada em varzea em Belém, no estado do Parda (MAGALHAES,
1981) e espécies de Azoarcus foram isoladas em associa¢do com arroz no Japdo, sendo
mais comum em espécies de arroz selvagem e variedades antigas de Oryza sativa
(ENGELHARD et al., 2000).

O arroz é um dos cultivos de maior importancia para a alimentacdo das
populacbes nos paises. Até o inicio da década de 90 apenas 3% da producdo mundial de
arroz era exportada. Em 2007, 5% do arroz produzido foi transacionado
internacionalmente, ou seja, apesar do aumento da taxa de exportacdo, o arroz ainda é
uma cultura predominantemente consumida nos préprios paises produtores (FAO,
2009). Os maiores produtores mundiais de arroz sdo China, India, Indonésia,
Bangladesh, Tailandia, Vietnd, Myanmar, Japdo e Brasil. No entanto, a producao
cresceu mais no Vietnd, na Indonésia e em Myanmar. (SOUZA et al., 2010). No Brasil
é cultivado em quase todos os estados e segundo a CONAB (2010) a estimativa é que

sejam cultivados aproximadamente trés milhdes de hectares.
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Em Roraima segundo Braga et al. (2009) o arroz é uma das principais culturas
plantadas no Estado com influéncia direta na geragdo de emprego ao longo da cadeia
produtiva, além deste cereal ser importante na dieta da populacéo de Boa Vista.

Portanto, a avaliacdo da diversidade de bactérias diazotréficas presentes nos
tecidos, nos diferentes estagios de desenvolvimento da planta em especial do arroz,
pode ajudar a compreender o papel desses microrganismos em seu habitat natural. Desta
forma esse trabalho tem como objetivo isolar e caracterizar bactérias diazotroficas
promotoras de crescimento em arroz silvestre no estado de Roraima, visando estruturar

uma colecdo de microrganismos com potencial biotecnoldgico na agricultura.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Apesar de sua grande importancia na manutencdo da biosfera, estima-se que
menos de 1 % dos microrganismos existentes no planeta tenham sido caracterizados e
descritos. E importante ressaltar que grande parte dos avangos da biotecnologia
moderna e agricultura é atribuida as descobertas recentes na area da biologia molecular
de microrganismos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O conhecimento da biodiversidade e a bioprospec¢do de novos microrganismos
tornaram-se uns dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a utilizacdo destes
organismos na busca de solugBes nas areas de alimentos, saude, meio ambiente e
industria vem crescendo de forma acelerada no atual cenario mundial (OLIVEIRA et
al., 2006).

Os mecanismos de promocdo de crescimento vegetal incluem acbes diretas
como a fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de reguladores de crescimento
vegetal, solubilizacdo de fosfato inorganico e acbes indiretas, como o controle
bioldgico, producdo de sideréforos e aleloquimicos, inducdo de resisténcia local e
sisttmica. O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) na
biotecnologia tem se intensificado, incluindo a producdo de antibidticos e outras
moléculas bioativas, aplicacdo nos processos de biorremediacdo e nas técnicas de
transgenia (OLIVARES, 2009).

Bactérias promotoras de crescimento, conhecidas na literatura como “plant
growth-promoting rhizobacteria” (PGPR) ou “rhizobacteria promotora de crescimento
de plantas” (RPCP), colonizam diferentes orgdos das plantas e exercem efeitos
benéficos sobre as mesmas, podendo promover aumentos na taxa de germinacdo de
sementes, no desenvolvimento de Orgdos, na producdo de flores e no rendimento das
culturas em casa de vegetacdo e no campo (AMORIM; MELO, 2002; DEY et al.,
2004).

Naturalmente as bactérias colonizam o interior e exterior de érgdos de plantas,
podendo ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. Bactérias promotoras

de crescimento de plantas (BPCP) vivem em simbiose ou associadas com plantas e seus
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beneficios podem ser observados em plantas propagadas “in vitro” e “in vivo”. Entre os
beneficios das BPCP estdo o aumento de area foliar, altura da planta, didmetro do caule,
nimero de folhas e matéria seca, reducdo do tempo de aclimatizacdo, maior
sobrevivéncia de mudas, controle de doencas e aumento de produtividade, acimulo de
nitrogénio, fosforo e etc. (MARIANO et al., 2004).

As BPCP podem ser encontradas tanto na superficie da planta (epifiticas) ou no
tecido (endofiticas). As endofiticas sdo encontras no interior das plantas e estdo em
vantagem neste habitat por ndo estarem sujeitas a competicdo por nutrientes que
normalmente ocorre no solo da rizosfera. Além disso, tendem a ter maior eficiéncia uma
vez que, ao contrario das colonizadoras de rizosfera, ja estdo internamente nos tecidos
vegetais, onde os compostos bioativos por elas sintetizados encontram-se prontamente
disponiveis as plantas (MARIANO et al., 2004; ROESCH et al., 2007).

Bactérias endofiticas sdo aquelas que podem ser isoladas de tecidos vegetais
desinfestados ou extraidas do interior da planta e ndo causam prejuizo visivel a mesma.
A associacdo bactéria endofitica e planta consiste em uma interacdo intima, na qual a
planta fornece os nutrientes e habitat, enquanto a bactéria influenciar no crescimento e
sanidade da planta. Na maioria dos géneros de bactérias endofiticas, a producdo de
auxinas, etileno e citocininas, fixa¢do de nitrogénio, o aumento da absorcdo de agua e
nutrientes bem como a supressdo de microrganismos deletérios sdo responsaveis pelo
crescimento da planta (MARIANO et al., 2004).

Estudo realizado por Guimaraes e colaboradores (2003) mostraram o efeito da
inoculagdo de bactérias diazotroficas endofiticas em arroz de sequeiro, cultivado em
condigdes de casa de vegetacdo e campo. Observaram que a inoculagédo contribuiu para
0 aumento da matéria seca, N-total e producdo de grdos da cultivar Guarani, crescidas
em condi¢cdes de casa de vegetacdo. Entre as estirpes estudadas, a ZAE94 de H.
seropedicae foi a que promoveu maior aumento (50%) na producdo de grdos da
variedade Guarani, crescida sob condigdes de campo, mostrando assim grande

potencial.

2.2.  FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacdo bioldgica do N, (FBN) é um processo importante, pois através deste

é possivel disponibilizar nitrogénio as plantas, sendo realizado exclusivamente por
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procariotos. Esses microrganismos conseguem realizar a FBN devido a presenca da
enzima nitrogenase, capaz de promover a reacdo de quebra dos atomos de nitrogénio a
temperatura ambiente e pressdo normal, utilizando energia de processos foto e
quimiossintéticos, ou obtidas a partir de carboidratos (provenientes da fermentacdo ou
respiracdo) e armazenada sob a forma de ATP (FIGUEIREDO et al., 2008).

Entre as décadas de 50/60 do século passado no Brasil, iniciaram-se os estudos
de microrganismos fixadores de nitrogénio (diazotréficos) em gramineas, quando foi
estudada a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em plantas de Paspalum notatum
(DOBEREINER, 1953). Estes estudos iniciais revelaram a existéncia de bactérias
diazotréficas de vida livre em solos tropicais, resultando na descrigdo de novos géneros
e espécies, sendo Azotobacter e Beijerinckia os mais estudados na época.

Deste entdo a interacdo de bactérias diazotroficas com diversas culturas tem
sido tema de pesquisas no mundo todo, devido ao potencial evidenciado na melhoria da
producdo das culturas e, conseqlientemente, na reducdo dos custos de producdo ao
diminuir a quantidade de adubos nitrogenados minerais a serem aplicados e ao potencial
biotecnologico, conseqlientemente, melhor conservacdo dos recursos ambientais
(SILVA et al., 2004; GUIMARAES et al., 1999).

Quanto aos aspectos ambientais, a FBN preenche os requisitos exigidos para
uma agricultura sustentavel, ja que a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados minerais
representa uma significativa parcela nos custos de producdo da cultura, além de serem,
na sua maioria, obtidos industrialmente de fontes ndo-renovaveis, e potencialmente
poluentes ambientais (SILVA et al., 2004).

Considerando a sustentabilidade da agricultura como sendo 0 manejo correto
dos recursos que satisfacam as mudancas necessarias ao homem, aliado a manutencgéo
ou melhora da qualidade ambiental, nota-se que a FBN faz parte de um dos principais
componentes dessa sustentabilidade: o processo ndo despende energia, ndo polui e
enriquece o0 solo com nitrogénio, o qual sera aproveitado pela cultura seguinte
(LOMBARDI, 1999).

Experimentos recentes tém demonstrado que a inoculacdo de bactérias
endofiticas com plantas da familia Poaceae apresentam potencial significativo,
respondendo com aumento na producdo (GUIMARAES et al., 1999). Por outro lado, a
contribuicdo da FBN em Poaceae ndo é tdo significativa como a das simbioses entre
plantas da familia leguminosas e bactérias coletivamente conhecidas como rizébios.

Entretanto, se for considerada a grande extensdo de terras recobertas por gramineas e
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cereais, esta se torna importante, em termos globais (NOBREGA et al., 2004). A cultura
de arroz, por exemplo, que consome atualmente cerca de 10 milhdes de toneladas de
adubos nitrogenados para produzir 500 milhdes de toneladas de gréos no planeta, se
tiver uma substituicdo de 25% da demanda de N pela fixacdo bioldgica, geraria uma
economia de aproximadamente 380 milhdes de dolares/ano (BALDANI et al., 2002).

Rodrigues et al. (2006) avaliaram a ocorréncia e a diversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas, associadas a duas variedades de arroz cultivados em dois tipos
de solos, sob condicdo de inundagdo. Observaram que as populacGes de bactérias
diazotroficas oscilam durante o desenvolvimento das variedades de arroz. Nos dois
tipos de solo, o nimero de bactérias diazotroficas endofiticas, isoladas das duas
variedades de arroz, o género Burkholderia se destacou.

As bactérias que habitam o interior do tecido vegetal podem contribuir de
forma mais efetiva para a FBN, j& que a troca se faz de forma direta, e h4 menos
competicdo por fontes de carbono, pois nem todos 0s microrganismos séo capazes de
penetrar no tecido vegetal (BALDANI et al., 1997). Assim, bactérias diazotroficas
exercem multiplos mecanismos interagindo para obtencdo dos beneficios propiciados as
plantas as quais estas bactérias estdo associadas. Deste modo, bactérias diazotroficas
associadas a plantas ndo leguminosas podem ser classificadas como bactérias
promotoras de crescimento de plantas, j& que sdo capazes de promover beneficios as
plantas, ndo exclusivamente pela FBN (SALA; SILVEIRA; CARDOSO, 2007).

Em estudo realizado por Ferreira et al. (2003) peletizacdo das sementes de
arroz com turfa inoculada com bactérias diazotroficas foi capaz de promover aumentos
na producdo de grdos da variedade IR42 e 1AC4440 em condi¢Bes de campo. Os
resultados de inoculacdo mostraram-se promissores para a utilizacdo da pratica de
inoculacdo em nivel de campo.

Outro estudo mostrou o efeito da inoculacdo de bactérias diazotréficas
endofiticas em arroz de sequeiro, cultivado sob condi¢cdes de casa de vegetacdo e
campo, observaram que houve uma contribui¢do para o aumento da matéria seca, N-
total e produgdo de gréos da cultivar Guarani, crescidas sob condi¢bes de casa de
vegetacdo. Entre as estirpes estudadas, a ZAE94 de H. seropedicae foi a que promoveu
maior aumento (50%) na producdo de grédos da variedade Guarani, crescida sob
condicdes de campo (GUIMARAES et al., 2003)

Barraquio et al. (1997) realizaram um estudo com o objetivo de isolar bactérias

diazotroficas endofiticas em diferentes espécies de arroz. O numero dos colonizadores



18

interno foi encontrado para ser significativamente maior que o nimero de bactérias da
superficie, e a colonizacdo de raiz, mas o tecido ndo subepidérmica gusA marcado pela
bactéria Herbaspirillum seropedicae Z67 foi encontrado para ser virtualmente
eliminado.

Estudos realizados com o objetivo de avaliar a diversidade e a estrutura da
comunidade de bactérias diazotroficas endofiticas, bem como a expresséo do gene nifH
em cada parte da planta e o estagio de crescimento do arroz sob diferentes condi¢Ges de
solo foram investigadas. Mostraram que a utilizacdo da fonte de carbono e producéo de
AlA, pectinase e celulase indicaram alta diversidade nos tecidos de arroz. A presenca de
bactérias diazotroficas foi detectada em raizes, caules e folhas. Os primers nifH
demonstraram menor diversidade de bactérias diazotréficas em raizes de arroz cultivado
em solos de varzea alterada, com fertilizante nitrogenado que na adubacdo do solo e
anteriormente ndo cultivadas. A expressdo do gene nifH poderia ser detectado de forma
diferente em cada parte e estagio de crescimento de plantas de arroz, além de ser
influenciado pelo nivel de nitrogénio no solo. O nivel de expressdo do gene nifH em
todas as raizes de plantas cultivadas em solo N-fertilizado foi a menor entre os
tratamentos estudados. Os resultados confirmam a complexidade da comunidade de
bactérias diazotroficas endofiticas, e indicam que o tipo de tecido vegetal parece
influenciar a estrutura da comunidade (PRAKAMHANG et al., 2009).

Outro estudo verificou que a incubacdo de Azotobacter e Azospirillum
aumentou substancialmente o nitrogénio total, nitrogénio ndo-organicos hidrolisaveis e
nitrogénio organico hidrolisaveis. O nitrogénio mineral aumentou do perfilhamento
maximo para as fases de floracdo da cultura, seguida por um declinio na maturidade, o
nitrogénio organico hidrolisaveis diminuiu com um aumento a idade da cultura (DAS;
SAHA, 2003).

O O. glumaepatula possui uma grande variabilidade genética, segundo
Brondani e seus colaboradores (2005), as populacGes localizadas em regides ameacadas
de devastacdo, é urgente que, em condi¢des de conservacdo in situ devem ser criados ou
que ser feita para colegdes ex situ de preservacgdo para evitar a perda de variabilidade
genética da espécie. Dentre os grupos de bactérias diazotréficas encontradas no arroz
selvagem o Azoarcus spp. demonstrou preferéncia sobre as cultivares modernas
(ENGELHARD et al., 2000). A Herbaspirillum sp. B501 também é uma diazotrofica
enddéfito compativel com arroz selvagem (ELBELTAGY et al., 2001).
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Em trabalho realizado com arroz selvagem Oryza rufipogon Griff, foram
isolados bactérias diazotroficas endofiticas, estas mostraram grande diversidade e
algumas bactérias diazotroficas mostraram alta atividade da nitrogenase. Os testes de
inoculacdo destes isolados em arroz, indicou que as isoladas de forma significativa

promoveu o crescimento do arroz (TAN et al., 2009).

2.3.  SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE CALCIO

Um dos fatores que afetam o crescimento vegetal é a disponibilidade de
nutrientes, notadamente, no caso dos solos brasileiros, a de fosforo (P). Para suprir essa
caréncia, sdo utilizados fosfatos sollveis em dosagens superiores as necessidades das
culturas, pois a maior parte do P aplicado ao solo € adsorvido aos coloides do solo
tornando-se indisponivel (SILVA-FILHO; NARLOCH; SCHARF, 2002; SOUCHIE et
al., 2005).

Muitos microrganismos participam no ciclo do fésforo transformando e
disponibilizando-o para as plantas, através da decomposicdo da matéria organica ou pela
solubilizacdo de fosfato insoltvel. A capacidade solubilizadora é ubiqua no solo. Essas
simbioses entre plantas e microrganismos sao regras na natureza e facilitam a absorgéo
de nutrientes, influenciando no crescimento e estruturacdo das comunidades vegetais. A
existéncia de uma maior associa¢do entre as bactérias solubilizadoras de fosfato e
leguminosas pode propiciar uma melhor adaptacdo dessas plantas (BARROSO;
OLIVEIRA, 2001).

Em muitos solos do mundo, bem como nas principais classes de solos da
Amazonia, ha deficiéncia de P na forma disponivel para as plantas. A reduzida
disponibilidade de fésforo nos solos tropicais decorre da reatividade das formas soltveis
de P com célcio (Ca), ferro (Fe), magnésio (Mg) e aluminio (Al), formando compostos
de baixa solubilidade. Nos solos &cidos, os fosfatos predominantes sdo os formados pela
associacdo de P com Fe e/ou Al, enquanto nos solos com pH mais elevado predominam
as formas associadas ao Ca (BARROSO; NAHAS, 2005).

No solo, o P esta sujeito a diversos processos biogeoquimicos que alteram sua
disponibilidade. Entre estes processos, destaca-se a dissolucdo das formas pouco
solGveis de P, tornando-as disponiveis para as plantas (RICHARDSON, 2001;

SOUCHIE et al., 2007). Diversos microrganismos do solo, incluindo bactérias e fungos,
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possuem a capacidade de solubilizar fosfatos por meio de diferentes mecanismos,
especialmente pela producdo de &cidos orgéanicos (SOUCHIE et al., 2005; 2006;
BARROSO; NAHAS, 2008). O &cido organico identificado em estirpes com habilidade
de solubilizacdo de fosfato foi o acido 2-cetogluconico, presente em Rhizobium
leguminosarum e em Rhizobium meliloti (IGUAL et al., 2001). Muitos microrganismos
solubilizadores de fosfatos tém sido estudados em funcdo de sua habilidade em
solubilizar complexos de P—Ca in vitro, e o complexo de P—Ca pode ser solubilizado
pela reducdo no pH (GYANESHWAR et al., 2002).

Em solos com pH proximos a neutralidade ou ligeiramente alcalinos como
alguns do semi-arido brasileiro, uma grande parte do P pode estar ligado ao caélcio
formando compostos susceptiveis a solubilizacdo por uma série de microrganismos
rizosféricos que produzem acidez (SOUCHIE et al., 2007).

Fosfatases acidas ndo especificas, produzidas por bactérias, sdo enzimas
secretadas, produzidas como proteinas periplasmaticas soliveis ou como lipo-proteinas
ligadas @ membrana, que geralmente séo capazes de desfosforilar uma ampla variedade
de substratos estruturalmente independentes e exibem atividade catalitica 6tima em
valores de pH acidos e neutros (ROSSOLINI et al., 1998).

Pesquisas tém sido realizadas envolvendo um grande ndmero de
microrganismos solubilizadores de fosfato, objetivando desenvolver alternativas para a
melhoria do suprimento de P para as plantas. A capacidade e o potencial de
solubilizacdo variam conforme as fontes de nitrogénio, carbono, fdsforo e o
microrganismo. Alguns microrganismos podem solubilizar apenas fosfato de célcio
enquanto outros ainda solubilizam fosfato de ferro e de aluminio (SILVA-FILHO &
VIDOR, 2001).

Atualmente, um crescente interesse tem surgido em relacdo a importancia da
diversidade microbiana edafica jA& que os microrganismos desempenham papel
fundamental na manutencéo da qualidade do solo (GARBEVA et al., 2004). Dentre 0s
microrganismos do solo, os solubilizadores de fosfatos inorganicos desempenham
importante papel no suprimento de P para as plantas (SILVA FILHO; VIDOR, 2000),
apresentando potencial de uso na forma de inoculante (SOUCHIE et al., 2005).
Diversos autores (OMAR, 1998; KIM et al., 1997) relatam que a solubilizacdo de
fosfatos € correlacionada com a habilidade de producdo de &cidos organicos e/ou

polissacarideos.
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Silva-Filho e Vidor (2000) observaram que diferencas na capacidade e no
potencial de solubilizagdo apresentada pelos isolados nas diferentes fontes de fésforo e
de carbono mostram que alterac6es nas condi¢des do meio ambiente ou meio de cultura
podem modificar 0 mecanismo envolvido e, ou, a eficiéncia do processo de
solubilizacdo do fosfato. Assim o crescimento, a capacidade e o potencial de
solubilizagdo dos microrganismos variaram tanto entre quanto dentro das fontes de
fosfatos.

Em estudo realizado em regido Amazoénica cujo objetivo deste trabalho foi
avaliar e classificar in vitro a capacidade de isolados de rizobio de solos da Amazoénia
na solubilizacdo de fosfatos de célcio e de aluminio e a eficiéncia simbidtica de isolados
selecionados e inoculados em feijao caupi (Vigna unguiculata L. Wallp). Observou-se
que entre os rizébios isolados de solos da Amazénia avaliados, 56% apresentaram
capacidade para solubilizacdo de fosfatos em meio de cultura, predominando baixos
indices de solubilizacdo. Dos isolados, oito proporcionaram maiores teores de P da parte
aerea, resultando em melhor eficiéncia na utilizacdo de P (EFU-P) e eficiéncia
simbiotica pelas plantas (CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

2.4. PRODUCAO DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

Auxinas sdo reguladores de crescimento vegetal que interferem na elongacao
celular. Também controlam a atividade de genes através de uma seqliéncia de eventos.
Inicialmente, as auxinas ativam proteinas receptoras presentes na membrana celular,
esses receptores enviam mensageiros secundarios que irdo ocasionar dois tipos de
efeitos na célula vegetal efeitos de rapida resposta e efeitos de longo prazo
(MACHADO et al., 2006).

O acido indol acético (AlA) é um fitormonio que pode ser sintetizado por
microrganismo do solo e que também podem apresentar a capacidade de se associar as
plantas. As alteracOes radiculares detectadas em plantas inoculadas com Azospirillum
podem explicar a melhor absorcdo de minerais pela planta. Apesar da grande produgéo
de AIA em culturas puras, ndo se conhece ainda como ocorre 0 processo no interior das
plantas ou na regido rizosférica (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). Muitas

estirpes de Azospirillum sdo encontradas no interior das raizes de Poaceae e 0



22

crescimento verificado nestas pode ser devido a producdo e excre¢do de auxinas
(LODEWYCKX et al., 2002).

Experimentos de isolamento de bactérias endofiticas tém revelado grande
variabilidade de isolados bacterianos capazes de produzir auxinas “in vitro” que, quando
inoculados em plantas, promovem o aumento do crescimento vegetal em relacdo aos
tratamentos controle (ASGHAR et al., 2002; KHALIQ et al., 2004).

Foi relatado que os fitormonios, principalmente o &cido indol acético (AlA),
excretados por Azospirillum, desempenham um papel essencial na promoc¢do do
crescimento de plantas em geral. Para as ndo-leguminosas, Azospirillum tem
demonstrado ser benéfico para a fixacdo de nitrogénio e nutri¢do de plantas (BASHAN;
HOLGUIN, 1997).

Teixeira et al. (2007) observaram microrganismos endofiticos em plantas de
mandioca, com capacidade para fixar nitrogénio atmosférico e produzir AIA in vitro.
Em estudo de comparacdo da capacidade de estabelecimento endofitico das bactérias
diazotréficas, Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae em plantas de
milho e arroz, foi observado que as plantas de milho obtiveram melhor desempenho em
comparacgdo as plantas de arroz, relacionando o resultado a capacidade de fornecimento
de metabolitos, ja que os microrganismos diazotréficos dependem do fornecimento de
metabdlitos pelas plantas para expressarem sua capacidade de fixar biologicamente o N,
atmosférico e/ou produzir horménios de crescimento (PERIN et al., 2003). Como 0s
experimentos foram conduzidos em substrato estéril e pobre nutricionalmente, a planta
sO dispds das reservas da semente para seu desenvolvimento, logo pelo tamanho da
semente de milho suas reservas contribuiram para 0 maior suprimento nutricional das
plantas que a semente arroz, implicando num melhor desenvolvimento das plantas, que
conseqlientemente suportam a populacdo microbiana.

A producdo de fitorménios ou analogos destes por microrganismos endéfitas
também pode promover o crescimento de plantas. A pesar dos estudos realizados, é
importante o conhecimento de organismos produtores de acido indol acético (AlA),

necessitando de estudos adicionais aos ja realizados (MACHADO et al., 2006).
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2.5. A CULTURA DE ARROZ

O arroz é um dos cereais mais importantes, consumido por mais da metade da
populacdo como principal alimento. A maior produtividade do arroz inundado e o fato
de que em algumas regiGes do pais as varzeas constituem a Unica alternativa para a
expansdo da fronteira agricola, tém levado a incorporacdo o processo produtivo dos
solos de varzea, incluindo os solos organicos (ASSIS; BERTONI; CARVALHO, 2001).

Em Roraima, a producdo de arroz vem evoluindo ao longo dos anos, deste
desenvolvimento destacam-se trés fases distintas. A primeira fase ocorreu com o inicio
da implantacéo das primeiras col6nias agricolas, em &rea de floresta, na década de 50 e
a plantacdo era realizada por pequenos agricultores visando abastecer o pequeno
mercado regional formado pela zona rural e urbana, em particular a cidade de Boa
Vista. Novas colbnias foram criadas em areas de assentamento/colonizacédo e o arroz
apresentava-se como a principal cultura utilizada apds o corte e a queima da floresta
nativa, assim sua expansdo atingia todas as regidoes do Estado. Na segunda fase do
sistema tradicional de cultivo de arroz nas areas de assentamento de Roraima, surgira, a
partir de 1977, novas perspectivas de producdo de arroz em larga escala com a
incorporacdo das areas de savana por médio e grandes produtores, em sua maioria
oriundos da regido sul do pais que chegaram a Roraima incentivados pelas facilidades
oferecidas pelas linhas de crédito dos bancos oficiais. A cultura era plantada com
mecanizacao agricola em todas as etapas do processo produtivo, inclusive com o uso de
fertilizantes quimicos (BRAGA et al., 2009).

No ecossistema de varzeas, de uma maneira geral, os solos apropriados para o
cultivo de arroz nas varzeas caracterizam-se por serem hidromdrficos e apresentarem
topografia plana, sendo, conseqlientemente sujeitos a inunda¢6es nos periodos de chuva.
Por possuirem horizontes argilosos, que apresentam condutividade hidraulica baixa, sdo
também de dificil drenagem. Essas condic¢6es favorecem o cultivo do arroz, ndo sendo,
contudo, adequadas para utilizagdo com outras culturas. Nesse ecossistema, a cultura do
arroz pode ser encontrada sob cultivo em varzeas sistematizada, irrigada pela agua de
chuva ou pela elevagdo do lengol freatico. Para condigdes de irrigacdo por submersao,
deve-se evitar os solos arenosos por propiciarem maior consumo de agua e lixiviagédo
dos nutrientes. Em geral, os solos de varzeas do Estado de Roraima embora apresentem

limitagdes nutricionais, com niveis baixos de fosforo, potéssio, céalcio e magnésio,
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elevada acidez e altos teores de H + Al, quando corrigidos apresentam condicdes
favoraveis ao cultivo do arroz irrigado (CORDEIRO et al., 2009)

A cultura do arroz € altamente dependente de fertilizantes, principalmente os
nitrogenados, que aumentam a poluicdo do ambiente, contaminam os mananciais com
nitrato, acidificam o solo e emitem gases como N,O (GUIMARAES et al., 2007). Uma
das solucdes para diminuir as aplicacdes de fertilizantes nitrogenados nos cultivos de
arroz é a utilizacdo da interagdo entre a planta e a bactéria diazotrofica, pois o maior
potencial de fixacdo de nitrogénio do ar € atribuido as bactérias diazotréficas de carater
microaerofilico, como, por exemplo, as espécies dos géneros Azospirillum,
Herbaspirillum (DOBEREINER, 1992), Burkholderia (BALDANI, 1996) e Azoarcus
(REINHOLD-HUREK et al., 1993), que colonizam partes internas das raizes e partes
aéreas de gramineas (BALDANI et al., 1997). Vem crescendo o interesse no estudo na
cultura de arroz, a quantificacdo da fixacdo bioldgicas de nitrogénio, buscando-se
substituir parcialmente o adubo nitrogenado industrializado (GUIMARAES et al.,
1999).

A tribo Oryza, que contém o género Oryza, é atualmente composta por 23
espécies, com destaque para duas espécies cultivadas: O. glaberrima Steud., arroz
cultivado africano e O. sativa L., arroz cultivado asiatico. O género Oryza tem suas
origens e distribuicdo em vérias partes do mundo, tais como no continente asiatico, onde
sdo encontrados O. sativa, O. granulata, O. meyeriana, O. nivara, O. rufipogon, O.
minuta, O. rhizomatis, entre outros, no continente africano, com destaque para O.
glaberrima, O. barthii, O. longistaminata, O. puctata, O. brachyanta, entre outros; no
continente americano, onde se encontram O. glumaepatula, O. lafifolia, O. alta, O.
grandiglumis; no continente australiano, com destaque para O. autraliensis e O.
meridionalis (VAUGHAN; CHANG, 1995). Muito pouco se conhece sobre as espécies
silvestres de Oryza, principalmente aquelas nativas da América do Sul. Os poucos
estudos realizados com espécies sul-americanas utilizam um ndmero limitado de
acessos, restritos geograficamente a regido de Manaus, na Amazonia (MAGALHAES
JUNIOR; OLIVEIRA, 2008).
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2.6. ARROZ SILVESTRE Oryza glumaepatula (Steud)

O Brasil é um dos poucos paises do mundo que ainda dispde de populagdes
extensivas de espécies silvestres de arroz em condi¢bes naturais, em especial na
Amazonia e no Pantanal Matogrossense, isolados de cultivos comerciais e, portanto,
sem a introgressdo de alelos da espécie cultivada (RANGEL et al., 2006). Oryza
glumaepatula € um parente diploide selvagem do arroz cultivado, nativo da América
Central e do Sul, e é, portanto, uma fonte potencial de alelos de importancia agronémica
para programas de melhoramento genético de arroz (BRONDANI et al., 2002). Silva e
colaboradores (2007) avaliaram a diversidade genética e parametros de estrutura
genética, utilizando marcadores microssatélites, em sete populacdes de O.
glumaepatula. Verificaram que as populacdes se agruparam aproximadamente de
acordo com as suas respectivas bacias hidrograficas.

Sendo uma espécie nativa, a O. glumaepatula é dipldide (2n= 24
cromossomos) e possui genoma AA, semelhante a da espécie cultivada O. sativa,
demonstrado alto potencial de uso no melhoramento genético da cultura. A espécie O.
glumaepatula apresenta ampla distribuicdo geogréafica, sendo encontrada nas areas de
varzeas da Amazbnia e também bioma cerrado (RANGEL et al., 2006). A O.
glumaepatula é colhido em pequenas quantidades, para consumo esporadico por
algumas comunidades, mas nunca plantado (MARTIN, 2005).

Com o objetivo de mapear as espécies de arroz silvestres, foram realizadas
expedicdes sendo observadas O. glumaepatula no cerrado do Estado de Roraima onde
estdo ameacas de extin¢do, devido a alteracdes do ecossistema, tanto devido a expansdo
da fronteira agricola quanto da pecuéria extensiva (RANGEL et al., 2006).

O. glumaepatula tem ampla distribuicdo e é raramente encontrado em locais
fora da agua. Cresce as margens dos rios e lagos e sua presenca esta relacionada com a
incidéncia direta de luz. Vulgarmente essa espécie € conhecida como arroz flutuante
(RAGEL, 1998). Em resposta a elevacdo do nivel da dgua dos rios, ocorre um rapido
alongamento dos seus entrends, fazendo que as plantas atinjam uma altura de até 7
metros. Ao se quebrarem, formam grandes populacdes flutuantes (MAGALHAES
JUNIOR; OLIVEIRA, 2008).

Um estudo com esta espécie no Lago Batata no Para avaliou o ciclo da planta.
Foi verificado que sementes de O. glumaepatula germinam no final de outubro e no

inicio de dezembro ocorre seca, diminuindo os niveis de agua e expondo sedimentos. As
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mudas passam por uma fase de crescimento curto até comegarem a encher e tornam-se
progressivamente inundados pela subida da agua. O alongamento da haste ocorre
rapidamente com o constante aumento do nivel de &gua durante o periodo de final de
dezembro para o final de maio. Este alongamento da planta continua até o final do
periodo de inundacdo, que ocorre em junho (ENRICH-PRAST; ESTEVES;
BIESBOER, 1999).

Segundo Rangel e colaboradores (2006), foram coletadas amostras de
populacdo de O. glumaepatula em Boa Vista, Bonfim, Alto Alegre, Caracarai e
Normandia, a maioria das amostras foi coletada em areas de varzea dentro do bioma
cerrado (lavrado). As éreas de varzea sdo totalmente isoladas das bacias dos grandes
rios e caracterizam-se por apresentarem uma vegetacdo herbacea com uma forte
presenca de buritis. No Parque Nacional do Virua, municipio de Caracarai, essas
populacdes foram encontradas em areas de campinarana, areas de baixa fertilidade e

solo bastante arenoso.
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3. ARTIGO: OCORRENCIA DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM ARROZ
SILVESTRE (Oryza glumaepatula) EM AREAS AMAZONICAS

3.1. RESUMO

Espécies de arroz silvestre sdo colonizadas por bactérias diazotroficas, contudo, pouco
se conhece sobre a colonizacdo em Oryza glumaepatula Steud. Este estudo teve como
objetivo isolar e caracterizar bactérias diazotréficas de arroz silvestre em areas de mata
e cerrado no bioma amazodnico. Amostras de plantas selvagens foram coletadas e
utilizadas para o isolamento bacteriano, sendo as bactérias obtidas avaliadas quanto a
formacdo de pelicula em meio de cultura semi-solido. Posteriormente, as que
apresentaram a formac&o de pelicula foram analisadas quanto a presencga do gene nifH
utilizando os iniciadores PolF/PolR e, as que foram positivas, caracterizadas através de
Box-PCR, solubilizacdo de fosfato de Ca e producdo de &cido indol acético (AlA).
Trinta e oito bactérias, cerca de 4% do total, formaram pelicula e apresentaram produto
de amplificacdo do gene nifH. A incidéncia de bactérias diazotrdficas foi semelhante
entre as areas, porém maior namero foi isolado na parte aérea das plantas. Além disso,
mais de 30% das bactérias diazotroficas apresentaram producdo de AIA e/ou
solubilizacdo de fosfato, sendo a maior concentracdo na parte aérea das plantas do
cerrado. Nessa area ocorre maior diversidade genotipica de bactérias diazotréfica
associadas ao arroz silvestre e maior nimero destas bactérias capazes de solubilizar
fosfatos e produzir AlA.

Palavras-Chave: arroz silvestre, FBN, Amazonia, recurso genético, acido indol acético
e solubilizacdo de fosfato.

3.2. ABSTRACT

Species of wild rice are colonized by diazotrophic bacterias, however, little is known
about the colonization in Oryza glumaepatula Steud. This study aimed isolate and
characterize diazotrophic bacterias of the wild rice from forest and cerrado areas in the
Amazon biome. Samples of wild plants were collected for bacterial isolation, and semi-
solid medium was used to assay the pellicles formation by the bacterias. Later, the nifH
gene was also amplified by PCR using the primer set PolF/PolIR and the bacterias, each
ones were positive, characterized through Box-PCR, solubilization of calcium
phosphate and production of indol acetic acid (AlA). Thirty eight bacterias, around 4%
of the total, formed pellicles and also presented nifH gene amplification. The incidence
of diazotrophic bacterias was similar among the areas, however, higher number was
isolated from the aerial part of the plants. Besides that, more than 30% of the
diazotrophic bacterias produced AIA and/or solubilized phosphate, and the largest
concentration of these bacterias was isolate in the aerial part of the plants from cerrado.
In this area happens higher genotypic diversity of diazotrophic bacterias associated to
the wild rice and also the larger number of these bacterias are capable producing AIA
and solubilizing phosphate.

Key-words: Wild rice, BNF, Amazon, genetic resource, indol acetic acid, phosphate
solubilization.
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3.3. INTRODUCAO

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) consiste numa importante fonte de
nitrogénio (N) para 0s ecossistemas naturais e agrocossistemas. Entre os vegetais, além
das leguminosas, a familia Poaceae também tem a capacidade de se associar com
bactérias diazotroficas e contribuir com uma parcela importante do N aportado aos
sistemas agricolas, especialmente devido a grande extensdo de area cultivada (JAMES,
2000; BALDANI et al., 2009). E, devido a importancia de alguns cereais como 0 arroz,
milho, e trigo, muitos esforcos da pesquisa tem sido despedidos para estudar a ecologia
de bactérias fixadoras de N, selecionar aquelas eficientes no processo de FBN, ou
mesmo no sentido de elucidar a forma de colonizacdo e a resposta dos vegetais a
presenca do microrganismo (BALDANI et al., 2009).

O arroz, que representa um dos alimentos mais importantes mundialmente, €
amplamente colonizado por bactérias diazotréficas associativas (TAN et al., 2003;
BENEDUZI et al., 2008). Para essa cultura, contribui¢bes significativas de diversas
bactérias, especialmente dos géneros Azoarcus, Azotobacter, Azospirillum e
Herbaspirillum tém sido mostradas para o acimulo de N e produtividade de grdos (DAS
et al., 2003; RODRIGUES et al., 2006). Além disso, também tem sido verificado que
entre as espécies do género Oryza ocorrem importantes diferencas no perfil da
comunidade bacteriana diazotréfica e que fatores edafocliméaticos, ambientais,
adubacdo, etc. influenciam esta associacdo (BIN et al., 2007). Isto indica que o género
Oryza pode associar-se com ampla diversidade de bactérias, sendo um potencial alvo
para estudos de ecologia e taxonomia de diazotréficos, merecendo destaque aquelas
silvestres por abrigarem espécies bacterianas distintas das cultivares melhoradas
(ENGELHAND et al.,, 2000; ELBERTAGY et al.,, 2001; HUREK; REINHOLD-
HUREK, 2005; ZHANG et al 2008, PENG et al., 2008; TAN et al., 2009). Estudos
caracterizando bactérias associadas a espécies de arroz na China, tém resultado na
descricdo de novos géneros e espécies como Rhizobium oryzae colonizando O. alba
(PENG et al., 2008) e Phylobacter colonizando O. rifopogun (ZHANG et al., 2008).

O Brasil € um dos poucos paises que ainda dispde de populacdes extensivas de
espécies silvestres de arroz isolados de cultivos comerciais em condigdes naturais, em
especial na Amazbnia e no Pantanal Matogrossense (RANGEL et al.,, 2006;
MAGALHAES JUNIOR; OLIVEIRA, 2008). Isto indica que 0s recursos genéticos
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microbianos associados a estas espécies ainda podem ser explorados e novas espécies e
géneros descritos, colaborando para o maior entendimento da taxonomia e ecologia
desses microrganismos. A espécie Oryza glumaepatula Steud, objeto desse estudo,
apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada nas areas de varzeas da
Amazonia e também no cerrado (RANGEL et al., 2006; MAGALHAES JUNIOR;
OLIVEIRA, 2008). Assim como outras espécies amazobnicas, O. glumaepatula,
representa um recurso genético potencial (BRONDANI et al., 2002) e a ocorréncia de
bactérias diazotréficas associadas a esta espécie ainda é desconhecida. Contudo, pelo
fato de desenvolver-se adequadamente e com expressiva producdo de biomassa em
solos pobres em nitrogénio, h& indicativo da presenca de bactérias promotoras de
crescimento vegetal associadas, despertando o interesse no isolamento destes
microrganismos que poderdo ser inoculados e avaliados em outras espécies como 0
arroz comercial e o milho. Desta forma, esse trabalho teve como objetivo isolar e
caracterizar bactérias diazotréficas de arroz silvestre de area de mata e cerrado no

Estado de Roraima.

3.4. MATERIAL E METODOS

Em area de mata (Apéndice A) foram realizadas duas coletas de plantas de
arroz silvestre, sendo trés pontos amostrados em abril de 2008 e outros dois pontos em
abril de 2009 e, no cerrado (Apéndice B), foi realizada uma coleta em sete locais em
setembro de 2008 (Tabela 3.1). Com as amostras da primeira coleta em 2008, realizou-
se um estudo preliminar comparando-se o isolamento bacteriano a partir de plantas
cultivadas em solo, coletado em campo, e abrigadas em casa de vegetacdo, com o
isolamento direto de plantas selvagens, sendo observada maior diversidade de bactérias
e quantidade de diazotréficas nas plantas selvagens. Desta forma, para as etapas
posteriores, utilizou-se o isolamento diretamente de plantas selvagens, considerando
esta estratégia mais apropriada para a avaliagdo de maior diversidade.

Os pontos amostrados na mata compdem uma regido permanentemente alagada
ou ao menos de solo encharcado, e conseqiientemente 0 arroz apresenta constante
rebrota ou até mesmo habito perene (ROSA et al., 2006). No cerrado, por outro lado, as

plantas apresentam, predominantemente habito anual com propagacao por sementes e se



30

desenvolvem a medida que aumenta o nivel das aguas na estacdo chuvosa,
desaparecendo na estiagem (RANGEL et al., 2006). Em todos os pontos coletou-se trés
amostras simples de solo e pelo menos trés touceiras de arroz, estando essas em fase
reproducdo, para comporem uma unica amostra representativa. No momento da coleta,
removeu-se a parte aérea das plantas a 30 cm do solo as touceiras com solo aderido
foram acomodadas em sacos plasticos para o transporte. Posteriormente, foram
mantidas em vasos plasticos com o solo coletado no respectivo ponto e abrigadas em
casa de vegetacdo por um periodo de 30-40 dias quando receberam 200 mL de solugédo
de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1950), mais duas aplicacbes de 20 mM de
sulfato de amoénio no intervalo de duas semanas (07 e 21 dias).

Ap6s 30-40 dias, a parte aérea e as raizes das plantas de arroz foram separadas,
lavadas com agua de torneira e em seguida com agua destilada esterilizada. Dez gramas
de cada amostra, com 2 repeti¢Ges, foram trituradas em liquidificador com 90 mL de
solucéo salina (0,85% NaCl) (Anexo B), permanecendo em repouso por 01 h. Realizou-
se uma diluicdo até 10°°, e aliquotas de 100uL da suspensdo nessa diluicdo foram
distribuidas em placas de Petri com 0 meio de cultura Dyg’s (RODRIGUES NETO et
al., 1986) (Anexo A), com duas repetic¢des, seguindo de incubacao por 10 dias no escuro
a 28°C. Apds esse periodo, contou-se 0 nimero de colbnias por placa e cada colénia
com aspecto fenotipico diferente foi considerada um isolado bacteriano, sendo repicada
para uma nova placa de Petri com 0 mesmo meio, seguindo-se de nova incubagdo. O
crescimento bacteriano foi acompanhado por 10 dias, quando se procedeu a
caracterizacdo fenotipica das bactérias (NEDER, 1992). A partir da caracterizacdo
fenotipica foram realizadas andlises de similaridade com o coeficiente Simple Matching
e agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method). Também
calculou-se o indice de diversidade de Shannon-Weaver considerando-se 0s grupos
fenotipicos originados na andlise de similaridade e contraste de valores pelo teste t
(HUTCHESON, 1970).

Todos os isolados foram testados quanto a capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico através da formacdo de pelicula em meio de cultura semi-solido
(DOBEREINER et al., 1995). Esta avaliagio foi realizada inicialmente em microtubos
com 0,5 mL do meio de semi-sélido BMGM (ESTRADA DE LOS SANTOS et al.,
2001) (Anexo C) , incubando-se a 28°C por 10 dias no escuro e, posteriormente, as que
apresentaram formacéo de pelicula avaliadas também em frascos de vidro com 5 ml de

meio.
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Os isolados que formaram pelicula em meio de cultura tiveram o DNA
gendmico extraido e purificado com o kit invisarb fragment cleanup (Invitekt), seguindo
as recomendacdes do fabricante. Os iniciadores utilizados para a amplificagdo por PCR
dos genes nifH foram PolF-5’-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3 e PolR-5’-
ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3’, seguindo as informacgdes descritas por Poly et al.
(2001) com pequenas adaptacdes. A reacédo foi realizada em 12,5uL contendo 9 pL de
agua ultra-pura; 1,25 pL de tampédo 10X (500 mM KCI; 200 mM Tris—HCI, pH 8,4)
(Anexo F); 0,25 puL de dNTPs (7,5 mmol L™ de cada base); 0,5 pL de MgCl,, (50 mmol
LY):; 04 uL de cada iniciador (50 pmol pLY); 05 uL de DNA molde
(aproximadamente 50 ng); 0,2 uL de Taq (5 U puL™). O produto de amplificacéo foi
visualizado apos eletroforese em gel de agarose a 1,2% e coloracdo com brometo de
etideo a 0,05%.

Para a reacdo de Box PCR com isolados que apresentaram a presenca do gene
nifH, utilizou-se o iniciador BOX Al (5’-TACGGCAAGGCGACGCTGACG-3?)
(VERSALOVIC et al., 1994), com as condigdes de reacdo descritas por Hungria et al.
(2008). A eletroforese foi realizada em gel de agarose (Bioamerica cat. n°® DE1500-LE)
a 1,9% com tempo de corrida de 6,5h, coloracdo em solucdo de brometo de etideo a
0,05% e visualizacdo em sistema de foto-documentacdo. Os perfis eletroforéticos foram
analisadas pelo programa GelCompare (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica) e, para
0 agrupamento, foi o coeficiente de correlacdo de Pearson e o algoritmo UPGMA.

Para a avaliacdo da producdo de AIA (Anexo E), as bactérias foram cultivadas
em 05 mL de meio de cultura Dyg’s liquido adicionado de 100 pg mL™ de tripofano e
incubagdo por 48 horas a 28°C, sob agitacdo a 150 rpm (SARWAR; KREMER, 1995).
Como controle positivo utilizou-se a estirpe BR 11001 (=ATCC29729) de Azospirillum
brasilense. Apds a incubacdo, centrifugou-se 01 mL da suspensdo bacteriana por 05
minutos a 520 g, e aplicou-se 150 uL do sobrenadante no poco de uma placa de
poliestireno com capacidade para 300 pL, com 3 repeticdes. Adicionou-se, entdo, 100
uL do reagente de Salkowisk (01 mL de FeCl;.6H,O 0,5 M em 50 mL de HCIO, a
35%), seguindo incubacdo por 30 minutos no escuro. A presenca do horménio foi
avaliada pela absorbancia em espectrofotdmetro com filtro de 492 nm.

Para avaliagédo da solubilizacédo de fosfato de Ca (Anexo D) pelos isolados que
apresentaram produto de amplificacdo dos genes nifH, as bactérias foram inoculadas em

03 pontos distintos sobre 0 meio de cultura GL so6lido, acrescido de 50 mL de K;HPO,4
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(10%) e 100 mL de CaCl, (10%) ap6s a autoclavagem, visando a formacdo do
precipitado insoltvel de CaHPO, (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982; SILVA
FILHO; VIDOR, 2000). Ap6s o periodo de incubacédo de até 15 dias a 28°C no escuro,

mediu-se o tamanho do halo transparente formado no meio de cultura.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o isolamento de uma maior diversidade de bactérias diazotroficas
associadas a O. glumaepatula realizou-se a inoculacdo inicial do extrato vegetal em
meio de cultura sélido Dyg's rico em nutrientes e fontes de carbono e posterior
avaliacdo da formacdo de pelicula em meio de cultura semi-sélido BMGM. Optou-se
por estd estratégia, pois o isolamento direto em meios de cultivos semi-solido
tradicionais, apesar de serem apropriados para avaliar a colonizacgdo de plantas de Oryza
spp. por géneros diazotroficos bem caracterizados, como Azospirillum (BALDANI;
DOBEREINER, 1980), Herbaspirilum (ELBELTAGY et al., 2001), Burkholderia
(GUIMARAES et al., 2007) e Sphingomonas (VIDEIRA et al., 2009), podem
apresentarem seletividade para outros grupos de bactérias ainda ndo caracterizados com
relacdo as exigéncias nutricionais ou ainda ndo conhecidos (TAN et al.; 2009). Esta
estratégia utilizando meio de cultura sélido e posteriormente semi-sélido ja foi aplicada
com sucesso, evidenciando alta diversidade (Apéndice D) de bactérias diazotréficas em
arroz (STOLTZFUS et al., 1997).

Com a contagem das coldnias crescidas a partir do espalhamento das diferentes
diluicdes do macerado de plantas no meio de cultura Dyg's, foi observada uma
densidade bacteriana que variou de 1,0 a 38,0x10° e de 0,53 a 9,5 x10° unidades
formadoras de colénias (UFC) g™ de tecido vegetal para a area de mata e cerrado,
respectivamente (Tabela 3.1). Nas amostras oriundas da area de mata e de cerrado
foram observadas, respectivamente, 442 e 1214 colénias fenotipicamente diferentes.
Apbs a repicagem, apenas 226 isolados da mata apresentaram crescimento e 737 do
cerrado (Tabelas 3.1 e 3.2).
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Tabela 3.1. - Localizacdo das areas, analise do solo, unidades formadoras de col6nia, nimero de isolados bacterianos totais e nimero de isolados
diazotréficos obtidos a partir de plantas de arroz selvagem coletadas em area de mata e cerrado no Estado de Roraima.
Textura do solo

pH Al Ca Mg M.O. P

Coordenadas K - Argila  Silte | Areia Eg;?ag)a l(JxFlco(ﬁz)) |§g:?éj:ss Irflc;ﬁilg?
AREA (5 o JE—— Fo1116) AN [ N gdm? mg dm - 9kg
Area de Mata
1 %%1(;3559,%%32’:’ 54 02 003 108 001 139 1,08 5 19 76 A - Iy 5
2 N é;%g;gﬁ: 54 037 004 110 002 233 6,74 6 11 83 g‘ > 22 :
3 N ggigg:g}:;: 54 037 00l 150 002 152 316 3 13 84 A 1 10 !
4 ON6(1)°02;150|§§1;” 54 028 003 109 00l 149 4,08 6 18 76 A i:g - s
5 NO%%ZSZS% 031 003 107 00l 149 2,08 5 17 78 g‘ : 2 NP
Area de Cerrado
1 N ggg?:ggﬁ: 52 038 003 140 033 63 2,10 3 8 89 ﬁ‘ %ég o "
2 g%%fzzlzég 55 013 001 137 034 10 2,08 2 1 97 A ggf e :
3 g%%g%%% 51 033 002 155 042 13 3,54 14 8 78 A 421:?12 o 2
4 g%%gﬁ%g 45 033 003 138 035 6.1 2,92 3 2 95 A ggg o 3
5 '\(1306232)2;3’361,;” 57 013 001 129 034 1,0 1,48 2 1 97 A égg P :
6 8'%22521‘832}) 55 023 006 244 070 86 0,64 6 17 77 a 6%%45 2 :
7 Ng?g((){zl’gi’g; 53 013 004 137 042 2,2 1,66 9 4 87 é 45,257 gg NlD

(1) A—aéreae R —raiz; @ Unidade formadora de colonias; © Isolados aplificados com iniciador para os genes nif H; ® Amostras de solo coletada no campo e cultivada
com sementes de arroz silvestre em casa de vegetacdo; ND — ndo detectados pelo método.
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Tabela 3.2: Numero de isolados bacterianos totais e diazotroficos e incidéncia de
bactérias diazotroficas em plantas de arroz silvestre coletadas em area de mata e cerrado
no Estado de Roraima.

Area Parteda N°de i_solados _ N° Qe_ Incigéncia de diazotrc’)fi(_:os em .
planta obtidos diazotroficos relacdo ao total de bactérias (%)
raiz 108 4 3,70 (40)
Mata aérea 118 6 5,08 (60)
total 226 10 4,42
raiz 350 9 2,57 (33)
Cerrado aérea 387 19 4,65 (67)
total 737 28 3,80
Total 963 38 3,95

'0s nimeros entre parénteses indicam a percentagem de diazotroficos em relagdo ao total de
diazotroficos.

O fato de 40 a 50% dos isolados inicialmente obtidos ndo terem crescido apds a
primeira repicagem indica a dependéncia das bactérias isoladas a compostos
possivelmente fornecidos através da suspensdo do macerado vegetal. Além disso,
também indica a presenca de um grande percentual de bactérias fastidiosas, cujas
necessidades nutricionais séo desconhecidas (STOLTZFUS et al., 1997; ELBERTAGY
etal., 2001).

Os valores do indice de Shannon-Weaver considerando os grupos fenotipicos
de bactérias totais obtidos pela caracterizagdo dos isolados bacterianos foram: 2,18 e
2,12 para a area de mata e cerrado, respectivamente, sendo significativamente iguais
(t=0,05). Na mata, o valor do indice foi de 2,2 nas raizes e 2,04 na parte aérea das
plantas, e no cerrado variou de 2,12 nas raizes e 2,08 na parte aérea, também nao
havendo diferenca entre os valores em cada area. Isto mostra que a amostragem
realizada foi adequada e representativa, pois embora tenha sido amostrado maior
nimero de pontos no cerrado e, consequentemente maior quantidade de bactérias
obtida, a diversidade observada foi semelhante.

Dos 962 isolados bacterianos obtidos a partir das plantas de arroz silvestre, 51
foram capazes de formar peliculas em meio de cultura semi-solido, indicando serem
fixadores de N em condicdes microaerofilicas (DOBEREINER et al., 1995). Para estes
isolados realizou-se a amplificacdo do gene nifH com os iniciadores PolF e PolR
(POLY et al., 2001) e, diferentemente do reportado pelos autores, foram observadas
amplificagdes inespecificas com fragmentos de tamanhos diferentes que o esperado

(cerca de 360pb) mesmo para a estirpe BR 11001 de A. brasilense, utilizada como



35

controle positivo, e temperatura de anelamento de 55°C, proposta originalmente. Tais
bandas inespecificas foram parcialmente eliminadas com o uso de temperatura de
anelamento de até 62°C, isto porque ainda houve inespecificidade para alguns isolados
mesmo nessa temperatura (Figura 3.1), enquanto para a maioria ndo houve nenhuma
amplificacdo. Para as etapas posteriores foram considerados como diazotroficos apenas
os 38 isolados para os quais observou-se a formacédo de pelicula e também amplificacdo

do gene nif H em ao menos uma das temperaturas de anelamento testadas.

Figura 3.1: Amplificacdo do gene nifH com iniciadores PoIR e PolF da estirpe BR
11001 (linhas 2, 3 e 4 com as temperaturas de anelamento de 55, 59 e 62°,
respectivamente), ERR 1020 (linhas 5, 6 e 7 com as temperaturas de anelamento de 55,
59 e 62°, respectivamente) e ERR 1027 (linhas 8, 9 e 10 com as temperaturas de
anelamento de 55, 59 e 62°, respectivamente). Linha 1 e 12 marcador de peso molecular
e 11controle negativo.

Dentre as bacteérias diazotroficas, 10 foram isoladas da mata e 28 do cerrado,
sendo 25 oriundas da parte aérea das plantas e 13 das raizes (Tabela 3.2). Isto mostra
que cerca de 4% das bactérias isoladas sdo fixadoras de N, havendo, entretanto, grande
variabilidade no nOmero destas bactérias a partir de cada ponto amostrado,
independentemente da &rea (Tabela 3.1 e 3.2). Além disso, embora o numero de
bactérias diazotroficas tenha sido maior no cerrado, a incidéncia em relacéo ao total foi
muito proxima ao observado na mata (Tabela 3.2). Outros estudos com espécies
selvagens ou pouco melhoradas dentro do género Oryza, mostraram a incidéncia de
bactérias diazotrdficas associativas variou entre 01 a 30% do total de bactérias isoladas
em meio de cultivo (BARRAQUIO et al., 1997; STOLTZFUS et al., 1997).

No presente estudo, também foi observada grande incidéncia de bactérias
diazotroficas na parte aérea das plantas, chegando a ser quase 100% maior,
comparativamente com as raizes, em ambas as areas e, isso ocorreu em metade dos
pontos amostrados (Tabela 3.2). Considerando apenas as diazotroficas, aquelas isoladas

de raizes representaram entre 30-40% em relacdo ao total de diazotroficas e entre as
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isoladas da parte aérea a0 menos 60%, mostrando que para O. glumaepatula, maior
incidéncia de bacteérias diazotroficas parece ocorrer na parte aérea das plantas.

Frequentemente, maior nimero de bactérias diazotréficas € encontrado
associado as raizes de Poaceas (BARRAQUIO et al., 1997; HUREK; REINHOLD-
HUREK, 2005; BRASIL et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; PRAKAMHANG et
al., 2009), que representam o ponto inicial de infeccdo das plantas pelas bactérias
(MATTOS et al., 2008). Contudo, maior populacdo de diazotroficos na parte aérea das
plantas, apesar de parecer excec¢do, também tem sido observada, tanto com espécies de
Oryza quanto para outras Poaceas e, estd associada a interacdo de diversos fatores
ambientais como tipo de solo e inundagédo, entre outros (BRASIL et al., 2005;
KOOMNOK et al., 2007; PRAKAMHANG et al., 2009). De acordo com Koomnok et
al. (2007) é possivel que o colmo represente um ambiente menos competitivo para as
bactérias diazotroficas, podendo estas se beneficiar dos fotossintatos primeiramente em
comparagdo com microrganismos da raiz. Por outro lado, devido & menor tenséo de O,
nas raizes, especialmente em condicGes alagadas, esperar-se-ia maior fixacdo de N
nessa parte da planta, o que pode indicar ndo haver relacdo direta entre 0 nimero de
bactérias isoladas e o funcionamento do processo de FBN. Isto demonstra a necessidade
de quantificacdo da atividade ou avaliagdo da expressdo da enzima nitrogenase nas
plantas de arroz em condi¢des naturais, de forma a entender se ha maior atividade da
FBN na parte aérea das plantas arroz silvestre, ou meramente as bactérias colonizadoras
possuem maior habilidade de colonizacédo deste sitio vegetal.

A caracterizagdo molecular, baseada no Box-PCR, mostrou que todos 0s
isolados estudados apresentaram perfis de amplificacdo Unicos, pois nenhum dos
isolados apresentou similaridade de 100% com outro, sendo inclusive diferentes das
estirpes utilizadas como referéncia (Figura 3.2). Considerando a similaridade de 55%,
constatou-se 12 grupos genotipicos, 04 deles (grupos IV, VI, IX e XII) apenas com um
isolado, além de Herbaspirillum frisigense, o qual também ficou separado (Figura 3.2).
No grupo I, cinco isolados agruparam com A. lipoferum, A. brasilense e H. seropedicae,
apresentando similaridade que variou de 65 a 85%. Por outro lado, no grupo VI, outros
cinco isolados se agruparam com H. rubrisubalbicans com similaridade variando de 60
a 70% e, no grupo X, cinco isolados apresentaram entre 58 e 65% de similaridade com
as estirpes referéncias de Burkholderia. Os demais isolados se distribuiram em 06

grupos distintos (I, 111, V, VIII e XI) e sem a presenca de estirpes referéncias. Tais
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grupos apresentaram respectivamente 4, 5, 2, 4 e 4 bactérias, havendo similaridade
acima de 60% dentro de um mesmo grupo (Figura 3.2).

O agrupamento dos isolados bacterianos obtidos por Box-PCR mostrou-se
complexo (Tabela 3.3), ocorrendo de acordo com a area e/ou parte da planta onde as
bactérias foram isoladas - exemplo grupo Il apenas com bactérias da parte aérea de
ambas as areas e o grupo Il e XI apenas com bactérias do cerrado e também outros
reunindo bactérias de ambas as areas e partes da planta —exemplo grupo I e VII- g, ainda
0s quatro grupos com apenas 01 isolado que foram oriundos do cerrado (Tabela 3.3).
Isto mostra que ambas as areas compartilham bactérias geneticamente semelhantes,
porém no cerrado ocorreram bactérias exclusivas, uma vez que 14 delas —mais de 30%
do total de diazotréficos- (grupos I, 1V, VI IX, Xl e XIlI), originaram-se de grupos

exclusivos dessa area (Figura 3.1 e 3.2).
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Figura 3.2: Dendrograma de bactérias diazotroficas oriundas de arroz silvestre elaborado a partir da amplificacdo por PCR com iniciadores para

elementos Box. Analise realizada com algoritmo UPGMA e o coeficiente de Pearson.



Espécies de Oryza sdo abundantemente colonizadas por bactérias dos géneros
Herbaspirillum, Azospirilum, Burkolderia, Azoacus, entre varios outros (HUREK;
REINHOLD-HUREK, 2005; ELBELTAGY et al., 2001; BALDANI et al., 2009) e,
constantemente, novas espécies (CHENG-HUI et al., 2005; PENG et al., 2008) e
géneros sao descritos (ZHANG et al., 2008). Além disso, em estudos recentes tem sido
mostrado que espécies silvestres de arroz possuem associadas maior diversidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio, comparativamente a O. sativa, sendo um possivel
reservatorio de bactérias de interesse biotecnoldgico (HUREK; REINHOLD-HUREK,
2005). Neste estudo com O. glumaepatula, o agrupamento genotipico das bactérias
revelou alta diversidade entre os 38 isolados diazotréficos obtidos, havendo pelo menos
05 grupos consistentemente distanciados das 07 espécies utilizadas como referéncia e,
com pelo menos, quatro isolados apresentando perfis semelhantes dentro de cada um
desses grupos (Figura 3.2). Também é importante destacar que os 4 grupos que
apresentaram apenas 01 isolado também revelaram a presenca de grupos bacterianos
raros, especialmente o isolado ERR1038 com menos de 15% de similaridade com as
demais bactérias (Figura 3.2). Desta forma, ha uma indicacdo da presenca de espécies
bacterianas geneticamente distantes das utilizadas como referéncia, necessitando outros
estudos, haja vista que a analise do Box-PCR mostrou maior similaridade entre as
espécies de Azospirillum com H. seropedicae e H. frigisigense, do que essas duas
ultimas com Burkholderia e H. rubrisubalbicans, quando o esperado seria maior
similaridade entre Burkholderia e Herbaspirillum que pertencem a classe das beta-
proteobactérias e ndo com Azospirillum (BALDANI et al., 2009).

Para os 38 isolados diazotroficos também se avaliou a producdo de AIA in
vitro e a capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio em meio de cultura,
considerando essas caracteristicas como mecanismos importantes para a promog¢édo do
crescimento vegetal (SILVESTER-BRADLEY et al.,, 1982; ZAID et al., 2009).
Observou-se, que oito isolados apresentaram halo de solubiliza¢do variando de 4 a 14
mm (Apéndice E) em meio de cultura com fosfato de céalcio insollvel e que seis
isolados foram capazes de produzir AlA, além disso, trés destes isolados apresentaram
ambos mecanismos (Tabela 3.3). Observou-se ainda, ndo haver relagdo aparente entre
grupo genotipico e producédo de AIA ou solubilizacéo de fosfato (Tabela 3.4), indicando
gue esses mecanismos estao presentes em determinadas bactérias independentemente do
perfil dos elementos Box. Isto corrobora informag@es postuladas que muitas bactérias

diazotroficas sdo ubiquas desempenhando além da FBN, a solubilizacdo de fosfatos
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insoltveis e producdo de AIA, que sdo mecanismos amplamente distribuidos entre
microrganismos rizosféricos (KHAN et al., 2009; ZAID et al.,, 2009). Outras
importantes observacdes foram cerca de 40% (11 de 28) dos isolados que apresentaram
0s mecanismos adicionais de promocdo de crescimento vegetal originaram-se das
plantas do cerrado, enquanto apenas 10% (01 de 10 isolados) da mata e, 09 das 11
bactérias do cerrado foram oriundas da parte aérea (Tabela 3.4). Estes resultados
mostraram que ha ndo s6 uma maior diversidade genotipica das bactérias diazotroficas
no cerrado, como mostrado anteriormente, mas também maior diversidade metabolica
entre essas bactérias, 0 que evidencia que nesta area devem existir microrganismos

potenciais para a promoc¢ao do crescimento vegetal.

Tabela 3.3: Producdo de 4cido indol acético (AlA) e solubilizacdo de fosfato de célcio
(P-Ca) por isolados bacterianos diazotréficos oriundos de plantas de arroz silvestre
coletadas em &rea de mata e cerrado em Roraima.

Isolado Grup 0 Area Parte da planta Producéo AIA SOIUb”JZ&QéO de P-Ca
Genotipico (formagéo de halo - mm)
ERR1019 VI Mata Raiz + 15
ERR1036 | Aérea - 4
ERR1025 | Aérea - 5
ERR1006 ] Aérea + 14
ERR1034 Il Aérea - 4
ERR1039 I Aeérea - 5
ERR1029 i Cerrado Aérea + -
ERR1048 IX Raiz - 5
ERR1030 IX Aeérea + 6
ERR1028 VI Aérea + -
ERR1042 X Raiz + -

ERR1038 Xl Aérea - 7




41

Tabela 3.4: Percentagem de isolados diazotréficos obtidos de arroz silvestre ocorridos
em cada grupo genotipico, o qual se baseou na analise de Box-PCR (Figura 1.1). Os
numeros entre paréntese indicam o nimero de isolados bacterianos.

Isolados diazotroficos (%)

Grupos

genotipicos _ Cerrado Mata
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea

I 20(1) 60(3) 20(1) -

I - 75(3) - 25(1)
Il 20(1) 80(4) - -
v - 100(1) - -
\/ 50(1) - 50(1) -
Vi 100(1) - - -

Vil 20(1) 20(1) - 60(3)
VI - 50(2) - 50(2)

IX - 100(1) - 0
X 40(2) 40(2) - 20(1)
XI 75(3) 25(1) - -

XII - 100(1) - -

Os principais fatores edafocliméaticos que diferenciam as areas estudadas sdo o
maior teor de matéria organica no solo da mata e o fato dessa area permanecer alagada
durante a maior parte do ano (Tabela 3.1), o que torna as plantas de arroz praticamente
perenes. Dessa forma, embora as plantas coletadas estivessem em estagios vegetativos
semelhantes em ambas as areas, provavelmente na mata foram avaliadas touceiras mais
velhas com rebrotas de ciclos anteriores e com maiores reservas nutricionais, enquanto
no cerrado as plantas eram mais jovens e dependentes da associacdo microbiana para a
disponibilizacdo de nutrientes e outros compostos. Estas diferencas parecem ser
determinantes para a colonizacdo das plantas pelas bactérias diazotroficas, uma vez que
sabidamente a populacdo desses microrganismos responde drasticamente a cultivar
vegetal, estadgio de desenvolvimento e estado nutricional das plantas, além de outros
fatores (TAN et al., 2003; HUREK; REINHOLD-HUREK, 2005).
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4. CONCLUSOES

1 — A especie de arroz Oryza glumaepatula é colonizada por bactérias diazotroficas
associativas, tanto nas raizes quanto na parte aérea;

2 — As éareas de mata e cerrado apresentam incidéncia de bactérias diazotréficas
associativas em arroz O. glumaepatula semelhantes, porém maior diversidade
genotipica ocorre entre as bactérias isoladas do cerrado;

3 — Maior nimero de bactérias diazotréficas associativas de arroz O. glumaepatula que
apresentam producdo de AlA e solubilizago de fosfato de Ca ocorre na parte aérea das

plantas do cerrado.
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APENDICE A — Area de Cerrado

A — Area de cerrado local de coleta no municipio de Bonfim estado de Roraima.

B — Oryza glumaepatula em &rea de cerrado no municipio de Bonfim estado de
Roraima.

C - Oryza glumaepatula em area de cerrado junto com a vegetacao local, no municipio
de Bonfim estado de Roraima.
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APENDICE B — Area de Mata
A — Area de mata local de coleta, estado de Roraima.
B — Oryza glumaepatula em area de mata, estado de Roraima.
C - Oryza glumaepatula em area de mata, estado de Roraima.

A B

APENDICE C - Repicagem para 0 isolamento em meio Dyg’s
Placa com colénias retiradas da planta de Oryza glumaepatula e repicagem
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APENDICE D - Diversidade de Cores dos Isolados

Placas com bactérias repicadas oriundas de Oryza glumaepatula

APENDICE E — Halo formado pela solubilizacdo de fosfato de célcio
A — Placa mostrando o halo caracteristico da solubilizacdo de fosfato de célcio
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ANEXO A - MEIO DE CULTURA DYGS

Reagentes
Glucose.......coovviiieiiiee, 2.0 gr
Acido Malico..........c.cc......... 2.0gr
Peptona bacterioldgica........ 1.509r
Extrato de levedura.............. 2.0 gr
KoHPO4uuuiiiiiiiiiiiieiieee 0.5gr
M@SO4.7H20....ccccviieinee 0.5¢r
Acido glutdmico.................... 1.5gr
H,O destilada....................... 1000 ml

Ajustar pH para 6,5 com KOH (lentilhas) )
Obs. Meio de cultura Dygs para teste de producdo de Acido Indol Acético (AlIA), o pH
deve ser ajustado com NaOH (p0)

ANEXO B - SOLUCAO SALINA PARA DILUICAO

Reagentes
NaCl.....cccooeviiiiieee, 0,85 gr
H.O destilada ...................... 100 mL
ANEXO C - MEIO DE CULTURA BMGM
Reagentes

GlCOSE....cvveviieiiicciecieee, 1,0 gr



Acido Malico............cc........ 2,0 gr
Manitol........ccoooevviieiieiee 1gr.
KoHPO4uoiiiiiiicce 0,4 gr
KHoPO4guueoiiiiiiiiiiiiieiiice 0,4 ar
M@SO4.7H20......coiiiiinee 0,2 gr
CaClouuueiiiiiiiiiciiic e, 0,02 gr
NaMOO4......ccocveviiiiiiiieeien, 0,002 gr
FESO i, 0,01 gr
H.O destilada....................... 1000 ml

Obs: em algumas situacdes pode ser adicionado 0,02 gr. de extrato de levedura (falar

com o orientador)
Ajustar pH para 6,0 com KOH (lentilhas)

Agar:
Para meio de cultura semi solido............ccccccvevivennnne. 2,0 gr

ANEXO D - SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE CALCIO

1. Meio de cultura

GlICOSE....vvvveieiiiee e 10,0 gr

Extrato de levedura............. 2,0 gr

Azul de bromotimol (0.5% em 0.2N de KOH)................ 5mL
H,O destilada....................... 850 mL
AGAr.....oooeiiee 15,0 gr

Ajustar pH para 6,5

2. Preparo de solucdes

2.1 Solucédo A
KoHPO4guuueiiviiiiiiiiiieee, Sgr
HoOuooioeeee 50 mL
2.2 Solucéo B

CaCly o 10 gr
HoOuoooeeeecee, 100 mL

3. Preparo das placas com meio de cultura

Fundir o meio de cultura;
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Adicionar em cada erlenmeyer, com o meio ainda quente, 10 mL da Solucdo A e 20 mL

da Solucéo B;
Misturar com um bastdo de vidro;
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Verter em placas, 20 mL de meio de cultura por placa;
Usar luz germicida por 15 minutos.

4. Inoculagdo das bactérias

Inocular as bactérias com al¢a microbioldgica, fazendo de 3 a 4 pontos de bactérias;
Incubar por 10 a 15 dias a 28° C;

Avaliar diametro da col6nia e didmetro do halo formado ao redor das coldnias;

Obs: as placas podem ser divididas em 2 ou 3 partes e em cada parte inocular uma
bactéria

ANEXO E - METODOLOGIA PARA QUANTIFICACAO DE AIA (Acido Indol
Acético)

1. Cultivar as bactérias em meio de cultura liquido DYG’S com adig¢dao de 100
ug/mL de triptofano. Obs. Para o ajuste do pH do meio de cultura Dyg’s, deve
usar NaOH e ndo KOH. O triptofano deve ser esterilizado por filtracdo e
adicionado ao meio de cultura na hora do uso.

2. Incubar os tubos no escuro por 48 horas, 30° C sob agitacdo de 150 rpm;

3. Ajustar a densidade Otica para 1, com comprimento de onda de 436 nm;

4. Retirar 1 mL de amostra, colocar em tubos para microcentrifuga e centrifugar
por 5 min. a 10.000 rpm;

5. Retirar 150 puL do material em suspensdo e colocar em pogos de placa de
ELISA, com 3 repeticdes;

6. Sobre as amostras, adicionar 100 uL do reagente de Salkowisk. Usar luva de
latex e mascara;

7. Incubar as placas no escuro por 30 min. a temperatura ambiente;

8. Ler a absorbancia das amostras em espectrofotdmetro com filtro de 492 nm.

ANEXO F - TAMPAO TBE 10 X

Reagentes
Trisbase.......cooviiinne, 121 gr
Acido bOrico.........ccceveveunee.. 55,6 gr
EDTA...ci 9,3¢gr



