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GOMES, Maria de Lourdes. Bactérias Diazotroficas Endofiticas em Cultivares de
Milho em Areas de Cerrado e Mata no Estado de Roraima. 2009. 79p.
Dissertacdo de Mestrado / Dissertacdo de Mestrado em Agronomia — Universidade
Federal de Roraima, Boa Vista, 2009.

RESUMO

Plantas de milho se associam com bactérias diazotréficas e podem se beneficiar da
Fixacao Biolégica de Nitrogénio - FBN, porém esses microrganismos apresentam
variagdes quanto aos gendtipos e ambientes onde sao isoladas. O objetivo deste
trabalho foi estruturar uma colecéao de bactérias diazotréficas endofiticas, bem como
avaliar a densidade e a diversidade em 4 gendétipos de milho, (variedades BRS 4157
e BR 106; hibridos BRS 1010 e BRS 3030), cultivados em area de cerrado e mata
alterada no Estado de Roraima, em solos submetidos ou ndo a aplicacdo de
nitrogénio na forma de uréia. As bactérias endofiticas foram isoladas e
caracterizadas fenotipicamente no meio de cultura DYG’'S sélido e identificadas
quanto a capacidade de FBN em meio de cultura semi-sélido BMGM.
Posteriormente, as bactérias diazotroficas foram caracterizadas nos meios de cultura
semi-seletivos JMV, LGI e NFb (3x) juntamente com bactérias usadas como
referéncias: HRC54  (Herbaspirillum  seropedicae), CBAmC  (Azospirillum
amazonense), Ppe8 (Burkholderia tropica), M130 (Burkholderia kururiensis) e Sp7
(Azospirillum brasilense). Estas bactérias foram agrupadas através do indice de
similaridade SM (Simple Matching) e avaliou-se a diversidade através do indice de
Shannon-Weaver. Foram obtidos 537 isolados de bactérias endofiticas, destas, 55
apresentaram capacidade de FBN. A populacdo das bactérias diazotréficas variou
de 0,83 a 10,8 x 10 células g™ de tecido radicular e o valor maximo encontrado no
colmo foi de 0,83 células g de tecido vegetal. Além disso, tanto a percentagem de
bactérias diazotréficas endofiticas em relagdo ao numero total de bactérias, quanto o
nuamero de bactérias diazotroficas endofiticas isoladas refletiram uma interacao entre
as cultivares de milho e os ambientes. Com 85% de similaridade entre as bactérias,
constatou-se a formacdo de doze grupos fenotipicos e poucos isolados se
assemelharam as bactérias usadas como referéncias. Observou-se ainda que as
bactérias se agruparam em relacao a cultivar e ao ambiente de onde foram isoladas
e que a presenca de nitrogénio nao interferiu no agrupamento. A presenca de
nitrogénio aumentou a densidade das bactérias em &rea de cerrado, ambiente
caracterizado por menor teor de matéria organica no solo. Foi observada maior
diversidade de bactérias em area de mata em relagdo ao cerrado e nas variedades
de milho em relacao aos hibridos.

Palavras-chave: Zea mays, fixagcdo biologica de nitrogénio, Amazénia,
caracterizagéao.
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GOMES, Maria de Lourdes. Endophytic Diazotrophic Bacterias in Maize
Cultivars in Cerrado and Forest Areas in Roraima State. 2009. Dissertacao de
Mestrado em Agronomia — Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, 2009.

ABSTRACT

Maize plants associate with diazotrophic bacteria and can be benefitted by Biological
Nitrogen Fixation - BNF, however these microorganisms present some variations in
relation to the vegetal genotypes and environment where are isolated. The aim of this
study was structure a collection of endophytic diazotrophic bacterias as well as
characterize the density and diversity of the bacterias in four maize genotypes
(varieties BRS 4157, BR 106 and hybrids BRS 1010 and BRS 3030), cultivated in
cerrado and altered forest area in Roraima, with and without application of nitrogen
fertilizer. The endophytic bacterias were isolated and phenotypically characterized in
DYG'S solid culture medium and inoculated in BMGM semi-solid culture medium to
evaluate nitrogen fixation capacity. The endophytic diazotrophic bacterias were later
characterized in semi-selective culture medium JMV, LGI and NFb (3x) together with
bacterias used as references: HRC54 (Herbaspirillum seropedicae), CBAmMC
(Azospirillum amazonense), Ppe8 (Burkholderia tropica), M130 (Burkholderia
kururiensis) e Sp7 (Azospirillum brasilense). These bacterias were clustered using
Simple Matching similarity index and the diversity was evaluated by the Shannon-
Weaver index. A total of 537 endophytic bacterias isolated were obtained, and 55
presented BNF capacity. The population of diazotrophic bacterias ranged from 0.83
to 10.8 x 10° cells g of the root and it presented in a maximum of 0.83 cells g of
the vegetable stem. Besides, so much the diazotrophic bacterias percentage in
relation to the total number of endophytic bacterias, as well as the number of
diazotrophic bacterias isolated, reflected an interaction among the maize cultivars
and environments. Twelve phenotypic groups were verified with 85% of similarity
among the bacterias, and few isolated were similar to the references strains. The
bacterias clustered in relation to maize cultivars and environment where were
isolated and, the presence of nitrogen did not interfered in the bacterias clustering.
The presence of nitrogen increased the bacterias density in cerrado area that was
the environment which presented smaller soil organic matter content. It was also
observed larger diversity of bacterias in forest area in relation to the cerrado and in
the maize varieties in comparison to the hybrids.

Key words: Zea mays, biological nitrogen fixation, Amazénia, characterization.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.), além de ser utilizada diretamente na
alimentagcdo humana e animal, constitui matéria prima bésica para uma série de
produtos industrializados, criando e movimentando grandes complexos industriais
onde empregos sao gerados e favorecendo a fixacdo do homem no campo
(CAMPOS et al., 1981).

Esta cultura, apesar de estar entre as mais exigentes em termos de
fertilidade do solo, notadamente nitrogénio (N), (AMADO; MILNICZUK; AITA, 2002;
SOUSA; LOBATO, 2004), tem sido identificada, semelhantemente a outras Poaceas,
como capaz de se beneficiar do processo de Fixagao Biolégica de Nitrogénio — FBN.

Neste sentido, o processo de FBN vem de encontro a necessidade de
compatibilizar a produgao agricola com a conservacado ambiental. Isso denota, que o
interesse pelos processos desempenhados por microrganismos do solo tendem a
aumentar, pois sdo, em grande parte, 0os responsaveis pela conservacao, fertilidade
do solo e nutricdo da planta.

O N é um dos principais componentes das biomoléculas, fazendo parte da
estrutura de acidos nucléicos, aminoacidos e proteinas, o que o torna, portanto,
essencial a sobrevivéncia e crescimento dos organismos. Embora constitua quase
78% da atmosfera terrestre, o N gasoso, N2, € quimicamente inerte a temperaturas
comuns, e, diferentemente de outros elementos que ocorrem na natureza, suas
reservas minerais sao relativamente raras (GALLOWAY et al., 2003).

Entre as atividades desempenhadas por microrganismos do solo, a FBN &
um dos processos microbianos relacionados a agricultura mais bem estudados e
explorados tecnologicamente. Além dos beneficios econdmicos, a redugdo nas
aplicagcbes de fertilizantes nitrogenados tende a melhorar a qualidade ambiental,
com menor aporte de nitratos para aguas superficiais e subterraneas e menor
emissao de gases que contribuem com o efeito estufa (GALLOWAY et al., 2003). A
maximizag¢ao das contribuicdes da FBN nos agroecossistemas representa, parte dos
esforcos da pesquisa visando a sustentabilidade das produgdes agricolas.

Em um processo de selegdo de bactérias eficientes na FBN, o isolamento,

visando a constituicdo de uma colegcao de microrganismos, com posterior estudo dos



isolados obtidos, representa uma etapa crucial para o sucesso da pesquisa. Neste
sentido, a investigacao da ocorréncia, o isolamento e a caracterizagdo de bactérias
fixadoras de N em plantas da familia Poaceae, como o milho, cultivadas na regiao
Amazobnica recebe destaque tanto pela caréncia de estudos dessa natureza quanto
pelo potencial que a regido representa em termos de recursos genéticos.

Estudos conduzidos recentemente no estado de Roraima tém mostrado que
cultivares de milho como BRS 1010 se beneficiam da inoculagdo com bactéria do
género Herbaspirillum (ZILLI et al., 2007). Entretanto, alguns assuntos sobre a
densidade e diversidade de bactérias associativas, bem como a resposta de
gendtipos vegetais a colonizagdo com tais bactérias carecem de mais estudos.

O presente trabalho objetivou estruturar uma colegéo de bactérias fixadoras
de nitrogénio, nos ambientes de cerrado e de mata alterada no estado de Roraima,
em solos suplementados ou ndo com nitrogénio. Avaliou-se a densidade e a
diversidade de bactérias endofiticas em quatro cultivares de milho, sendo duas
variedades (BRS 4157 e BR 106) e dois hibridos (BRS 1010 e BRS 3030), em solos
suplementados ou nao com nitrogénio, nos ambientes de cerrado e de mata alterada

no Estado de Roraima.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estruturar uma colegdo de bactérias diazotréficas endofiticas de plantas de
milho e comparar a densidade e diversidade de bactérias diazotréficas e bactérias
endofiticas diazotréficas nas variedades de milho BRS 4157 e BR 106 e nos hibridos
BRS 1010 e BRS 3003, cultivados em areas de cerrado e mata alterada no estado

de Roraima com e sem aplicacao de nitrogénio.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Constatar a presenca de bactérias diazotréficas;

2.2.2 Quantificar e caracterizar as bactérias totais endofiticas das plantas de
milho cultivado nos diferentes ambientes;

2.2.3 Investigar a ocorréncia de especificidade entre bactéria diazotréfica
endofiticas e cultivares de milho;

2.2.4 Investigar o efeito da adubacao nitrogenada sobre a densidade e

diversidade de bactérias diazotréficas endofiticas;



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Cultura do Milho

O milho é caracterizado como planta monocotiledanea, diploide e alogama
da familia das Poaceaes (Gramineae), cujo ciclo fenologico varia de 90 a 205 dias,
dependendo do genétipo e do clima (FAGERIA, 1989; NORMA et al.,, 1995;
TOLLENAAR; DWYER, 1999). E uma planta que utiliza o ciclo fotossintético C-4,
sendo eficiente na conversdao de CO,, apresentando altas taxas de fotossintese
liqguida, mesmo em elevados niveis de luz.

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, sendo responsavel
por 5,0% da producdo mundial (FAO, 2006), com producao inferior apenas a dos
Estados Unidos e da China.

O milho é o segundo grdo mais importante para a agricultura brasileira,
sendo que no ano agricola 2007/08, sua producado correspondeu a 40,7 % da
producao total de graos do pais, sé perdendo para a soja, que obteve 41,6% da
produgdo nacional (CONAB, 2009). Embora o milho seja uma importante cultura
para 0 agronegocio brasileiro, praticamente toda a producdo é consumida
internamente, ao contrario da soja que concentra sua comercializacao nos mercados
externos.

A area geografica do Estado de Roraima é de 22.429.898 hectares, estando
disponiveis para o setor produtivo 2.086.951 ha (9,3%), dos quais 1.141.951 ha
(54,7%) estdo em éarea de cerrado e 945.000 ha (45,3%) em area de mata
(EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 1994). Nestas areas, o milho é uma
das opgobes de cultura para plantio (VILARINHO, 2006), possuindo 12.200 hectares
de area plantada (safra 2007), com uma producédo total de 24.400 t, obtendo um
rendimento médio de 2000 kg ha™ (CONAB, 2009).

Dos cultivares de milho recomendados para o estado de Roraima, podemos
citar: BR 106, BR 451, BR 473, BRS 4154 Saracura e BRS 4157 “Sol da Manh&”
(variedades); BRS 1010 (hibrido simples), BR 201 (hibrido duplo) e BRS 3003
(hibrido triplo) (VILARINHO et. al., 2005).

Os mesmos autores apontam que no periodo de avaliacao (safra 2005/2006)
o BRS 1010 produziu em média 6.359 kg ha™' (média de 11 avaliagdes), chegando a
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produzir 9.307 kg ha™' na melhor avaliacdo e o BRS 3003 produziu 5.730 kg ha™
(média de oito avaliagdes), chegando a produzir 8.792 kg ha™ na melhor avaliagao.
Ambos sao materiais de ciclo precoce, que apresentam 110 a 115 dias da
emergéncia até a maturacdo nas condicées de Roraima, sdo de porte baixo, graos
semiduros de coloragdo alaranjada e com boa resisténcia ao acamamento e
quebramento de plantas (VILARINHO, 2006).

A variedade de milho BR 106 possui porte e ciclo intermediarios, 2,40 m de
altura e 130 dias da emergéncia, até a maturacdo nas condicées de Roraima, com
potencial produtivo de 5.500 kg ha™ (VILARINHO, 2006). Sendo uma variedade, o
BR 106 € mais rustico, possui menor custo de semente, apresenta boa estabilidade
de producdo e adaptabilidade a todas as regides brasileiras, resisténcia ao
acamamento e ao ataque das principais pragas (VILARINHO, 2006). Por tudo isso, é
um milho ao alcance de todos os produtores brasileiros, independente do seu nivel
tecnolégico, econémico ou social. Em trabalhos realizados na Embrapa Roraima, de
2003 a 2005, o BR 106 produziu em média 2.206 kg ha™' (VILARINHO, 2006).

A variedade BRS 4157 “Sol da Manh&”, possui grdos duros e alaranjados. E
uma variedade precoce que completa seu ciclo em menos de 100 dias nas
condicoes de Roraima; é adaptada a solos de baixa fertilidade natural; é eficiente no
uso de nitrogénio e apresenta alto potencial produtivo de 7.500 kg ha™'. Os ensaios
realizados na Embrapa Roraima, de 2003 a 2005, mostraram que a BRS 4157
produziu em média 3.532 kg ha™ (VILARINHO, 2006).

A absorcao de N em milho, em relacao a percentagem total, oscila em torno
de 8% no 12 més (primeiro estadio), 50% no 2° més (segundo estadio), 28% no 3°
més e 14% no 4° més (MALAVOLTA, 1981). O N € o nutriente mais requerido, o que
mais limita a produtividade de milho e também o que mais onera a cultura. Desta
forma, sdo necessarias alternativas viaveis que diminuem a quantidade adicionada,
sem prejuizo a produtividade da cultura.

Experimento conduzido no estado de Roraima, com a cultivar BR 201,
(ARAUJO; SAMPAIO; MEDEIROS, 1999); para avaliar o efeito das laminas de
irrigacdo e da adubacao nitrogenada sobre alguns componentes de crescimento,
producéo e rendimento de milho, observou-se que o teor de N nos graos variou
linearmente com a adubacao nitrogenada.

O N é constituintes de varios compostos em plantas, tais como: aminoacidos

e proteinas; bases nitrogenadas e acidos nucléicos; enzimas e coenzimas;
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vitaminas, glico e lipoproteinas; pigmentos etc., que sdo responsaveis pela absorcao
ibnica, fotossintese, respiracao, sintese, multiplicacdo e diferenciacao celular, etc.
(MALAVOLTA, 2006). Assim, as principais reacdes bioquimicas em plantas e
microorganismos envolvem a presenca do N, o que o torna um dos elementos
absorvidos em maior quantidade por plantas cultivadas.

O estresse de nitrogénio, mesmo que nao se manifeste por sintomas visuais,
reduzira a atividade da enzima Rubisco, responséavel pela assimilacdo do carbono
no Ciclo de Calvin e Benson, localizados nas células do feixe da bainha, muito mais
que a atividade da enzima PEPC, situada nas células do mesofilo foliar e
responsavel pela fixacdo do CO; no ciclo C-4 (TRIVELIN, 2000).

3.2 Fixacao Biologica de Nitrogénio

Cerca de 78% da constituicio gasosa da atmosfera é formada por N
molecular (N2) (ROSWALL, 1979). No entanto, os organismos eucariontes e a
maioria dos procariontes sdo incapazes de utilizar esta forma de N. Isto porque os
dois atomos que compde a molécula encontram-se unidos de maneira muito estavel
por uma tripla ligacdo (SPRENT, SPRENT, 1990; EADY, 1991).

Um grupo de bactérias, coletivamente conhecidas como diazotréficas
apresenta habilidade para romper a tripla ligacdo do N» (SPRENT, SPRENT, 1990;
EADY, 1991) em um processo conhecido como FBN (NEVES, RUMJANEK,1998.).
Este processo € indispensavel ao planeta, sendo estimada a extingdo da vida em
algumas décadas caso fosse interrompido (FRANCO, BALIEIRO 1999). Estima-se
que a entrada de nitrogénio nos ecossistemas possa chegar a 300 teragramas (TQ)
por meio da FBN anualmente, enquanto a producéo industrial, especialmente de
uréia através do processo Haber-Bosch na ordem de 100 Tg (GALLOWAY et al.,
2003). Na agricultura, estima-se que a exploracdao da FBN contribua com cerca de
30% do nitrogénio necessario ao desenvolvimento das culturas, que é estimado em
mais de 100 Tg anualmente (GALLOWAY et al., 2003).

A FBN é mais bem conhecida em plantas da familia Leguminosae as quais
realizam uma simbiose mutualistica com determinadas bactérias, sendo os primeiros
estudos datados ainda do final do século XIX (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Para



plantas da familia Poaceae, as primeiras pesquisas mostrando a associacdo com
bactérias diazotroficas surgiram na década de 50 do século passado, especialmente
com contribuicbes de pesquisadores brasileiros (DOBEREINER,1959a;
DOBEREINER; ALVAHYDO, 1959b).

O aumento do custo dos adubos nitrogenados e a preocupagado cada vez
maior, no exterior e no Brasil, com possiveis efeitos negativos do excesso de nitrato
nos mananciais sdo fatores que devem ser levados em consideracdo para o
incentivo do estudo do processo natural de fixacdo biologica (CANTARELLA;
DUARTE, 2004). Assim, todas as possibilidades de incremento da FBN na
agricultura devem ser exploradas, ndo somente como alternativa econémica, mas,
também ecoldgica (CANUTO, 20083).

A Tabela 3.2. mostra alguns aspectos relacionados com a fixagao industrial
e biolégica de N.

Tabela 3.2.1 - Aspectos relacionados com o processo de fixagdo do nitrogénio

atmosférico por via industrial e bioldgica

Fixacao industrial Fixacao bioldgica de nitrogénio
(fertilizantes) (FBN)

Nutriente mais caro, utiliza energia féssil Segundo processo bioldégico mais

para producao e distribuicdo, aumentando o importante do planeta depois da

CO, atmosférico e 0 aquecimento global. fotossintese. Nao é poluente, utiliza
energia solar, recicla CO;

Tem baixo aproveitamento agronémico e Mecanismo responsavel por 65% do

séo poluentes de solo, 4gua e atmosfera N incorporado nos seres vivos do
planeta

Representam de 5 a 20% do custo de Consome em torno de 2,5% da

producéo das culturas energia da fotossintese do planeta

Representam apenas 2% da absorgéo total A vida no planeta terminaria em 30

de nitrogénio pelas plantas anos se a fixacdo biolégica do
nitrogénio parasse

Fonte: Franco e Balieiro (1999).



3.3 Bactérias Diazotroficas Associativas

A reacédo de incorporagdo do N em moléculas organicas pelas bactérias
diazotroficas é catalisada pelo complexo da enzima nitrogenase e consiste na

conversdao do nitrogénio gasoso (N2) a amoénia (NH3) que, posteriormente €&

convertida a amonio (NH,") e assimilado pelos seres vivos para a formacao de suas
estruturas organicas (POSTGATE, 1982).

As Poaceaes sdo capazes de se associar com diversas bactérias
diazotréficas que colonizam desde as raizes até as folhas, na regido da rizosfera até
o interior do tecido vegetal. Neste segundo caso, as bactérias sdo chamadas
endofiticas e acredita-se que sejam as principais responsaveis pelo ganho de N
através da FBN observado em diversas culturas. A divisdo do termo endofitico em
facultativo e obrigatério foi proposto para distinguir, respectivamente, estirpes
capazes de colonizar tanto a superficie quanto o interior da raiz e com sobrevivéncia
no solo, das que nao sobrevivem no solo, mas que colonizam o interior e parte aérea
dos tecidos vegetais (BALDANI et al., 1997). Tais endofiticos apresentam grande
potencial na FBN devido a sua habilidade em colonizar a planta como um todo e
estabelecer-se dentro de nichos protegidos de oxigénio ou de outros fatores,
podendo expressar seu potencial para fixagdo de nitrogénio em grau maximo
(KENNEDY et al., 1997).

Bactérias diazotréficas endofiticas em gramineas possuem penetracao
passiva na planta, acessando o seu interior através de ferimentos, de sitios de
emergéncia de raizes, coifa e estdmatos nas folhas, espalhando-se pelos tecidos
radiculares via apoplasto, colonizando os espagos intercelulares das células da
hipoderme, cértex radicular e parede do aerénquima (JAMES et al. 1994; OLIVARES
et al. 1996; OLIVARES et al., 1997; JAMES; OLIVARES, 1998).

A colonizacao dos tecidos internos de plantas por algumas bactérias pode
conferir a estas vantagens ecologicas sobre as bactérias rizosféricas e epifitas
(REIS et al., 2000; BASHAN et al., 2004; SALA et al., 2005). Os tecidos internos das
plantas propiciam um ambiente mais uniforme e protegido para os microrganismos

que a superficie onde estdo expostas a condicdes ambientais extremas como



9

temperatura, potencial osmético, radiacao ultravioleta e competicdo microbiana, que
sao os fatores limitantes a sobrevivéncia das bactérias ao longo do tempo (JAMES;
OLIVARES, 1997).

Dentre as bactérias diazotréficas isoladas, em associacdo com plantas de
milho sdo encontrados em grandes numeros tanto no exterior como no interior das
plantas, os géneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia, que serao
apresentados a seguir.

3.3.1 O género Azospirillum

Somente apo6s a redescoberta do género Azospirillum, que representa um
grupo predominante nos endéfitos facultativos, por DOBEREINER; DAY (1975), os
cientistas no mundo todo mostraram interesse na associacao dos diazotroficos com
as gramineas (DOBEREINER; BALDANI, 1982). O isolamento das espécies de
Azospirillum como fixadores de nitrogénio se deveu a introducdo de meios semi-
s6lidos sem N. O desenvolvimento deste meio foi um fato muito importante para o
isolamento de diazotroficos com carater microaerofilico (pouco oxigénio). No caso de
Azospirillum, entre outros, o crescimento dependente da fixacdo de N, em regides
do meio de cultura onde a tensao de O, esta em equilibrio com a taxa de respiracéo
das bactérias e, posteriormente, a pelicula formada vai se deslocando até a
superficie do gradiente de oxigénio, gracas ao fenbmeno de aerotaxia
(DOBEREINER; BALDANI; BALDAN, 1995).

Os representantes deste género colonizam tanto o interior quanto a
superficie das raizes de varias gramineas forrageiras e cereais, sendo entao
chamado de diazotréfico endofitico facultativo (DOBEREINER; BALDANI, 1992).

A distribuicdo ecologica de bactérias do género Azospirillum € extremamente
ampla, podendo ser considerada uma bactéria universal que coloniza plantas
crescidas em diferentes habitats, predominantemente a rizosférica (DOBEREINER
et al., 1976; MAGALHAES et al., 1979; FREITAS et al., 1981; DOBEREINER;
PEDROSA, 1987).

O padrdao de colonizacdo das raizes das gramineas pelas espécies de

Azospirillum mostra uma tendéncia de especificidade entre grupos de plantas e as
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bactérias: A. lipoferum ocorre amplamente no cértex de milho, sorgo e de diversas
outras gramineas, mas foi também observada em uma espécie de ciperacea
(DOBEREINER, 1992), enquanto A. brasilense ocorre preferencialmente associado
a trigo, cevada, aveia, arroz e centeio (DOBEREINER; DE-POLLI, 1980; ROCHA ;
BALDANI; DOBEREINER, 1981).

Azospirillum halopraeferans é mais especifica, tendo sido isolada apenas de
uma espécie de graminea, o 'Kallar grass' (Leptochloa fusca), planta nativa do
Paquistao, altamente tolerante a solos salinos (REINHOLD et al., 1987). Ja a
espécie A.irakense, tem sido apenas isolada de raizes de arroz (KHAMMAS et al.,
1989).

Azospirillum canadense sp., foi isolado da risosfera de milho no Canada.
Além de realizar a Fixagao Bioldgica de Nitrogénio - FBN produz Acido Indolacético
— AIA (MEHNAZ; WESELOWSKI; LAZAROVITS; 2007a).

Azospirillum oryzae sp., uma bactéria fixadora de nitrogénio, foi isolada das
raizes da planta de arroz (Oryza sativa), além de fixar N, ela produz varias enzimas,
como a catalase, oxidase, uréase, fosfatase e Dnase (XIE; YOKOTA; 2005).

Em plantas de milho crescidas no campo, a infeccao dos tecidos das raizes
e colmos pela bactéria ocorre apenas no periodo reprodutivo das plantas
(MAGALHAES et al., 1979), periodo em que também se observam as maiores taxas
de atividade da nitrogenase. Observacdes semelhantes ja foram relatadas para
arroz (WATANABE; BARRAQUIO; GUZMAN;1979) e trigo (KAVIMANDAN; SUBBA-
RAO; MOHRIR; 1978).

Segundo BALDANI et al. (1997a), embora varias caracteristicas ecolégicas e
fisiologicas estejam sendo desvendadas, ainda falta conhecimento sobre o
mecanismo envolvido na interagdo bactéria-planta e como ele contribui para o
nitrogénio acumulado nas plantas. Apesar das diferentes formas de interacao, estes
diazotroficos, quando estdo em associagcdo com gramineas, garantem aumentos de
5 a 30% na produgédo (BALDANI et al., 1983; OKON; LABANDERA-GONZALEZ,
1994).

3.3.2 Género Herbaspirillum
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O género Herbaspirillum foi primeiramente descrito como um grupo de
bactérias possuindo uma unica espécie, Herbaspirillum seropedicae. Esta bactéria é
fixadora de nitrogénio, endofitica, microaerdfila, gram-negativa e coloniza os tecidos
de diversas espécies de plantas, predominantemente membros da familia das
Poaceaes, como o milho, sorgo, arroz e etc., sem produzir sintomas de doenca nas
plantas associadas e, por vezes, produtora de fitohorménios (BALDANI et al., 1986;
BODDEY et al., 1995; OLIVARES et al., 1996). Estes microrganismos possuem a
habilidade de colonizar estas plantas, sendo isoladas do interior de raizes, hastes e
folhas (OLIVARES et al., 1996). A colonizacado de Poaceaes por Herbaspirillum sp.
ocorre através da adesao da bactéria a superficie da planta, seguida de proliferacdo
preferencialmente nas raizes secundérias e ferimentos (RONCATO-MACCARI,
2003).

Uma vez no interior da planta, os microrganismos podem espalhar-se e
alcancgar os tecidos aéreos, provavelmente via vasos do xilema (HUREK et al, 1994;
JAMES; OLIVARES, 1998; RONCATTO-MACCARI et al., 2003).

Atualmente compreende mais sete espécies descritas H. rubrisubalbicans
(BALDANI et al., 1996a), H. frisingense (KIRCHHOF et al., 2001), H. lusitanum
(VALVERDE et al.,, 2003), H. clorophenolicum, H. putei, H. huttiense e H.
autotrophicum (DING; YOKOTA, 2004), e trés propostas com novas espécies, H.
magnetovibrio, (GAO et al., 2005), H. rhizosphaerae (JUNG et al., 2007) e H. hiltneri
(ROTHBALLER et al., 2005). Entre as onze espécies descritas acima, apenas as
quatro primeiras sao fixadoras de nitrogénio.

Herbaspirillum seropedicae foi a primeira espécie descrita do género,
isoladas de raizes lavadas e desinfetadas superficialmente de milho (Zea mays),
arroz (Oryza sativa), e sorgo (Sorghum bicolor). Mais tarde, foi isolada de raizes,
folhas e colmo de cana-de-agucar, Brachiaria decumbens e Digitaria decumbes
(BALDANI et al., 1996a); de raizes, caule e folhas de cana-de-agucar cultivada na
Australia (BODDEY et al., 1998); dendezeiro e pupunheira (FERREIRA et al., 1995),
bananeiras (CRUZ et al., 2001); detectada em capim elefante (REIS JUNIOR et
al.,2000), e isolada em associagdo com arroz inundado (RODRIGUES, 2004;
BRASIL, 2005).

H. rubrisubalbicans pertencia ao género Pseudomonas (GILLIS et al., 1991),
e foi reclassificada por BALDANI et al. (1986). Tem sido encontrada em associagao

com cana-de-agucar e raiz da planta Digitaria insularis, crescida no interior da
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plantacdo de cana-de-acucar (OLIVARES et al., 1996). Foi detectada também em
capim elefante (REIS et al., 2000), abacaxizeiros e bananeiras (CRUZ et al., 2001).
Tem ocorréncia mais restrita, se comparada a espécie H. seropedicae e pode causar
a doenca chamada "estria mosqueada" na variedade de cana-de-aglUcar B3462
(OLIVARES et al., 1993).

H. frisinguense foi descrita recentemente, isolada de amostras de tecido de
raizes e colmos de diversos gendtipos de capim elefante (Pennisetum purpureum
Schum) coletados no Brasil e das gramineas Spartina pectinata, Miscanthus sinensis
e M. sacchariflorus, coletadas na Alemanha (KIRCHHOF et al., 2001).

A mais nova espécie de bactéria diazotrofica descrita para o género
Herbaspirillum é o H. lusitanum, que foi isolada de nédulos de Phaseolus vulgares
em Portugal (VALVERDE et al., 2003).

Inumeros experimentos foram conduzidos com inoculacdo de bactérias do
género Herbaspirillum, principalmente com a espécie H. seropedicae, pela sua
ocorréncia em maior niumero de plantas estudadas. A inoculacdo com as estirpes
Z67 e HRC54 de H. seropedicae em plantas micropopagadas de cana-de-agucar,
mostram incrementos significativos no acumulo de massa fresca de raizes e parte
aérea aos 24 dias apos a inoculacdo e massa fresca de parte aérea aos 64 dias
apos a inoculacao (OLIVEIRA et al., 1996). A inoculacao de H. seropedicae estirpe
HRC54 juntamente com Gluconacetobacter diazotrophicus estripe PAL 5, em cana-
de-acucar, estimulou a atividade da H* ATPase, provocou mudancas morfolégicas
radiculares e incrementos na fase inicial do estabelecimento, e H. seropedicae
contribuiu para o incremento de biomassa radicular, area foliar, contedudo de
nutrientes (OLIVEIRA et al., 2002).

3.3.3 Género Burkholderia

O género Burkholderia é constituido por 37 espécies. Dentre estas, somente
nove espeécies apresentam descrita a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico.
Bactérias diazotréficas do género Burkholderia apresentam ampla distribuigdo, se

associam com plantas nao leguminosas e formam nédulos em leguminosas.
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A capacidade de algumas estirpes de B. cepacia isoladas de rizosfera,
fixarem nitrogénio atmosférico, foi relatada em 1994 (BEVIVINO et al., 1994). Porém,
a primeira espécie de Burkholderia diazotréfica descrita foi B. vietnamiensis, isolada
da rizosfera de plantas de arroz crescidas no Vietna (GILLIS et al., 1995).
Posteriormente, ela foi encontrada associada com milho e café em diferentes
regides do México (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001). Novos isolados foram
obtidos de cereais como milho, sorgo e arroz (BALDANI et al., 1999), bem como de
frutas (CRUZ et al.,, 2001) crescidas no Brasil. Outra espécie, B. kururiensis,
representada pela estirpe KP23, foi originada de amostras de sedimentos coletadas
numa area contendo tricloetileno no Japéo (ZHANG et al., 2000). A sua capacidade
de fixar nitrogénio foi demonstrada por ESTRADA DE LOS SANTOS et al. (2001).
Porém, ndo h& informacdo sobre a ocorréncia dessa espécie em associagdo com
plantas. Outras trés novas espécies diazotréficas foram descritas: B. tuberum e B.
phymatum, isoladas de nddulos de duas leguminosas tropicais, Aspalathus carnosa
e Machaerium lunatum respectivamente (VANDAMME et al., 2002); e B. mimosarum
(CHEN et al., 2006) isolada de diferentes plantas da familia mimosaceae no Brasil e
na Venezuela.

As quatro espécies de bactérias diazotréficas do género Burkholderia
descritas mais recentemente, colonizando Poaceaes, sdo B. unamae, B. tropica, B.
xenovorans e B silvatlantica (PERIN et al., 2006). A espécie B. unamae foi isolada
da rizosfera de plantas de milho, café e cana-de-acucar crescidas no México
(ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001) e B. tropica (REIS et al., 2004) foi isolada
de cana-de-acucar no Brasil. A espécie B. xenovorans foi descrita com apenas trés
isolados, obtidos a partir de solo contaminado com policlorinato bifenil (PCB) nos
EUA, sangue humano na Suécia e café no México (GORIS et al., 2004). A bactéria
descrita B. silvatlantica foi isolada de plantas de cana-de-agucar, abacaxi e milho
cultivadas no Brasil (PERIN et al., 2006).

A inoculagdo da espécie proposta B. brasilensis em plantas de arroz
contribuiu com 31% do total de nitrogénio da planta, tendo aumentado 69% da
biomassa das plantas (BALDANI et al., 2000). Contribuicdo também foi observada
com inoculagdo de Burkholderia spp. em plantas de bananeiras (WEBER et al.,
2000).
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3.4 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio na Cultura do Milho

Na cultura do milho, a maioria dos experimentos foram conduzidos com a
inoculacdo de Azospirillum, mostrando variaveis aumentos da FBN. Estudos
recentes mostraram a possibilidade de aumento da produtividade de alguns
cultivares em até 34%, tendo havido grande variabilidade na capacidade de obter N
via FBN (ALVES, 2007). Esta contribuicdo das bactérias € maior quando a planta
recebe doses de fertilizante nitrogenado (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON;
2003).

Aumento significativo no rendimento da producao de graos é observado com
a inoculacado de Azospirillum spp., juntamente com um aumento no conteudo de
fésforo, potassio e de nitrogénio total das plantas (BASHAN; HOLGUIN, 1997;
STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN et al., 2004). O aumento na
producdo e crescimento apds a inoculacdo com estirpes de Azospirillum spp. tem
sido atribuido principalmente a um efeito geral no crescimento das raizes e uma
consequente melhora na capacidade de absorcdo de nutrientes pela planta
(KAPULNIK et al., 1985; BASHAN e HOLGUIN, 1997). A teoria mais aceita é de que
o efeito benéfico da associacdo com Azospirillum ocorra devido a uma soma de
multiplos mecanismos (a maior densidade e comprimento dos pélos radiculares,
resultando no aumento da superficie do sistema radicular, permitindo melhor
exploragcdo dos nutrientes e agua do solo, liberacdo de substancias promotoras do
crescimento: AlA, giberelinas e citocininas) (BASHAN et al., 2004).

A partir das ultimas décadas, outras bactérias passaram a ser estudadas
quanto a associagcdo com gramineas, com destaque para Herbaspirillum
seropedicae, H. rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia
tropica, as quais possuem um modo de colonizacao diferente de Azospirillum, pois
sdo consideradas endofiticas obrigatorias (BALDANI; BALDANI, 2005). Estas
espécies citadas vém recebendo maior atengdo da comunidade cientifica por
acreditar-se que a forma de fornecimento de nitrogénio propiciado por endofiticos
obrigatérios seja mais efetiva.

O género Burkholderia tem sido apontado como de ampla ocorréncia em
associagao com o milho cultivado no Brasil e no México (PERIN et al., 2006), sendo

que a espécie B. tropica tem sido detectada em maior freqiéncia. A ocorréncia
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destes organismos em associacdo com o milho em diferentes regides geograficas
pode indicar que certos géneros de bactérias diazotréficas estdo associados
preferencialmente ao milho, independente do tipo de solo e do clima da regido de
cultivo (ROESCH, 2007).

Em Roraima, ZILLI et al., (2007), conduziram experimentos com o objetivo
de testar a contribuicdo da inoculacdo da estirpe diazotrofica Herbaspirillum
seropedicae, ZAE 94 quanto ao rendimento de milho. Ao final do experimento,
constatou-se que a inoculagao com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae
contribui significativamente para o aumento da produtividade de grédos no hibrido de
milho BRS 1010, ao passo que na variedade BRS 4157 este efeito ndo foi
observado ZILLI et al., (2007). As razdes para a variabilidade de resposta da FBN
em gramineas ainda nao foram completamente elucidadas. Tem sido sugerido que a
interacao gendtipo da planta e ambiente exercam um papel decisivo sobre a
eficiéncia do diazotrofico (GYANESHWAR et al., 2002).

Estudos mostram que as influéncias geograficas e ambientais podem gerar a
associagao de diferentes bactérias diazotréficas endofiticas com plantas de milho,
demonstrando que a exploracado do potencial de bactérias diazotréficas associadas
ao milho deve ser feita em uma perspectiva regional (ROESCH, 2007).

Os resultados acima mostram que a cultura do milho se associa com
bactérias e recebe contribuicbes da FBN. Porém poucos trabalhos bésicos de
isolamento de bactérias diazotréficas gerais foram realizados nesta cultura. A
maioria dos trabalhos com milho no Brasil sdo da década de 70, quando as
cultivares plantadas eram outras e as técnicas usadas pela pesquisa eram menos
precisas. A maioria dos trabalhos de inoculagdo sdo de outros paises, como México
e Argentina, e quando realizados no Brasil, sdo testadas bactérias isoladas de
outras plantas. Ainda ndo conhecemos quais as bactérias que colonizam as plantas
de milho. Portanto, trabalhos basicos de isolamento de bactérias sdo necessarios
para uma melhor exploragcéo do sistema.

Inoculantes comerciais contendo A. brasilense foram langados no mercado
dos Estados Unidos visando aumentar o vigor da semente, sistema radicular,
resisténcia a geada e uma melhoria geral da “saude” da planta (FALLIK; OKON,
1996). Na Europa, foi desenvolvido um produto contendo uma mistura de A.
brasilense estirpe Cd e A. lipoferum estirpe Br17, comercializado na forma de

mistura com vermiculita ou em forma liquida, cuja expectativa dos fabricantes era
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reduzir a necessidade de nitrogénio mineral em 30 a 40 % (OKON, Y.
LABANDERA-GONZALES, C.A., 1994). Semelhantemente, também no México e
Argentina existem inoculantes contendo Azospirillum para a cultura do milho,
havendo a expectativa de aumento da produtividade de grao em até 20%.

Mesmo que os efeitos das bactérias diazotréficas sejam menos efetivos em
cereais, observam-se efeitos significativos das bactérias na produtividade do milho,
arroz, sorgo e trigo (BALDANI et al., 1981; BALDANI et al., 1983;). Com isto abriu-se
um caminho para uma agricultura mais econdmica, e, principalmente, mais

ecologica.
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4 ARTIGO A: BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS EM CULTIVARES
DE MILHO EM AREAS DE CERRADO E MATA NO ESTADO DE RORAIMA

4.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade e diversidade de bactérias
diazotroficas endofiticas em 4 genétipos de milho, cultivados em éarea de cerrado e
mata alterada no estado de Roraima, suplementado ou ndo com nitrogénio na forma
de uréia. As bactérias endofiticas foram isoladas e caracterizadas fenotipicamente
no meio de cultura DYG’'S sdélido e identificadas quanto a capacidade de FBN em
meio de cultura semi-sélido BMGM. Posteriormente, as bactérias diazotréficas foram
caracterizadas nos meios de cultura semi-seletivos JMV, LGl e NFb (3x) juntamente
com bactérias usadas como referéncias: HRC54 (Herbaspirillum seropedicae),
CBAMC (Azospirillum amazonense), Ppe8 (Burkholderia tropica), M130
(Burkholderia kururiensis) e Sp7 (Azospirillum brasilense). Estas bactérias foram
agrupadas através do indice de similaridade SM (Simple Matching) e avaliou-se a
diversidade através do indice de Shannon-Weaver. Foram obtidos 537 isolados de
bactérias endofiticas, destas, 55 apresentaram capacidade de FBN. A populacédo
das bactérias diazotréficas variou de 0,83 a 10,8 x 10° células g™’ de tecido radicular
e o valor maximo encontrado no colmo foi de 0,83 células g™ de tecido vegetal. Além
disso, tanto a percentagem de bactérias diazotréficas endofiticas em relagdo ao
namero total de bactérias, quanto o nimero de bactérias diazotroficas endofiticas
isoladas refletiram uma interacao entre as cultivares de milho e os ambientes. Com
85% de similaridade entre as bactérias, constatou-se a formagdo de doze grupos
fenotipicos e poucos isolados se assemelharam as bactérias usadas como
referéncias. Observou-se ainda que as bactérias se agruparam em relacao a cultivar
e ao ambiente de onde foram isoladas e que a presencga de nitrogénio nao interferiu
no agrupamento. A presenca de nitrogénio aumentou a densidade das bactérias em
area de cerrado, ambiente caracterizado por menor teor de matéria organica no solo.
Foi observada maior diversidade de bactérias em area de mata em relacdo ao
cerrado e nas variedades de milho em relagao aos hibridos.

Palavras-chave: Zea mays, fixacdo biolégica de nitrogénio, Amazébnia,
caracterizagao.
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ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC BACTERIAS IN MAIZE CULTIVARS IN
CERRADO AND FOREST AREAS IN RORAIMA STATE

4.2 ABSTRACT

The aim of this study was to structure a collection of endophytic diazotrophic
bacterias as well as to characterize the density and diversity of this bacterias in four
maize genotypes cultivated in cerrado and altered forest area in Roraima, with and
without application of nitrogen fertilizer. The endophytic bacterias were isolated and
phenotypically characterized in DYG'S solid culture medium and inoculated in BMGM
semi-solid culture medium to evaluate nitrogen fixation capacity. The endophytic
diazotrophic bacterias were later characterized in semi-selective culture medium
JMV, LGl and NFb (3x) together with bacterias used as references: HRC54
(Herbaspirillum  seropedicae), CBAmMC (Azospirillum amazonense), Ppe8
(Burkholderia tropica), M130 (Burkholderia kururiensis) e Sp7 (Azospirillum
brasilense). These bacterias were clustered using Simple Matching similarity index
and the diversity was evaluated by the Shannon-Weaver index. A total of 537
endophytic bacterias isolated were obtained, and 55 presented BNF capacity. The
population of diazotrophic bacterias ranged from 0.83 to 10.8 x 10° cells g of the
root and it presented in a maximum of 0.83 cells g of the vegetable stem. Besides,
so much the diazotrophic bacterias percentage in relation to the total number of
endophytic bacterias, as well as the number of diazotrophic bacterias isolated,
reflected an interaction among the maize cultivars and environments. Twelve
phenotypic groups were verified with 85% of similarity among the bacterias, and few
isolated were similar to the references strains. The bacterias clustered in relation to
maize cultivars and environment where were isolated and, the presence of nitrogen
did not interfered in the bacterias clustering. The presence of nitrogen increased the
bacterias density in cerrado area that was the environment which presented smaller
soil organic matter content. It was also observed larger diversity of bacterias in forest

area in relation to the cerrado and in the maize varieties in comparison to the hybrids.

Key words: Zea mays, biological nitrogen fixation, Amazénia, characterization.
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4.3 INTRODUGCAO

Entre as atividades desempenhadas por microrganismos do solo, a fixagao
biologica de nitrogénio — FBN, talvez seja o processo microbiano relacionado a
agricultura mais bem estudado e explorado tecnologicamente. Além dos beneficios
econdmicos, a reducado nas aplicacbes de fertilizantes nitrogenados tende a
melhorar a qualidade ambiental, com menor aporte de nitratos para aguas
superficiais e subterrdneas e menor emissao de gases que contribuem com o efeito
estufa (GALLOWAY et al.,, 2003). A maximizagdo das contribuicbes da FBN nos
agroecossistemas tornou-se, entdo, parte dos esforcos de pesquisa visando a
sustentabilidade da produgdo agricola. A busca de bactérias diazotréficas
endofiticas para aplicagdo na cultura do milho tem sido alvo da pesquisa nos anos
mais recentes, revelado que esses microrganismos colonizam ndo sé raizes, mas
também colmos e folhas de gramineas (ROESCH, 2007; QUADROS, 2009).
Diversos estudos tém mostrado que bactérias diazotréficas eficientes podem
contribuir significativamente para o desenvolvimento da cultura do milho (ZILLI et al.,
2007; PERIN, 2007; ALVES, 2007).

Em um processo de selegdo de bactérias eficientes na FBN, o isolamento,
visando a constituicdo de uma coleg¢do de microrganismos, com posterior estudo dos
isolados obtidos, representa uma etapa crucial para o sucesso da pesquisa. Neste
sentido, a investigagcdo da ocorréncia de bactérias fixadoras de nitrogénio em
plantas da familia Poaceae, como o milho, cultivadas na regido Amazédnica recebe
destaque tanto pela caréncia de estudos dessa natureza quanto pelo potencial que a
regiao representa em termos de recursos genéticos.

Neste sentido, este estudo objetivou avaliagdo da densidade e diversidade
de bactérias endofiticas em 4 cultivares de milho (variedade: BRS 4157 e BR 106;
Hibridos: BRS 1010 e BRS 3030), em dois ambientes: cerrado e mata alterada em
Roraima. Também teve como objetivo estruturar uma colecdo de bactérias

diazotréficas endofiticas dos cultivares de milho estudados.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Ensaio de Campo e Coleta de Amostras

As amostragens foram realizadas em experimentos conduzidos no Campo
Experimental Agua Boa (CEAB) da Embrapa Roraima, municipio de Boa Vista,
representativo de area de cerrado (N 02° 15°00” e W 60° 39'54”) e, no Campo
Experimental Confianca (CEC) da Embrapa Roraima, municipio do Canta (N 02°
3948” e W 60° 50’ 15”), que compreende uma regido de mata. No CEAB, o local do
experimento compreendia uma area em segundo ano de cultivo, tendo sido cultivada
com soja no primeiro ano, com textura de 870 g kg™ de areia, 120 g kg™ de argila e
10 g kg' de silte, enquanto no CEC, compreendia uma 4area cultivada com culturas
anuais diversas por mais de uma década, com textura 670 g kg de areia, 270 g kg™
de argila e 60 g kg™ de silte.

Os cultivares de milho BRS 1010, BRS 3003, BRS 4157 (Sol da Manha), e
BR 106 foram semeadas em faixas de 4 m de largura por 30 m de comprimento.
Para cada cultivar, empregou-se um tratamento com a aplicagdo de N-mineral na
forma de uréia, 100 e 80 kg ha', no CEAB e CEC, respectivamente, tendo sido
aplicado 50% no plantio e 50% aos 25 dias apdés a emergéncia das plantas e
adubacao de plantio e um controle apenas com a adubacédo de plantio. Esta
adubacao de plantio compreendeu a aplicagdo de 100 kg ha” de P»Os na forma de
superfosfato simples, 90 kg ha” de K»O na forma de cloreto de potassio aplicado
50% no plantio e 50% aos 30 dias apds a emergéncia das plantas.

No CEAB, o plantio foi realizado diretamente sobre vegetacdo espontanea
dessecada com glyphosate na dosagem recomendada pelo fabricante, enquanto no
CEC o preparo da érea foi realizado através de grade aradora e niveladora.

Aos 45-50 dias apds a emergéncia das plantas, no periodo do pendoamento
(Vt), uma coleta foi realizada para avaliacao da presenca de bactérias diazotroficas.
Para este fim, amostras de plantas foram coletadas para cada cultivar e tratamento
suplementado ou ndo com nitrogénio, sendo cada uma composta por trés plantas
localizadas a uma distancia de 3-5 m entre si. Nesta coleta, as plantas foram

removidas com o auxilio de uma pa reta e, imediatamente, transportadas em
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temperatura ambiente para o laboratério, seguindo-se o processamento em, no
maximo 12 horas da coleta.

A coleta de folhas para a avaliagdo de nutrientes foi realizada na folha
indicadora, que € a 1° folha oposta a inflorescéncia feminina, tendo sido coletada 30
folhas por bloco (MALAVOLTA, VITTI, OLIVEIRA, 1997). Para a analise de solo,
coletou-se uma amostra composta a 0-20 cm para cada cultivar de milho e
tratamento suplementado ou ndo com nitrogénio, tendo sido 10 pontos para cada
amostra ao longo dos 30 m da faixa de plantio. Estas analises foram realizadas no
laboratério de solos da Universidade Federal de Vigosa, seguindo as metodologias
descritas pela EMBRAPA (1977).
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Tabela 4.4.1.1 - Caracteristicas quimicas Analiticas das Analises de Solo.

Amostra H
Cultivar/ pH P K Ca* Mg* AP + MO 2Zn Fe Mn Cu Precipitagdo (mm)
Tratamento Al
H,O -mgdm?® - cmol, dm™3-------- Dag kg' --------- mg/dm?®----------- mai jun jul ago  set
CEAB/CERRADO

BRS330 S/N 6,5 199 19 12 04 00 1,7 1,0 0,8 319 19 04
BRS330 C/N 52 332 13 16 0,1 0,1 1,3 0,9 09 364 15 04
BRS1010 S/N 54 26 15 0,7 03 00 24 0,8 0,4 30,5 1,7 0,2
BRS1010 C/N 6,8 171 14 25 02 0,0 11 0,9 09 199 26 04
BRS106 S/N 65 186 23 08 03 00 1.6 09 06 288 12 02 41,2 3556 6260 1216 1248
BRS106 C/N 54 33 17 04 0,2 0,1 1,7 1,0 0,6 338 2,7 0,2
BRS4157 S/N 59 55 23 08 03 00 11 0,9 0,3 493 14 0,3
BRS4157 C/N 51 170 16 05 0,1 02 1,9 1,0 0,4 48,7 16 0,3

CEC/MATA

BRS330 SIN 56 92 51 17 09 00 38 28 20 861 58 03

BRS330 G/N 514 67 52 08 03 05 52 28 21 1166 29 08

BRST010S/N 528 52 68 08 04 01 33 21 16 161,8 1,8 02

BRST010C/N 553 7,7 63 17 08 00 33 24 35 1069 31 05

BRS106 SN 569 7,4 32 1,7 08 00 30 26 17 741 27 04 °oh! 4136 4389 1856 1902
BRS106 G/N 546 42 45 1,1 05 00 35 23 16 753 22 03

BRS4157S/N 557 7,6 71 16 08 00 41 32 32 656 62 03

BRS4157C/N 538 7,7 43 1,1 05 01 38 23 19 851 42 03

Obs.: pH em agua, KCl e CaCl - Relagdo 1:2,5; P - Na - K - Fe - Zn - Mn - Cu - Extrator Mehlich 1; CTC (t) - Capacidade de Troca Catiénica Efetiva; Ca - Mg - Al - Extrator: KCI - 1 mol L";H + Al — Extrator
Acetato de Calcio 0,5 mol L™ - pH 7,0; V = Indice de Saturacido de Bases; B - Extrator 4gua quente; S - Extrator - Fosfato monocalcico em acido acético; SB = Soma de Bases Trocaveis; Matéria Organica
(MO) = C.Org x 1,724 - Walkley-Black.
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Tabela 4.4.1.2 - Resultados Analiticos das Andlises Foliares de Plantas de Milho
cultivadas em areas de cerrado (CEAB) e mata (CEC) com (C) e sem (S) aplicagcéo
suplementar de nitrogénio (N).

Amostra N P K Zn Co Mo

Cultivar/ 4 4
Tratamento dag kg mg kg

CEAB/CERRADO
BRS330 S/N 15 04 15 155 55 3,7
BRS330 C/N 20 03 12 12,7 1,3 0,5
BRS1010S/N 1,6 04 1,4 14,7 06 1,7
BRS1010C/N 20 0,2 1,5 13,0 05 0,0
BRS106 S/N 16 03 15 122 05 24
BRS106 C/N 25 03 1,1 149 0,2 0,1
BRS4157S/N 1,3 04 14 136 0,1 1,1
BRS4157C/N 23 03 14 135 02 0,5
CEC/MATA

BRS330 S/N 27 04 16 21,0 00 1,6
BRS330 C/N 24 02 1,5 166 0,0 0,0
BRS1010S/N 2,0 04 1,8 20,3 0,0 0,0
BRS1010C/N 16 0,3 22 18,2 0,0 0,0
BRS106 S/N 1,7 04 16 185 0,0 1,0
BRS106 C/N 24 04 1,3 178 00 0,9
BRS4157S/N 14 04 19 14,0 0,0 0,1
BRS4157C/N 17 04 15 116 00 0,3

4.4.2 Isolamento de Bactérias Endofiticas e Densidade

Plantas de milho foram seccionadas em raizes e colmos, sendo que o0s
seguimentos de colmos foram considerados a partir 10 cm de distancia das raizes, e
processadas para isolamento de col6nias de bactérias endofiticas e posterior
contagem. As raizes e os colmos de cada amostra composta foram lavados com
agua corrente abundantemente, fragmentados em partes menores e separadas em
porcoes de 10 g. Estas amostras foram transferidas para um erlenmeyer, onde foi
realizada a desinfestacdo superficial com solucdo de hipoclorito de sodio a 1%
durante 5 minutos. Em seguida, as amostras, foram lavadas trés vezes com agua
deionizada estéril e trituradas em 90 mL de solugéo salina a 0,85% (anexo), usando
liquidificador. Posteriormente o “caldo” permaneceu em repouso por uma hora.

Depois de trituradas e agitadas em solugéo salina, as amostras de raizes e
colmos foram diluidas seriadamente até 10, acrescentando-se 100 uL da solugdo

original (diluigdo 10™") em tubos contendo 900 uL de solucdo salina. Das amostras
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de parte aérea, foram plaqueadas as diluicdes 102 (CEC) e 10* (CEAB) e das
amostras de raizes foram plaqueadas as diluicdes 10 (CEC) e 10° (CEAB). Para
tal, uma aliquota de 100 pL foi depositada em placas de Petri contendo o meio de
cultura DYG’S sélido (anexo) (RODRIGUES NETO et al., 1986), com 2 repeti¢des.

As placas foram incubadas, a 28 °C por um periodo de 10 dias na auséncia
de luz até a observacao de colbnias bacteriana isoladas. Findo este periodo contou-
se 0 numero de colbnia por placa para estimar a populagéo de bactérias endofiticas
associadas ao milho.

4.4.3 Caracterizacao Fenotipica das Col6nias

Cada colbénia com aspecto fenotipico diferente, crescida nas placas de Petri,
foi considerada para fins de contagem como uma bactéria diferente. Cada uma
destas colbnias fenotipicamente diferentes recebeu uma numeracéao e foi repicada
em camera de fluxo laminar para uma nova placa de Petri contendo, o meio de
cultura DYG’S so6lido (RODRIGUES NETO et al., 1986) - no caso de haver mais de
uma coldnia fenotipicamente igual, apenas um representante foi repicado. Apos a
repicagem as placas foram mantidas a 28°C por dez dias na auséncia de luz.

Quarenta e oito horas apds a incubacgao, foi realizada a 12 leitura visando
constatar a presengca ou auséncia de crescimento bacteriano. Apds a leitura, as
placas retornaram a incubadora e foram observadas a cada 48 horas durante dez
dias consecutivos. Depois desse periodo, a caracterizagéo das col6nias foi efetuada.
Os parametros analisados para a caracterizagdo foram: tempo de crescimento,
tamanho da colbnia, forma da coldnia, elevacao da colbnia, bordas da col6nia, brilho
da colbnia, aspecto da colbnia, cor, aspecto do muco, elasticidade do muco e tipo do
muco (NEDER, 1992).

4.4.4 Armazenamento dos Isolados
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Apés a caracterizagdo das colénias em meio de cultura DYG'S sélido
(RODRIGUES NETO et al.,, 1986), a massa celular foi retirada com alca
microbiol6égica estéril e adicionada a tubos contendo 700 puL de meio de cultura
DYG’S com 25% de seu volume de glicerol. As amostras foram homogeneizadas em

agitador para tubos e armazenadas em freezer a —20° C.

4.4.5 Identificacao de Bactérias Diazotroficas Endofiticas

Os isolados foram testados quanto a capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico em meio de cultura semi-sélido (DOBEREINER et al. 1995) usando
microtubos com capacidade de 1,5 mL, contendo 0,5 mL meio de cultura semi-sélido
BMGM (anexo) (ESTRADA de LOS SANTOS et al., 2001). Os microtubos
inoculados foram incubacao por dez dias a 28 °C. Findo o periodo de incubacéo, a
presenca de bactérias diazotréficas microarofilicas nas amostras de raizes e colmos

de milho foi verificada pela formagéo de pelicula na superficie do meio de cultura.

4.4.6 Caracterizacao Fenotipica dos Isolados de Bactérias Diazotréficas
Endofiticas em Meios de Cultura Semi Seletivos

Os isolados identificados como bactérias diazotroficas endofiticas foram
repicados em duplicata, diretamente em placas de Petri, contendo os meios de
cultura semi seletivos LGl (MAGALHAES et al., 1983) semi seletivo para
Azospirillum amazonense; NFb (3x) DOBEREINER et al. 1995; (com 3x a
concentracdo do corante), semi seletivo para Herbaspirillum spp., A. brasiliense e A.
lipoferum que acumulam corante em suas col6énias e JMV (BALDANI, 1996) semi
seletivo para Burkholderia spp. e mantidos a 28°C por 10 dias, na auséncia de luz,
para o crescimento de colbnias isoladas.

Também foram repicados as estirpes HRC54 (Herbaspirillum seropedicae),
CBAMC (Azospirillum amazonense), Ppe8 (Burkholderia tropica), M130
(Burkholderia sp.), Sp7 (Azospirillum brasilense) como padrdes de comparacao.
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Ap6s os 10 dias, foram realizadas as caracterizacdes fenotipicas considerando o
tempo de crescimento e os seguintes aspectos da colbnia: tamanho da colénia,
forma da col6nia, elevacao da colbnia, bordas da colénia, brilho da colénia, aspecto
da colb6nia, cor, aspecto do muco, elasticidade do muco e tipo do muco (NEDER,
1992).

4.4.7 Analise Estatistica

Os dados da estimativa da frequéncia de bactérias diazotréficas nos tecidos
das plantas de milho, bem como o numero de bactérias diazotroficas obtidas, foram
comparadas através de andlise de variancia, considerando os fatores: ambiente
(CEAB e CEC), cultivares de milho (BRS 1010, BRS 3003, BRS 4157 e BR 106),
parte da planta (colmo e raiz) e adubacao com N (suplementagcdo ou nao com uréia).

Todos os dados foram transformados pela equacgao raiz quadrada (x + 1,0).

A similaridade entre os isolados, através de suas caracteristicas fenotipicas,
foi avaliada por uma matriz binaria, sendo atribuido valor positivo para a presenca da
caracteristica e valor negativo para a auséncia de caracteristica. Os dados foram
comparados e a similaridade entre os isolados foi estimada pelo coeficiente Simple
Matching-SM-, e agrupada pelo método das distancias médias UPGMA (Unweighted
Pair Group Method) e representados graficamente por um dendrograma construido
pelo programa NTSYS (Numerical Taxonomy System Using Multivariate Statistical
Program), versédo 2.1 (ROHLF, 1994).

O indice de diversidade de Shannon-Weaver foi calculado considerando-se os
grupos morfologicos originados na analise de similaridade e contraste de valores
analisado pelo teste t de Hutcheson (ZAR, 1996).

Obteve-se o valor tabela do de t (4, L) para comparar com 0 t caiculado- Quando
o valor calculado foi maior que o tabelado, aceitou-se a hipo6tese alternativa de que
amostras ou areas possuiam indice de Shannon-Weaver estatisticamente diferentes
para um determinado nivel de probabilidade de 5%.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Numero de Bactérias Endofiticas nas Plantas de Milho

A populacao total de bactérias endofiticas observadas em meio de cultura
DYG'S (RODRIGUES NETO et al., 1986) foi de 537 isolados, sendo 183 isolados
oriundos de &rea de cerrado e 354 isolados oriundos de area de mata. Destes, 340
isolados foram obtidos de raizes e 197 da parte aérea (colmo). Com essa contagem,
estimou-se a populacao total de bactérias endofiticas, tendo ocorrido, para todas as
cultivares, frequéncia significativamente maior nas raizes, comparativamente ao
colmo (Tabela 4.5.1.1).

O grande numero de bactérias no sistema radicular parece ser regra e
representa uma resposta dos microrganismos a presenca do vegetal. A grande area
superficial das raizes é um habitat para abrigar uma grande densidade e diversidade
de bactérias, desde saprofiticas a comensais, mutualisticas, simbiéticas, endofiticas
e patogénicas (WELBAUM et al., 2004). Assim, o crescimento radicular implica no
aumento de substratos de carbono na zona radicular, os quais promovem a
proliferagdo de rizobactérias em face deste ambiente rico em alimento, o que
explica, ao menos parcialmente, a maior densidade de bactérias detectada nas
raizes das plantas de milho. O maior numero de bactérias nas raizes
comparativamente ao colmo de milho, provavelmente, se deve ao fato desta parte
da planta representar o primeiro local de entrada dos endofiticos (LODEWYCKX et
al., 2002).

Mecanismos de penetracdo e distribuicAo sdo necessarios para que as
bactérias colonizem o interior dos tecidos da planta, sendo que tais mecanismos
podem ocorrer devido a interacdo com outras bactérias ou a diferente necessidade
de cada organismo — planta ou bactéria - que determinam a colonizacdo de
diferentes nichos dentro da planta (LODEWYCKX et al., 2002). Provavelmente,
apenas parte da populacdo que coloniza o sistema radicular migra para a parte

aérea, refletindo em menor populacao e diversidade, como evidenciado pelo uso de
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(BARBOSA et al., 2006).
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isoladas de cana-de-agucar

Tabela 4.5.1.1 - Numero de Bactérias Endofiticas Totais e Numero de Bactérias
Diazotrdficas Endofiticas Isoladas de Plantas de Milho e % de Bactérias Endofiticas
Diazotréficas Coletadas em Area de Cerrado (CEAB) e Mata (CEC) no Estado de

Roraima.
o
Parte b N de N° de bactérias % de
Ambiente da Cultivares acte,r_las endo. diazotréficas diazotréficas em
endofiticas ) 3\ 7 = .
planta totais (x 10%) totais (x 107) relacdo as totais
BRS 1010 663,00 5,83 1,58
Raiy DR 106 369,0 7,5 1,82¢
CERRADO BRS 8008 1700 053 064
(CEAB) : 2O .04
BRS 1010 9,17 ND ND
Parte BR 106 417 ND? ND?
aérea BR 4157 83,3 0,83 0,59
BRS 3003 5,83 ND? ND?
BRS 1010 127,0 2,5 1,06
Raiz BR 106 153,0 2,5 0,93
MATA BR 4157 922,0 10,8 0,91
(CEC) BRS 3003 90,0 417 1,38
BRS 1010 1,33 0,08 0,35
Parte BR 106 0,62 0,08 0,81
aérea BR 4157 2,49 0,08 0,18
BRS 3003 1,58 0,04 1,73
C.V. (%) 59,12

1: Nimero de bactérias por grama de tecido vegetal fresco;

2: Significativamente superior em relagdo as mesmas cultivares e parte da planta pelo teste t em 5%

de probabilidade;
3: Nao detectado pelo método;
Obs.: Dados transformados pela equagdo Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0)

4.5.2 Densidade e Frequéncia de Bactérias Diazotréficas Endofiticas

Semelhantemente ao nimero total de bactérias endofiticas, observou-se

maior numero de bactérias diazotréficas endofiticas nas raizes das plantas de milho,

para todas as cultivares (Tabela 4.5.1.1). A populagdo de bactérias diazotréficas

endofiticas isoladas variou de 0,83 a 10,8 x 10° células g de tecido vegetal no
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sistema radicular e foi de, no maximo 0,83 células g de tecido vegetal no colmo
(Tabela 4.5.1.1).

Tal fato corrobora com outros estudos avaliando culturas como, milho
(ROESCH, 2007; QUADRQOS, 2009), arroz (RODRIGUES et al., 2006) e cana-de-
acucar (REIS JUNIOR et al.,, 2000), quando se constatou que a populagdo de
bactérias diazotréficas endofiticas € maior nas raizes do que na parte aérea das
plantas. Estudando a colonizacdo de milho e arroz por Bacillus megaterium
observaram que esta bactéria migrou lentamente das raizes em direcdo ao colmo e
as folhas, mostrando assim, que apenas poucas células bacterianas podem ser
encontradas nas partes aéreas dessas plantas (LIU; ZHAO; CHEN, 2006).

Comparativamente a outros trabalhos da literatura, o niumero de bactérias
diazotroficas endofiticas observado pode ser considerado baixo para uma Poaceae,
quando frequentemente sdo observadas populagdes de até 10° células g de tecido
vegetal de arroz (RODRIGUES et al., 2006), trigo (SALA et al., 2005) e cana-de-
acucar (REIS JUNIOR et al., 2000). E preciso considerar que nestes trabalhos a
obtengdo das bactérias diazotréficas endofiticas classicamente foi realizada
diretamente em meios semi-sélidos seletivos ou semi-seletivos, seguida de
estimativa da populagao de bactérias através de tabelas de Niumero Mais Provavel -
NMP - (DOBEREINER, 1995). Ao contrario, nesse trabalho o isolamento foi
realizado em placas de Petri contento o meio de cultura DYG’s sélido (RODRIGUES
NETO et al., 1986), que representa um meio pouco seletivo para o desenvolvimento
de bactérias e muito rico em nutrientes, permitindo o isolamento amplo e com baixa
pressao de selecao, diferindo, portanto, de outros trabalhos.

Aparentemente, apesar de demandar maior trabalho laboratorial, o0 uso do
meio DYG’s (RODRIGUES NETO et al., 1986) fornece informag¢des mais realisticas
do numero de bactérias, uma vez que preconiza a contagem direta em placas e nao
uma estimativa. E, além disso, também favorece bactérias raras que nao teriam
habilidade para crescer nos meios tradicionalmente utilizados. Isto se torna
pertinente pelo fato de que pode existir competicdo entre bactérias consideradas
mais frequentes como Azospirullum e as menos frequentes Azoarcus,
respectivamente (RODRIGUES, 2003). Segundo REINHOLD-HUREK et al. (1993), a
predominancia bacteriana do género Azoarcus no interior da raiz da graminea
“Kallar grass” foi favorecida apds desinfestagcdo superficial, o que poderia ter

reduzido a quantidade de Azospirullum.
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Além disso, 0 insucesso no isolamento de Gluconacetobacter johannae e
Gluconacetobacter azotocaptans em cana-de-acucar € a baixa diversidade
observada na espécie Gluconacetobacter diazotrophicus foi atribuida a producao de
bacteriocina por 2 grupos de bactérias da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus
(MUNOZ-ROJAS et al., 2005). Desta forma, a estratégia de utilizagdo de meio de
cultura sélido tende a diminuir este efeito negativo de competicao.

Entre as cultivares de milho, observou-se diferengas significativa no
percentual dos numeros de bactérias diazotréficas e, também, interacdo entre as
cultivares e os ambientes (Tabela 4.5.1.1). Ao passo que no CEC todas as cultivares
apresentaram percentagem de bactérias diazotroficas significativamente igual em
relacdo ao total de bactérias, no CEAB, as cultivares BR 106 e BRS 1010 tiveram
maior quantidade dessas bactérias em relacdo as demais cultivares, chegando a
mais de 1,5% da populacdo do total de bactérias (Tabela 4.5.1.1). Vale destacar,
contudo, que apesar de ndo significativa, no CEC, a cultivar BRS 3003 apresentou
uma percentagem de bactérias diazotréficas expressivamente maior — mais de 1,5%
- enquanto as demais cultivares apresentaram valores abaixo de 0,85% em relagcao
ao numero total de bactérias.

A interagdo entre cultivares e ambientes também foi observada para o
namero de bactérias endofitica diazotréficas avaliadas pelo teste t ao nivel de 5% de
probabilidade (Figura 4.5.2.1). Nesse caso, em ambos ambientes, houve diferengca
significativa no numero total de bactérias endofitica diazotréficas, sendo no CEAB,
namero significativamente maior para a cultivar BR 106, seguida de BRS 1010, a
qual nao diferiu das outras duas cultivares. Por outro lado, no CEC, o maior numero
de bactérias isoladas ocorreu na cultivar BRS 4157, seguida de BRS 3003, que néao
diferiu das demais (Figura 4.5.2.1).

Esta diferenca entre cultivares representa um fato comumente reportado na
literatura, as variedades de milho tendem a apresentar respostas positivas em
relacdo a colonizacdo com bactérias diazotréficas endofiticas (BLECKER; LEON,
1988). Também foi mostrado que o gendtipo da planta interfere na resposta a
inoculacdo, como foi demonstrado para trigo (AVIVI; FELDMAN, 1982), milho
(GARCIA de SALOMONE et al., 1996) e cana-de-acucar (URQUIAGA et al., 1992).
Neste Ultimo estudo, usando a metodologia de diluicdo isotépica de °N, os autores
mostraram claramente a diferenca entre variedades de cana-de-acucar quanto ao
ganho de N derivado da FBN.
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Aparentemente, esta caracteristica das variedades de milho poderia estar
relacionada com a estrutura genética da planta e da prépria bactéria que influenciam
no resultado da interacdo gendtipo x ambiente x bactéria. Geneticamente falando, é
esperado que genoétipos heterozigotos sejam menos suscetiveis as variacoes
ambientais que os homozigotos, e que populagdes heterogéneas sejam mais
tolerantes que as homogéneas (BLECKER; LEON, 1988).
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Figura 4.5.2.1 - Densidade de Bactérias Diazotréficas Endofiticas Obtidas de Raizes de Cultivares
de Milho.
Valores seguidos de mesmas letras, para um mesmo ambiente, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste t em 5% de probabilidade. C.V.(%) = 29,83
Obs.: Dados foram transformados pela equagdo Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0)

Nesse trabalho, a contagem de bactérias diazotréficas endofiticas também
mostrou interacdo entre ambiente e cultivares com a aplicagdo de nitrogénio na
adubacao de plantio do milho pelo teste t a 5% de probabilidade (Figura 4.5.2.1).
Nessa Figura, observa-se que, tanto em area de mata alterada quanto no cerrado,
houve frequéncia significativamente maior de bactérias diazotréficas endofiticas em
relacdo ao total de bactérias para dois dos cultivares, quando se utilizou adubacao
nitrogenada, comparativamente ao tratamento sem nitrogénio. Na mata, a cultivar
BRS 3003 apresentou maior frequéncia de diazotréficos quando recebeu nitrogénio,
0 que aconteceu também para a BR 106 em area de cerrado (Figura 4.5.2.1).
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Considerando todas as cultivares no cerrado, houve menor proporcao de
bactérias diazotréficas endofiticas isoladas no tratamento sem N em comparacao a
aplicacao de N, 5 e 18 bactérias, respectivamente. Ao passo, que na area de mata,
no tratamento sem N, obteve-se 17 bactérias e 15 com N, respectivamente.

De forma generalizada, parece existir um consenso que a presenga de
nitrogénio mineral inibe a presenca e a atividade de bactérias endofiticas
diazotroficas, assim como a diversidade genética desses organismos em plantas da
familia Poaceae (CABALLERO-MELLADO e MARTINEZ-ROMERO, 1994;
CABALLERO-MELLADO et al., 1995; GONZALEZ e BARRAQUIO, 2000; PERIN et
al., 2004). E esta inibicdo poderia dar-se tanto pelo fato da planta preferencialmente
utilizar N mineral, o qual apresentaria menor custo energético, ou ainda pelo fato dos
ions amédnio inibirem estes organismos dentro dos tecidos do vegetal, como
demonstrado para cana-de-agucar (MUTHUKUMARASAMY et al., 2002).

Por outro lado, também tem sido observado que a aplicagédo de nitrogénio
pode favorecer a atividade das bactérias endofiticas diazotréficas na planta. Tal
fenbmeno esta sendo atribuido ao fato da planta, especialmente em solos
oligotréficos, apresentar um melhor “status” nutricional quando fertilizada com N, o
que favoreceria melhores condi¢cdes de desenvolvimento bacteriano e pode explicar
a baixa quantidade de bactérias diazotréficas obtidas do tratamento sem N no
cerrado.

De fato, a inoculacdo de bactérias na presenca de pequenas doses de
fertilizantes nitrogenados tem mostrado uma maior eficiéncia para o sistema
planta/bactéria quando comparado com o uso isolado da bactéria. Foi observado
que o efeito da inoculagdo em milho e trigo foi mais pronunciado quando houve
inoculacdo e doses intermediarias de N (DOBBELAERE et al., 2002) e que as
bactérias nao sao inibidas pela presenca de nitrogénio (PRADO JUNIOR, 2008).

Além disso, € possivel também que em plantas mais nutridas, as bactérias
diazotroficas endofiticas sejam capazes de produzir fitohoménios de forma mais
pronunciada e, dessa forma, a promog¢ao do crescimento vegetal se daria também
por essa via, haja vista, muitas diazotroficas também apresentarem esta
caracteristica (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993, RADWAN et al., 2002).
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vEU

Cerrado

S/N
C/N
S/IN

VEAB

C/N

S/IN

Mata

C/N

BRS1010, BR106 | BR4157 BRS3003BRS1010 BR106 | BR4157 BRS3003

S/IN

-0,005 0,005 0,015 0,025 0,035

Frequéncia de bactérias endofiticas totais por grama de plantas

Figura 4.5.2.2 - Frequéncia (Numero de bactérias endofitica diazotréficas/nimero de bactérias
endofitica totais por grama de plantas) em area de cerrado e mata no estado de
Roraima em solos suplementados ou ndo com nitrogénio. Mostrando o efeito do
Nitrogénio.
*Valores diferem significativamente dentro do mesmo ambiente pelo teste t em 5% de
probabilidade. C.V.(%) = 59,12.
Obs.: Dados foram transformados pela equagédo Y + 1.0 - SQRT (Y +1.0)

4.5.3 Caracterizacao das Bactérias Endofiticas Diazotréficas Isoladas de Planta
de Milho

As 55 Dbactérias diazotréficas endofiticas foram caracterizadas
fenotipicamente em meio de cultivo DYG's, além dos semi-seletivos e,
posteriormente agrupadas, considerando-se as caracteristicas apresentadas nos
meios através do indice de similaridade - SM (Simple Matching). Dessa forma,
quatro dendrogramas foram obtidos — um para cada meio de cultura. Observou-se
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que a maioria das bactérias diferiam consideravelmente dos géneros Azospirillum,
Herbaspirillum, Burkholderia utilizados como referéncia. Diante dessa observagéo,
optou-se por realizar uma analise de similaridade com as caracteristicas observadas
em todos os meios de cultivo conjuntamente em uma Unica matriz.

Considerando uma similaridade de 85% entre as bactérias, constatou-se a
formacao de doze grupos fenotipicos (Figura 4.5.3.1; Tabela 4.5.3.1), sendo que as
bactérias utilizadas como referéncias distribuiram-se em trés grupos. As espécies H.
seropedicae, B. tropica e A. amazonense posicionaram-se no grupo 1, juntamente
com outros 5 isolados desse trabalho. Normalmente, estas 3 bactérias, vem sendo
isoladas em plantas de milho e outros cereais, pelos meios de cultura NFb, JMV e
LG, respectivamente (RODRIGUES et al., 2006; PERIN, et al., 2006). Contudo,
observou-se que todas apresentaram crescimento em todos os meios testados,
evidenciando, que s&o capazes de utilizar as fontes de carbono: manitol, sacarose e
acido malico (anexo). Vale destacar, que néo é possivel inferir que os isolados
agrupados com estas bactérias referéncias sejam pertencentes a uma destas
espécies, apenas com base nas caracteristicas fenotipicas e fisiolégicas avaliadas,
sendo necessario, para tanto, analise de biologia molecular das bactérias isoladas.

A bactéria B. kururiensis, também utilizada como referéncia, se agrupou
juntamente com outras 8 bactérias oriundas da cultivar BR 106 e BRS 1010 isoladas
na area de cerrado (Figura 4.5.3.1), sendo que todas também se desenvolveram em
todos os meios de cultura avaliados. Esta bactéria, igualmente as anteriores,
aparentemente apresenta baixa especificidade hospedeira, tendo sido constatada
em plantas de milho, café, cana-de-agucar e arroz (ESTRADA DE LOS SANTOS et
al., 2001; RODRIGUES et al., 2006).

A outra bactéria referéncia, A. brasilense, agrupou-se tanto com bactérias
oriundas da mata quanto do cerrado, cujo grupo ndo apresentou crescimento no
meio de cultura JMV, o qual apresenta manitol como fonte de carbono e pH 5,5.
Também esta bactéria foi encontrada em milho (BALDANI et al., 1997).

Plantas de milho podem ser colonizadas simultaneamente por inUmeras
bactérias. Uma diversidade de diazotroficos tem sido identificada em milho como
Azospirillum, Herbaspirillum e Klebsiella dentre outros (BALDANI et al., 1980, 1986;
CHELIUS & TRIPLETT, 2001). Recentemente, novas espécies diazotréficas foram

descritas em associagdo com milho como A. zeae e A. canadense (MEHNAZ et al.,
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2007a e 2007b), indicando que numero de espécies descritas tende a crescer nos
proximos anos.

Dos mais 80 géneros endofiticos cultivaveis, pouco mais de uma dezena sao
reconhecidamente diazotréficos. Estes resultados indicam claramente a necessidade
de se reavaliar as estratégias atualmente adotadas para que seja possivel a
descricao da biodiversidade total das bactérias diazotréficas associadas as plantas
(ROESCH, 2007).

Semelhantemente a outros trabalhos presentes na literatura, frequentemente
isolados de bactérias diazotréficas oriundas de amostras vegetais de ambientes
tropicais apresentam pouca semelhanga com caracteristicas fenotipicas, fisiolégicas
e mesmo genotipicas de estirpes tradicionalmente utilizadas como referéncia
(PERIN, 2007). A despeito de discrepancias entre caracteristicas fenotipicas
inicialmente observadas de novos isolados com bactérias referéncias, espécies
novas vem sendo descritas, como € o caso de Burkholderia silvatlantica para cana-
de-acucar (PERIN et al., 2006).

Neste sentido, é pertinente mencionar que entre os diversos grupos
fenotipicos observados nesse trabalho, existe a possibilidade de estarem presentes
novas espécies bacterianas, 0 que exige etapas posteriores de identificacao
taxondmica.

Na andlise de similaridade, de maneira geral, observaram-se bactérias
predominantemente agrupadas de acordo com a cultivar e, ou ambiente onde foram
isoladas e outras distribuidas por varios grupos (Figura 4.5.3.1 e Tabela 4.5.3.1). As
bactérias presentes nos grupos 1 e 4 foram isoladas apenas no cerrado nas
cultivares BR 106 e BRS 1010. Por outro lado, os grupos 3, 7 e 8 — com pelos
menos 4 bactérias cada — e os grupos 5, 6, 10 e 11 — a maioria com apenas uma
bactéria — foram exclusivos da area de mata. Sendo importante destacar que o
grupo 3 teve apenas bactérias oriundas da cultivar BRS 4157, e no grupo oito houve
predominio de bactérias também dessa cultivar. Os demais grupos — 2, 9 e 12 —
apresentaram bactérias provenientes de ambas as areas e mais de uma cultivar de
milho.

E importante destacar ainda, que ndo houve agrupamento de bactérias em
funcéo da presenca de nitrogénio, com excec¢ao do grupo 5 com apenas 1 isolado, o
que evidencia que este elemento aparentemente favoreceu a densidade de

bactérias em determinados grupos, sendo que estes reuniram bactérias isoladas
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também de amostras sem nitrogénio. Ainda outra observacgéao, foi a nao formacgao de
grupos exclusivos com bactérias oriundas do colmo, o que evidencia que as
bactérias presentes na raiz, sdo aquelas que posteriormente colonizaram o colmo
das plantas de milho, como destacado por LIU; ZHAO; CHEN, (2006).
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Figura 4.5.3.1 - Dendrograma de similaridade baseado no Coeficiente SM (Simple Matching) e UPGMA
(Unweighted Pair Group Method) dos isolados de bactérias diazotréficas endofiticas e bactérias
de referéncia nos meios DYG’S, NFb (3x), LGI, IMV provenientes dos cultivares de milho.
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Tabela 4.5.3.1 - Grupos fenotipicos de bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de cultivares de milho no cerrado € mata e
respectivas caracteristicas utilizadas para a elaboragéo do dendrograma de similaridade.

0
Grupos Ambiente Cultivar de milho Pl?f;:i 31 a Nitrogénio isoIl\ell dos Principais caracteristicas nos meio de cultura semiseletivos
fenotipicos  —3g™CO 10103003106 4157 R C__ Sim__ Nao DYG'S NEB MV LGI
a2, bl-b2, c2, d1- al-a2, bl, c2, dl,
1 + - + ; + - -+ 4 5 alas, 221’ el b, al, szl’g%z‘g;’ AL 42 el-e2, f1- 2, el-e2, fI-f2, g3,
7 e g3 g7, g10-gl1
alad, BID2 €l 4l bl clc2 dl. al.blc2dl el- al-a2 bl 2, dl,
2 + + + + + + + + + + 10 f1:f2 22 ’ou g3: el-e2, f1, gl ou, e2, fl, gl, g2-g3- el-e2, fl, g2-g3-
’ ’ g2-g5 g5 g5-g7
g4
al-a2, bl-b2, cl- al-a2, bl-b2, cl-
3 -+ - - - v+ 4 2 di-d2 el-e2, 2. dl-d2, ele2, 0P 2 dl e alad, babs, dl,
f1-f2, g2-g3-g4 gll-gl2 88 18
al e a2, bl, c2, al-a2, bl, c2-c3,
4 .- + - + -+ -+ s 8 dleflge fpt SN dlaz erea ni- G0 2 0
g3 ’ 12, g6-g11 ’ ’
5 B + B B B + + B . B 1 al, bl, c2,dl, e2, al,bl,c2,dl,el, a2,bl,c2, dl,e2, a2, bl,c2,dl,e2,
fl, g2 fl, g2 2, g13 2, g2
6 ) + + ) . + + ) . . 5 a2, b2, cl, d2, el- ndo houve a2, bl, c2,dl, e2, a2,bl,c2,dl,el-
e2, f1-f2, gl-g2 crescimento 2, g13 e2, f1, g2
al-a2-a3, bl-b2, al-a2, bl-b2, ¢2, al-a2, bl-b2, c2,
7 - + + - + + + - + + 4 cl-c2, d1-d2, el- nao houve dl1-d2, e2, f1, g2- dl1-d2, el-e2, f2-
e2, f1-12, g2-g3 crescimento 23 2, gb6-g7
al-a2, bl-b2, cl,
3 ) + ) ) . + + ) . . 4 dl. el-e2. fl-f2. ;122 b22, (il2 d2, el, ?11 b21, 22, dl, e2, ;122, b122 cl, d2, el,
gl-g4-g12 > 848 > 84-8 > g
al-a2, bl, cl-c2, al, bl, cl-c3, dl,
9 + 4 - + + - o+ o+ 4 5 dl, el-e2, fl-f2, e2, fI-f2, g8.-g9- nido houve 21> bl c2,dl, e2,
g2-g3-g4 g5 crescimento fl, g3-g7
10 B + B B + B + B B + 1 a3, b2, c2,d2, el, ndo houve nio houve a2, cl, c2, dl, el,
2, g2 crescimento crescimento fl, g7
1 ) + + . ) ) + ) . . 5 a2, bl, c2,dl, e2, al,bl,cl,d2,el- a2, bl,c2,dl,e2, nio houve
fl, g2-g3 e2, f1-2, g1-g8 f1-f2, g13 crescimento
al-a2, bl, c2, d1 ~
coo T 7 al, bl, ¢2,dl, e2, al, bl, c2,dl, e2, nao houve
12 + + + + + + + + + + 9 e2, fl, gl-g2-g3- £2, 98-99 f1, g3 crescimento

g4

Tamanho: al: pequena, a2: média, a3: grande; Forma: bl, circular, b2: irregular; Elevacdo: cl: plana, c2: elevada, c3: convexa; Borda: d1: lisa, d2: ondulada; Transparéncia: el: transparente, e2: opaca; Aspecto da
colonia: f1: homogénea, f2: heterogénea; Cor: gl: branca, g2: bege, g3: amarela, g4: salmdo, g5: rosa, gb: laranja, g7: verde, g8: centro azul e borda branca, g9: centro verde e borda branca, g10: centro preto e borda
transparente, g11: centro amarelo e borda transparente, g12: centro branco e borda transparente, g13: centro amarelo escuro e borda clara. AB — Campo Experimental Agua Boa; CO — Campo Experimental Confianga;

1010 — BRS 1010; 3003 - BRS 3003; 106 — BR 106; 4157 — BR4157; R-raiz; C-colmo.
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4.5.4 Diversidade de Grupos Fenotipicos de Bactérias Endofiticas Diazotréficas
nas Plantas de Milho

Houve maior riqueza de grupos fenotipicos — maior niumero de grupos - de
bactérias diazotroficas endofiticas na area de mata, comparativamente ao cerrado,
10 e 5 grupos, respectivamente. Entre as cultivares, maior riqueza de grupos
fenotipicos decresceu na seguinte ordem: BR 106, BRS 4157, BRS 1010 e BRS
3003, as quais apresentaram 8, 7, 6 e 4 grupos respectivamente (Tabela 4.5.3.1).

Com base na riqueza de grupos fenotipicos e na distribuicdo das
bactérias dentro dos respectivos grupos, calculou-se o indice de diversidade de
Shannon-Weaver. Este indice ecolégico tem sido considerado padrdo para estimar a
diversidade de espécies de forma sensivel, levando em consideracao a uniformidade
e abundancia de espécies (ATLAS; BARTHA, 1998).

Entre os ambientes avaliados, maior indice diversidade de grupos fenotipicos
de bactérias diazotréficas endofiticas de milho foi observado na area de mata,
comparativamente ao cerrado (Figura 4.5.4.1). E, entre as -cultivares, maior
diversidade foi observada para as variedades de milho, BR 106 e BRS 4157,
enquanto para os hibridos, isso ocorreu para a cultivar BRS 1010 e menor para BRS
3003, a qual apresentou indice de diversidade significativamente inferior ao
observado para as variedades (Figura 4.5.4.1).

A maior riqueza e diversidade fenotipica de bactérias diazotroficas
endofitica observadas na area de mata (Figura 4.5.4.1), indica que neste ambiente
existem determinadas caracteristicas edafoclimaticas que favorecem o
desenvolvimento e estabelecimento de um maior niumero de espécies de bactérias.
Tais caracteristicas s&o na maioria das vezes complexas e se estabelecem por
condicionantes quimicos, fisicos, além dos biolégicos (WIDMER et al., 1999; POLY
et al., 2001). Fatores ambientais como tipo de solo e regime hidrico sdo fatores
determinantes da estrutura da comunidade de diazotréficos (TAN et. al 2003). Se a
comunidade de bactérias endofiticas diazotréficas é representada por uma fracao da
comunidade microbiana presente no solo (SEGHERS et. al, 2004), entdo a
composicao da comunidade endofitica sera determinada pela influéncia ambientais e

a especificidade entre microorganismos e hospedeiro.
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Na analise de solo realizada no periodo de coleta das plantas de milho
(Tabela 4.4.1.1), observou-se que no solo de mata havia mais que o dobro de
matéria organica, comparativamente a area de cerrado, € também maior teor de
argila. Além disso, de forma geral, observaram-se, também maiores teores dos
micronutrientes Zn, Fe e Mn em solo de mata. Por outro lado, na parte aérea das
plantas, observaram-se maiores teores de Zn no tecido vegetal na area de mata e
menores teores de Co e Mo, comparados as plantas de milho do cerrado. Todos 0s
cultivares de milho, com suplementacdo de N na area de cerrado — CEAB,
apresentam maior quantidade de N nas folhas, enquanto que na area de mata —
CEC, nem todos com suplementacao de N apresentam maior quantidade de N nas
folhas (Tabela 4.4.1.2), indicando que na area de cerrado o N mineral foi totalmente
utilizado enquanto que na area de mata 0 mesmo nao aconteceu.

Em trabalhos realizados no Rio Grande do Sul, os autores verificaram que
bactérias diazotréficas endofiticas oriundas de plantas de milho variam de
diversidade genética, dependo das condicdes edafoclimaticas da regiao onde foram
coletadas, tendo sido sugerido que o pH do solo, matéria organica, e teores de
argila, além da pluviosidade estariam influenciando a diversidade destes
microrganismos (ROESCH et al., 2007).

Entre as cultivares, o fato de ter havido maior riqueza e diversidade nas
variedades, aparentemente indica que gendtipos heterozigotos possibilitariam a
associagao do vegetal com um maior numero de espécies bacterianas. O que nao
necessariamente seria uma regra, pois o hibrido BRS 1010 apresentou diversidade
igual as variedades avaliadas.

De fato, existe certo consenso que variedades de milho tendem a se associar
mais facilmente com bactérias diazotréficas e, assim obterem maior quantidade de N
via fixagdo biolégica. Contudo, alguns trabalhos tém mostrado que néo
necessariamente as variedades de milho apresentam melhores resposta a
inoculacdo. ALVES (2007) observou que o hibrido SHS 5050 foi capaz de se
beneficiar mais da inoculagdo com Herbaspirillum que a variedade BRS 4157 e BR
106 quando as avaliacdes foram realizadas em condigcdes de campo. Por outro lado,
quando as avaliagoes foram realizadas em substrato estéril, foram observados
incrementos significativos na biomassa vegetal da cultivar BRS 4157 quando
inoculada. Estes resultados sugerem que esta variedade tem uma adaptacao as

espécies bacterianas nativas, as quais poderiam competir como a bactéria
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inoculante e restringir a fixacao biolégica de nitrogénio. Vale destacar que também
trabalhos realizados em Roraima mostraram incrementos significativos de
produtividade em funcdo da inoculagdo para o hibrido BRS 1010, enquanto nao
houve resposta significativa para BRS 4157, quando inoculadas também com
Herbaspirillum (ZILLI et al., 2007).

A inoculacdo de A. amazonense em dois gendtipos de milho sob diferentes
regimes de nitrogénio, em casa de vegetagdo resultou em maior quantidade de
matéria seca e mais acumulo de P nas raizes do hibrido que na variedade testada
(REIS JUNIOR et al, 2008).

25 -
a
a
2 _ a
3 b — 2
O -
32 157 b
° 8
(2]
5= 1
= g
©
SE 05 -
o C
ow
ENE
CEC ‘ CEAB ‘ BR106%RS 415¥RS1014BRS 300
Ambiente Cultivar de milho

Figura 4.5.4.1 — Diversidade de Grupos Fenotipicos de Bactérias Endofiticas Diazotréficas Isoladas
de Cultivares de Milho em Area de Cerrado (CEAB) e Mata (CEC) no Estado de
Roraima.
* Médias seguidas de mesmas letra, dentro de ambiente ou cultivar de milho, nao
diferem significativamente em nivel de 5% de probabilidade pelo teste t.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Em ambos os ambientes estudados houve grande riqueza de grupos
fenotipicos de bactérias endofiticas de milho obtidas no meio de cultura DYG's
s6lido (RODRIGUES NETO et al.,, 1986), tendo ocorrido maior percentual dessas
bactérias nas raizes comparativamente ao colmo das plantas;

Tanto a percentagem de bactérias diazotréficas endofiticas em relacdo ao
nuamero total de bactérias endofiticas, quanto o niumero de bactérias diazotroficas
endofiticas isoladas refletiram uma interacdo entre as cultivares de milho e os
ambientes;

Os cultivares BR 106 (hibrido) e BRS 1010 (cultivar), do cerrado, e BRS
4157 (hibrido) e BRS 3003 (cultivar) da mata, apresentaram as maiores densidades
de bactérias diazotroficas endofiticas, mostrando haver interagado entre gendtipos de
milho e ambiente;

A adubacdo nitrogenada favoreceu maior densidade de bactérias
diazotréficas endofiticas, nas cultivares BR 106 e BRS 3003, nos ambientes de
cerrado e de mata, respectivamente;

Maior diversidade de bactérias diazotréficas endofiticas ocorreu nas plantas
de milho cultivadas na area de mata.
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ANEXO A

MEIOS DE CULTURAS E SOLUCOES

MEIO DE CULTURA DYG’S SOLIDO (RODRIGUEZ NETO, 1986) (para inocular as

amostras e posteriormente isolar as bactérias endofiticas e caracterizar).

GIlICOSE oevveieeeeee e 20g9
Acido MANCO........cueeceeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 209
Peptona bacteriologica ..........ccccvveeeiiiiieeeennnen 1,59
Extrato de levedura ........ccccoocviiiiiiiiiieiie, 20¢9
(6 o | = 0,59
MgSO4.7H20 .....ooeiiiiiiiiec e 0,59
Acido gIUtAMICO ......vovveeeeeeeeeeeeeee e, 1,59

Ajustar pH para 6,5 com solugdo de KOH a 10%.
Completar para 1000 mL com H,O destilada.

Adicionar 15gL™ de agar para meio sélido.

MEIO DE CULTURA DYG’S LiQUIDO (RODRIGUEZ NETO, 1986) (para estocar as

bactérias).

GIICOSE et 29
ACIAO MANICO ..., 29
Peptona bacteriol0giCa...........ccvveeiiriiiieiiiiiieeee e 1,59
Extrato de levedura..........ccooiiiiiiiiiiiiii e 2,09
KoHP O 4o 0,59
MGSO4.7H20. . e 0,59
ACIAO GIULAMICO.......c.eecveeeeeeceeeeeeeeeeee s 1,59

Ajustar pH para 6,5 com solugdo de KOH a 10%.

Completar para 1000 mL com H»>O deonizada autoclavada.
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Adicionar 15gL™ de agar para meio sélido.
Acrescentar 25% de glicerol

MEIO DE CULTURA BMGM (ESTRADA DE LOS SANTOS, 2001) (para identificar
as bactérias diazotréficas endofiticas).

ACIHO MANCO ..., 29

GlICOSE...eeiiiii it 19

MONIEOL. ..o 19

KoHP O 4. 0,59

KHPO 4. 0,59

MOSO 4t 0,29

CaAClg. e 0,029
NASMOO 4. ... 0,002¢g

FESO e 0,01g

PH e 6,0

AGAT e 2,39 (usar 2,09)
HoO e 1000 mL (deonizada e autoclavada)

MEIO DE CULTURA SEMI SELETIVO LGI (MAGALHAES et al., 1983)

SACANOSE. ....uteeeeiee ittt ettt 59
KoHPO4 SOLT0Y% et 2 mL
KH2PO4 SOLT0% e emL
MgSO4.7H20 SOL.T10% oot 2 mL
CaCl2.2H20 SOl 1% .ueieiiieiieiieiee e 2 mL
NasMoO4.2H20 SOl, 0.1% e 2mL
FECl3.6Ho0 SOl 1% ... 1 mL
Azul de bromotimol 0.5% em 0.2 N de KOH .............coc.. 5mL
FEEDTA SOl 1,64% ettt 4mL

Vitamina para meio de cultura.........c..cooooiiiiiiiiiiiieeees 1mL
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Completar para 1000 mL com H,O destilada.
Ajustar o pH para 6,0 — 6,2 com H,SO4 sol. 5%

Colocar 1,4 gL' de Agar para semi-sélido e 15gL™" para sélido.

MEIO DE CULTURA SEMI SELETIVO JMV (BALDANI, 1996)

MENITOI .. e 59
KoHPO4 SOl 10% eveiiiiiiieeeiee ettt 6 mL
KH2PO4 SOl 1070ttt 18 mL
MGSO4.7H20 SO, 10% et 2mL
[N 1O IS T 01 1 mL
CaCla. 2HoO SOl, 1% et 2mL
Azul de bromotimol, solucdo 0,5% em 0,2 N de KOH ..........ccccvvneeee. 2mL
FEEDTA SOL. SOI, 1,64% et 4 mL
Sol. de micronutrientes para meio de cultura..........cccceeveeeeeeeeeccnnnnnne. 2mL
Vitamina para meio de CUultura ..........ooooeiiiiiiiiiiiiee e 1mL
Extrato de levedura......... ..o 100 mg

Completar para 1000 mL com agua destilada.
Ajustar o pH para 4,2 — 5,4.

Adicionar o 4gar 1,6gL™" para semi-sélido e 25gL™ para sélido.

MEIO DE CULTURA SEMI SELETIVO NFb (3x) (BALDANI; DOBEREINER, 1980)

ACIAO MANICO.....cvvee e 50gL"
o Ll @ 059gL"
MG SOu4. 7H20 oo 0,2glL™
N =T OO 0,1glL"
CaClp. 2H2O ..ot 0,02gL™
Solugao de MICroNULHENTES .......coeeeiiiiieiee e 2 mL
Azul de bromotimol (solugédo 0,5% em 0,2N KOH)..........cccevennnneees 6 mL

FEEDTA (SOIUGAO 1,64%)..cccciiiiiiieiieeee e 4 mL



Solucao de micronutrientes para meio de cultura...........ccccoeeeiieeennn. 2 mL
Solugao de VItaminNas ..........ooiiiiiiiiei e 1 mL
KOH e 45¢gL"
Extrato de levedura ............ooo e 50mg

Completar para 1000 mL com agua destilada.
Ajustar o pH 6,5 - 6,8 com solugdo de KOH a 1%

Adicionar 1,3 gL de agar para semi sélido e 15gL™ para sélido.

MEIO DE CULTURA SEMI SELETIVO NFB (BALDANI; DOBEREINER, 1980)

ACIHO MANCO. .....eveeceeeeeeeeeee et 5gL"
KoHPO4 e SOL10%. e 5mL
MgSO4.7H20 ................. SOL10%..ceeeiiieeeeeeeeeeee 2 mL
NaCl ....ooooriiiiiiiiieee SO0l 10%. e 1mL
CaClo.2H50 ....coevvvvnnn. Yo I K T 2 mL
Azul de bromotimol....... 0.5% em 0.2N de KOH........... 2mL
Solugao de micronutrientes para meio de cultura........ 2mL
FEEDTA ... S01.1.64%.ccccciiiiiiiiiiiiieeene 4 mL
(O] TR 45¢gL"
Vitamina para meio de cultura...........ccccceeeeiiieeeeiennnen. imL
Extrato de levedura ... 50mg

Completar para 1000 mL com H>O destilada.
Ajustar o pH. para 6,5 e colocar o agar por ultimo.
Adicionar 1,8 gL de agar para semi sélido e 15gL™ para sélido.

SOLUGAO DE MICRONUTRIENTES (DOBEREINER et al. 1995)
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NAZMO4. 2Hz..vceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1,00g L™
MNSO4. 2H20. ..o 1,175g L

SOLUCAO DE VITAMINAS (DOBEREINER et al., 1995)

Biotina......oo o 10mg

Pirridoxol —HCI ......oooiiieeeen 20 mg

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100 mL com agua destilada.

Manter a solucédo em geladeira.

SOLUCAO SALINA (para diluicdo)

8,59 de NaCl para 1000 mL de H.O deonizada e autoclavada

SOLUCAO PARA CORRECAO DE pH (NaOH a 10%)

10g de NaOH para 100 mL de H>O deonizada e autoclavada.

62

SOLUCAO DE HIPOCLORITO A 10% (para desinfeccdo as amostras de raiz e

colmo)

100 mL de Hipoclorito
900 mL de H»O estéril
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ANEXO B

IMAGEM DOS EXPERIMENTOS E PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

-

Plantio de milho no CEC — Area de Mata. Plantio de milho no CEAB — Area de
Cerrado.

milho.

| ik

Amostra sendo medida 10 cm de distancia Amostra ja separada em raiz e colmo.
da raiz para ser retirada a amostra de colmo.



64

Amostras lavadas e levadas ao Laboratério Amostras processadas em repouso por
de Microbiologia do Solo para pesagem. 1 hora.

Colbnias diferentes fenotipicamente foram Coldnias isoladas em placas de Petri.

isoladas.

A presenca de bactérias diazotréficas Os meios semi seletivos utilizados foram

microaerofilicas foi verificada pela formagao LGI, NFb (3x) e JMV
de pelicula na superficie do meio de cultura.



