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RESUMO

O estdgio curricular obrigatério foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de
Microbiologia Agricola (Departamento de Diagndstico e Pesquisa Agropecuaria — Secretaria
da Agricultura, Pecuéria, Produgdo Sustentavel e Irrigacdo) em Porto Alegre — RS, no periodo
de 08/05/2023 a 24/10/2023. O principal objetivo foi isolar e selecionar bactérias oriundas da
rizosfera de Butia odorata (Barb.Rodr.) Noblick para estudos relacionados a promocédo de
crescimento vegetal. Além disso, durante o periodo transcorrido, foi possivel vivenciar a rotina
laboratorial dos centros de pesquisa. Os experimentos associados a promogao de crescimento
vegetal estavam focados em analisar a producdo de &cido indol acético (AlA), sider6foros e
ainda a capacidade de solubilizacdo de K:HPOj4 pelas bactérias isoladas. Os resultados obtidos
foram promissores, indicando a possivel aplicacdo dos isolados como inoculantes agricolas.
Contudo, sdo necessarios mais estudos e aprofundamento da capacidade de promocao de
crescimento vegetal dos isolados, além da sua caracterizacdo a nivel de espécie.

Palavras-chave: fosfato; sideroforos; inoculantes.
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1. INTRODUCAO

A espécie Butia odorata (Barb.Rodr.) Noblick é uma planta de ocorréncia natural do sul do
Brasil ao nordeste do Uruguai, presente em solos arenosos e afloramentos rochosos de planicies
costeiras (MATTOS, 1977; WAECHTER, 1985). E caracterizado por apresentar estatura de 2
a 9 m, com estipe solitario e ereto, folhas pinadas de coloracdo verde-acinzentadas, possui
bractea peduncular lenhosa e lisa, seus frutos tém formatos ovoides a globosos, de coloracdo
amarela a laranja-avermelhado (LORENZI, 2010). No Rio Grande do Sul, esta presente ao
longo da Lagoa dos Patos e Lagoa Mirim, com grande concentracéo nas cidades de Tapes, Barra
do Ribeiro e Santa Vitoria do Palmar (GEYMONAT; ROCHA, 2009; FIOR, 2011).

Entre as décadas de 30 e 70, os butiazais possuiam grande importancia econémica no Rio
Grande do Sul, principalmente pelo uso de suas folhas, que eram extraidas para producao de
crina vegetal, destinadas a fabricacdo de colchdes e pecas de estofaria. Entretanto, a crina
vegetal foi substituida gradativamente, apds a adocéo de fibras sintéticas derivadas de petréleo
(BONDAR, 1964). Por ser uma espécie de dificil propagacdo (a germinagdo € extremamente
lenta), as mudas sdo obtidas quase que exclusivamente por meio de extrativismo ilegal, em que
até mesmo plantas com mais de 100 anos sao retiradas do seu ambiente natural, sem critérios
de manejo definidos (SCHWARTZ et al., 2010; FIOR, 2011).

Atualmente, o butiazeiro vem sendo utilizado para diferentes atividades, desde alimentacao
humana e animal, artesanato e paisagismo (GEYMONAT; ROCHA, 2009; TONIETTO;
SCHLINDWEIN; TONIETTO, 2009). O carater ornamental e suas utilidades na agroindustria
vém despertando uma crescente demanda de estudos mais aprofundados de propagacao,
implantacdo e manejo, visando a correta conducdo do butiazal para fins de producdo e
conservacao (TONIETTO; SCHLINDWEIN; TONIETTO, 2009).

Algumas bactérias apresentam uma grande variedade de efeitos positivos sobre o seu
hospedeiro, tais como: a solubilizacdo e mobilidade de minerais (como o fdsforo e ferro),
fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de fitorreguladores (auxinas, giberelinas e
citocininas), e através desses mecanismos, a protecao contra o ataque de fitopatogenos. Assim,
qualquer microrganismo que possua uma ou mais dessas caracteristicas pode ser considerado
como promotor de crescimento vegetal (GLICK, 2015; HAYAT et al., 2010; PEREIRA et al.,
2012).

No que diz respeito as bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB, do termo em
inglés Plant Growth Promoting Bacteria) isoladas de espécies da Familia Arecaceae, 0s estudos
sdo escassos. Poucos trabalhos abordam sobre caracteristicas de PGPB relacionadas ao

butiazeiro, 0 que mostra a necessidade de ampliacdo da pesquisa com relacéo a esta espécie,
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visto que podem auxiliar em reduzir o tempo de germinacdo das sementes e crescimento das
mudas.

Desse modo, o presente trabalho visou investigar caracteristicas relativas a promocao
de crescimento vegetal por isolados bacterianos oriundos da rizosfera de B. odorata, a fim de
explorar o seu potencial como inoculantes agricolas. O estagio foi desenvolvido no Laboratério
de Microbiologia Agricola (Departamento de Diagnostico e Pesquisa Agropecuaria) em Porto
Alegre — RS, no periodo de 08/05/2023 a 24/10/2023 e teve como principais objetivos 1) Isolar
e selecionar bactérias oriundas da rizosfera de B. odorata; e 2) Caracterizar bactérias quanto a

aspectos relacionados a promocdo de crescimento vegetal.

2. CARACTERIZACAO DO LABORATORIO MICROBIOLOGIA AGRICOLA -
DEPARTAMENTO DE DIAGNOSTICO E PESQUISA AGROPECUARIA (DDPA)
O Laboratério de Microbiologia Agricola foi criado em 1944 a partir da juncdo de outros
trés laboratdrios, sendo que teve seu inicio s6 em 1948 no Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor (IPVDF) em Guaiba. Em 1962 foi criado o Instituto de Pesquisas
Agrondmicas (IPAGRO) e o Instituto de Pesquisas Zootécnicas (IPZ), e apds dez anos, 0
Instituto de Pesquisas e Recursos Naturais Renovaveis (IPRNR). No ano de 1994 nasce a
Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria — FEPAGRO a partir da unido destes quatro
Institutos — IPVDF, IPAGRO, IPZ e IPRNR. Porém, no ano de 2017 a FEPAGRO é extinta
pela Lei N° 14.978/2017 e vinculada a Secretaria Estadual de Agricultura, Pecuaria, Producéo
Sustentavel e Irrigacdo (SEAPI), sendo atualmente chamada de Departamento de Diagnéstico
e Pesquisa Agropecuéria (DDPA), onde o Laboratorio de Microbiologia Agricola esté inserido.
O Laboratorio de Microbiologia Agricola é referéncia na area de microbiologia agricola
e solos, sendo responsavel por diversos estudos e trabalhos de relevancia nessa e nas demais
areas do desenvolvimento agropecuario. No que diz respeito a producdo cientifica, o
Laboratdrio de Microbiologia Agricola é responsavel por dirigir diversos alunos de graduacédo
a pesquisa, atraves da vivéncia com atividades cientificas. Desde os anos 50 o laboratdrio conta
com a participacdo de graduandos em projetos desenvolvidos, agregando na formagéo
profissional dos alunos e futuros pesquisadores.t
A equipe do laboratdrio € composta por profissionais de diferentes areas. Entre 0s membros,
encontram-se uma Eng. Agrénoma, responsavel técnica, pesquisadora e Doutora em Fitotecnia

— UFRGS, uma Bidloga, responsavel técnica, pesquisadora e Doutora em Genética e Biologia

! Informagédo fornecida pelos componentes do Laboratério de Microbiologia Agricola — Departamento de
Diagnostico e Pesquisa Agropecudria
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Molecular — UFRGS, um Eng. Agrénomo, pesquisador e Doutor em Zootecnia — UFRGS, um
Eng. Florestal, pesquisador e Doutor em Ciéncia do Solo — UFRGS, uma Biologa, laboratorista
e Mestre em Biologia Animal, uma Bidloga, laboratorista e Mestre em Fitotecnia — UFRGS,

uma estagiaria e trés bolsistas de iniciacéo cientifica.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Butia odorata

O butiazeiro (Butia odorata) (Barb.Rodr.) Noblick é uma das 266 espécies de palmeira que
ocorrem no pais (LEITMAN et al., 2010). A espécie B. odorata tem ocorréncia nas zonas da
Planicie Costeira desde o Estado do Rio Grande do Sul até Rocha, no Uruguai, areas onde a
espécie se encontra frequentemente associada a ambientes campestres, vinculados a fatores
edaficos e ao manejo das pastagens (FIOR, 2011; WAECHTER, 1985). E comum encontrar no
género a distribuicdo das plantas na forma de adensamentos extensos, que recebem o nome de
palmares ou butiazais (MARCATO, 2004). Apesar de ser uma espécie heliofita (plantas que
sdo adaptadas ao crescimento em ambiente aberto ou exposto a luz direta), o butiazeiro é
frequentemente encontrado proximo a areas de mata (OLIVEIRA et al., 2007).

A espécie B. odorata possui estipe solitario e ereto, podendo ser tortuoso e variando de 2 a
9 m, folhas pinadas verde-acinzentadas, bracteas pedunculares lenhosas e lisas, e os frutos séo
ovbides a depresso-globosos, de coloracdo amarela a laranja-avermelhados. Suas
inflorescéncias sdo ramificadas no nivel de primeira ordem, e sdo protegidas por uma bractea
peduncular. Seu florescimento se da no periodo de outubro a dezembro, enquanto a frutificacdo
ocorre de janeiro até abril (LORENZI et al., 2010; BUTTOW, 2008).

3.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

Ao longo dos anos, inimeras praticas vinculadas ao uso de insumos quimicos na agricultura
para 0 aumento da producdo e produtividade agricola prejudicam o meio ambiente, através da
degradacéo e poluicédo do solo, da agua e do ar, resultando na diminuicdo da biodiversidade
animal e vegetal. Dessa forma, tornou-se imprescindivel a adocdo de novas tecnologias e
estratégias sustentaveis para reduzir os estresses abidticos globais que ameagam a agricultura,
e ainda assim garantindo a ampla oferta de alimentos para a populacdo. Limitacbes ao
desenvolvimento pleno das plantas, causadas por estresses abidticos como temperaturas
extremas, seca, salinidade, toxicidade de poluentes, estresses oxidativos, alta intensidade de luz,

radiagdo UV e o uso de herbicidas sdo capazes de comprometer cerca de 50 a 82% do
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rendimento agricola bruto das lavouras nos ultimos anos, caracterizando uma séria ameagca para
a agricultura e a seguranca alimentar global (GLICK, 2014).

Nesse sentido, buscando reduzir os impactos causados por estresses abioticos, a aplicacdo
de estirpes benéficas de bactérias promotoras de crescimento vegetal, através do uso de
inoculantes agricolas em sementes, é considerada uma importante estratégia para reduzir o
tempo de germinacdo e até melhorar caracteristicas de desenvolvimento e crescimento em
mudas. (LASTOCHKINA et al., 2019; DIMKPA; WEINAND; ASCH, 2009)

As PGPB séo capazes de se estabelecer no solo rizosférico como organismos de vida livre,
assim como podem ser encontradas colonizando a superficie das raizes das plantas (rizoplano).
Além disso, diversas bactérias rizosféricas também podem apresentar a capacidade de penetrar
e colonizar endofiticamente as plantas, ou seja, habitam o seu interior, sem causar danos
aparentes a seu hospedeiro (BULGARELLLI et al., 2013; VEJAN et al., 2016; PODOLICH et
al., 2015; SANTOYO et al., 2016).

As PGPB podem promover crescimento vegetal por mecanismos de atuacdo direta e
indireta. Diretamente, as bactérias podem atuar na disponibilidade de nutrientes do solo (através
da solubilizacdo de nutrientes insollveis e producdo de siderdforos), fixacdo bioldgica de
nitrogénio e ainda na producéo e regulacdo dos niveis de hormonios vegetais (KAUR et al.,
2016; AHEMAD; KIBRET, 2014), enquanto os mecanismos indiretos séo caracterizados pelo
poder destes microrganismos de operarem na protecdo vegetal contra fitopatdgenos
(biocontrole), além da reducdo de danos causados por estresses abidticos (DEY et al., 2014;
HASSEN et al., 2016).

Essa interacdo benéfica entre plantas e bactérias resulta em uma tecnologia viavel tanto
ambiental quanto econdmico, sendo utilizada no desenvolvimento de inoculantes agricolas,
compostos por linhagens de microrganismos, aditivos, substancias carreadoras e protetoras, em
diversas formulacOes e adaptadas a diferentes finalidades dentro da agricultura (BASHAN et
al., 2014; PREININGER et al., 2018). As PGPB podem ser aplicadas como biofertilizantes,
fitoestimulantes, agentes de biocontrole ou até mesmo como biorremediadoras, proporcionando
ganhos em producdo e produtividade com impactos reduzidos sobre o ambiente (BAEZ-
ROGELIO et al., 2017; ALORI; BABALOLA, 2018).

3.3 COLORACAO DE GRAM
A coloragdo de Gram objetiva classificar as bactérias em Gram-positivas ou Gram-
negativas. Elas possuem essa classificacdo devido ao método de coloracdo desenvolvido pelo

microbiologista dinamarqués Hans Christian Joachin Gram (1853-1938). A coloracdo de Gram
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é baseada nas caracteristicas das células bacterianas. A parede celular das bactérias
consideradas Gram-positivas possui acido teicéico, além do peptidoglicano, que corresponde a
uma fracdo maior do que a encontrada em bactérias classificadas como Gram-negativas.
Consequentemente, a parede celular das bactérias Gram-positivas € mais espessa do que quando
comparadas as Gram-negativas, o que influencia na coloragdo. Desse modo, bactérias Gram-
positivas passam pelo método de coloragdo, e quando aplicada a solucao de alcool-acetona, néo
perdem a coloragédo arroxeada de suas células, enquanto que o contrario ocorre nas bactérias
consideradas Gram-negativas, que ficam com uma coloracéo rosa-avermelhada (MADIGAN et
al., 2004).

As bactérias Gram-positivas fazem parte do grupo menos estudado e explorado de bactérias
associadas as plantas, quando comparadas ao grupo das bactérias Gram-negativas (EMMERT
1999; FRANCIS; HOLSTERS; VEREECKE, 2010). Isso se deve ao fato de que bactérias
Gram-negativas sdo as mais encontradas com caracteristicas relacionadas a promoc¢édo de
crescimento vegetal, onde destacam-se o0s géneros Azospirillum, Gluconacetobacter,
Pseudomonas e Rhizobium (BERG; MAHNERT; MOISSL-EICHINGER, 2014).

3.4 ACIDO INDOL ACETICO

Bactérias promotoras de crescimento também podem apresentar a capacidade de sintetizar
ou regular os niveis de algumas das principais classes de hormonios vegetais, como giberelinas,
auxinas, citocininas ou etileno. Porém, a sua maior caracterizacdo esta focada na producao de
auxinas, principalmente o acido indol-3-acético, o seu maior representante (SPAEPEN, 2015;
EGAMBERDIEVA et al., 2017).

O 4cido indol acético (AIA) é um fitorregulador produzido por uma diversidade de
bactérias. Esse composto participa de diversos processos fisiologicos, desde processos celulares
basicos até grandes alteraces morfoldgicas, sendo capaz de estimular e promover o
desenvolvimento e crescimento das plantas, através do alongamento celular, divisao celular e
diferenciacéo tecidual, aumentando a area de superficie das raizes (GOSWAMI, THAKKER,;
DHANDHUKIA, 2016; SAUER; ROBERT; KLEINE-VEHN, 2013). A capacidade de
producdo de AIA pelas bactérias influencia no balango de auxinas nas plantas hospedeiras,
favorecendo um maior alongamento radicular, o que esta associado diretamente a captacao de
nutrientes, o que resulta na promogéo de crescimento vegetal (SPAEPEN; VANDERLEYDEN,
2011).

Ao realizar-se experimentos de producdo de AlA pelas bactérias, faz-se necessaria a adi¢do

de triptofano ao meio de crescimento, pois este € reconhecido como o principal precursor das
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vias de biossintese de AIA em bactérias. Dessa forma, a sua presenca pode favorecer a producao
do fitorregulador (GOSWAMI, THAKKER; DHANDHUKIA, 2016; SPAEPEN;
VANDERLEYDEN; REMANS, 2007).

3.5 SIDEROFOROS

O ferro (Fe) é um elemento essencial para as plantas, atuando como cofator em uma
série de processos fisioldgicos importantes, como a respiracdo, fotossintese e fixacdo de
nitrogénio, sendo que sua deficiéncia resulta em uma sequéncia de alteracfes metabolicas
graves. No ambiente aerdbico, o ferro é encontrado na forma de hidroxidos e 6xidos de ferro,
formas ndo assimilaveis pelas plantas, o que reduz a sua disponibilidade. Desse modo, diversos
organismos (bactérias, fungos e plantas) sdo capazes de produzir sideréforos, metabolitos
secundarios e agentes quelantes de ferro que absorvem o nutriente no ambiente, tornando-o
prontamente disponivel. As bactérias que habitam a rizosfera produzem sideréforos, os quais
sdo liberados para extrair o ferro das fases minerais, permitindo que ele se torne disponivel para
as plantas. Consequentemente, as plantas absorvem complexos sol(veis de Fe**, que podem ser
transportados ativamente para dentro do sistema vegetal (RAMAKRISHNA et al., 2019)

Além disso, uma vantagem da producéo de siderdforos por PGPB é que microrganismos
fitopatogénicos ndo sdo capazes de absorver o complexo ferro-sideréforo, dessa forma, as
PGPB podem promover, indiretamente, o crescimento vegetal (RAMAKRISHNA et al., 2019;
SHEN et al., 2011). Atualmente, as PGPB tém seu uso empregado na producao de sideroforos
também como controle para doencas de plantas, onde limitam o crescimento e colonizacao de
microrganismos fitopatogénicos que dependem de ferro (TORSVIK; @VREAS, 2002.;
PAYNE, 1994).

3.6 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

O fosforo (P) é um dos macronutrientes mais importantes e necessarios para 0s
processos de fotossintese, transducdo de sinal, transferéncia de energia, biossintese de
macromoléculas e respiracdo. Mesmo que a quantidade encontrada de P no solo seja alta
(variando entre 400 e 1.200 mg kg™ de solo), a concentracdo de P sollvel (H2PO4 e HPO4?)
nesse ambiente é, habitualmente, de apenas 1 mg kg * ou menos (GOLDSTEIN, 1994), o que
significa que a maior parte deste elemento esta presente no solo em formas insoluveis, seja em
formas minerais (como apatita, hidroxiapatita e oxiapatita) ou organicas (como fosfato de
inositol, fosfomonoésteres, fosfodiésteres e fosfotriésteres) (KHAN; ZAIDI; WANI, 2007). Em

solos tropicais, esse nutriente se encontra em baixa disponibilidade, e assim grandes doses de
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adubos fosfatados sdo aplicadas para que as culturas alcancem niveis adequados de
produtividade (EIJK, 1997). Porém, a principal matéria prima para a produgdo de fertilizantes
fosfatados sdo rochas fosfaticas, que se caracterizam como um recurso mineral limitado. Além
disso, ha o fator ambiental relacionado ao uso excessivo de fertilizantes fosfatados (COOPER
et al., 2011; REIJNDERS, 2014). A fertilizacao de fésforo no solo possui um baixo indice de
aproveitamento, visto que cerca de 75-90% do fdsforo introduzido no solo por adubacéo
mineral é precipitado junto a ions de calcio, ferro e aluminio, na forma de compostos altamente
insoltveis (SINDHU et al., 2014).

Assim, algumas PGPB possuem a capacidade de disponibilizar esse nutriente, através
da solubilizacdo de fosfatos, associada a liberacdo de compostos absorventes de minerais e
liberacdo de enzimas extracelulares pela mineralizacdo do fosfato. Os fosfatos inorganicos
presentes no solo, como por exemplo Caz(POa4)2, séo solubilizados pela producao de sideroforos
e &cidos organicos pelas PGPB (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015). Portanto, o seu
uso tem sido explorado pelo seu poder de auxiliar no fornecimento de fosforo as plantas, onde
atuam na mineralizacdo do fosforo organico e solubilizacdo de fosfato mineral, empregando
uma importante ferramenta para a reducdo do uso de fertilizantes fosfatados na agricultura
(OWEN et al., 2015).

4. ATIVIDADES REALIZADAS

Neste tdpico serdo abordadas as atividades realizadas durante o periodo do estagio
curricular obrigatério, sendo grande parte desenvolvida no Laboratério de Microbiologia

Agricola e dependéncias do Centro de Pesquisa de Viamdo — DDPA/SEAPI.

4.1 COLETA DE SOLO RIZOSFERICO

Para o isolamento das bactérias, foram feitas coletas de amostra de solo da rizosfera de
plantas da espécie B. odorata (Figura 1A) oriundas do Centro de Pesquisa de Viamédo —
DDPAJ/SEAPI, sendo adotadas trés areas distintas (Apéndice A): area A composta por plantas
de ocorréncia natural, com aproximadamente 30 anos, onde ndo ha manejo; area B, composta
por plantas de ocorréncia natural, com aproximadamente 80 anos, onde ha controle de plantas
espontaneas por rocada; e area C, cultivada com mudas de butiazeiro em espagamento de 3x4
m, atualmente com 15 anos, a area € manejada com aplicacéo de calcério, adubo organico e
quimico (NPK).
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A adoc&o de trés diferentes areas objetivou coletar uma maior diversidade de bactérias,
visto que sdo &reas com diferentes caracteristicas e manejo. Dessa forma, futuramente, poderao
ser feitas analises do DNA destes microrganismos a fim de caracteriza-los a nivel de espécie.

A coleta foi realizada na camada de 0 — 10 cm da rizosfera das plantas (Figura 1B). Em cada
area, foram coletadas cinco amostras de solo junto a cinco palmeiras, resultando em uma
amostra por planta. As coletas foram realizadas com auxilio de pas e as amostras foram
colocadas em sacos plasticos (Figuras 1C e 1D), identificadas com suas respectivas

caracteristicas, e logo procedeu-se as etapas seguintes de isolamento das bactérias.

Figura 1 - Etapas da coleta de solo rizosférico. A) Exemplar de planta adulta da espécie B. odorata no Centro de
Pesquisa de Viam&o — DDPA/SEAPI. B) Amostra de solo rizosférico. C) Coleta da amostra de solo rizosférico na
camada de 0-10 cm. D) Saco pléastico contendo a amostra de solo coletada. Fonte: Autora (2023)

4.2 COLETA DE SOLO PARA ANALISE QUIMICA

Além das coletas de amostra de solo para isolamento das bactérias, foram coletadas
amostras de solo para analise quimica do mesmo (Apéndice B). Para isso, foram coletadas trés
amostras de solo na camada de 0 — 20 cm por area, seguindo orientacdo em zig-zag. As amostras
foram coletadas com auxilio de cavadeira e pas, sendo que cada amostra foi colocada em sacos
plasticos, identificadas com suas respectivas caracteristicas e encaminhadas para analise no
Laboratorio de Solos (DDPA).

4.3 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS
4.3.1 Homogeneizacdo e diluicdo das amostras

Apos a coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia
Agricola, onde foi dada a sequéncia aos procedimentos. As cinco amostras de cada area foram
misturadas e uma porcao de 10 g desta mistura de solo (Figura 2A) foi separada e diluida em

90 mL de solug&o salina 0,85 % em um frasco Erlenmeyer (Figura 2B), sendo esta a primeira
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diluico (101, resultando em uma soluc&o por area. Essas solugdes permaneceram em agitacio
a 185 rpm, 23 °C (+/- 2 °C) por 24 h.

Apos transcorridas as 24 h, deu-se sequéncia as séries de diluicdes. Da dilui¢do 107 foi
retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para um tubo contendo 9 mL de solucgéo salina 0,85
% (Figura 2C), resultando na diluicdo 1072, contabilizando uma solugéo por area. Em seguida,
a diluicdo 102 foi homogeneizada e 0 mesmo procedimento foi realizado para obter a diluicéo

1073, somando trés diluigbes por area.

Figura 2 - Etapas do isolamento de bactérias rizosféricas. A) Pesagem de 10 g de solo coletado. B) Diluicéo das
amostras de solo em 90 mL de solugéo salina 0,85%. C) Diluicéo seriada em 9 mL de solugdo salina 0,85 %. Fonte:
Autora (2023).

4.3.2 Repicagem

Obtidas as trés diluicbes de cada area, uma aliquota de 100 pL de cada dilui¢éo foi
transferida para frascos previamente identificados (por area, meio utilizado e diluicdo) contendo
4 mL dos meios de cultura semissolidos NFB e LGI sem fonte de nitrogénio para selecionar
apenas bactérias diazotroficas, ou seja, bactérias fixadoras de nitrogénio. A escolha de utilizar
meios de cultura distintos se deve ao fato de que meios diferentes selecionam microrganismos
diferentes, dessa forma, adotando-se o0 uso de NFB, seleciona-se espécies de bactérias que ndo
apresentam crescimento em LG, e assim mutuamente. O procedimento de transferéncia de uma
aliquota das dilui¢des para os frascos com meio de cultura foi feito em triplicata, totalizando 27
frascos com meio NFB e 27 frascos com meio LGI para as trés areas. Em seguida, estes frascos
foram encaminhados a estufa, onde permaneceram por sete dias a 28°C para incubag&o.

Posterior ao periodo de incubacdo, a fim de obter a purificacdo final, foi realizada uma
nova inoculagdo. A partir da formacao de uma fina pelicula (denominada de “véu’) no interior
do caldo de cultivo (Figura 3), procedeu-se a repicagem, transferindo, com o auxilio de uma
alca de platina, uma quantidade do material crescido para novos frascos previamente
identificados (por area, meio utilizado e diluicdo) contendo 4 mL dos meios de cultura
semissélidos NFB e LGI, totalizando mais 54 frascos. Em seguida, os frascos foram
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encaminhados para a estufa e incubados sob as mesmas condic¢des de temperatura, durante sete
dias até que um novo véu fosse formado.

Por fim, apds o periodo transcorrido, avaliou-se visualmente a formacdo do veéu no
interior do caldo de cultivo. A presenca dessa pelicula indica que 0os microrganismos isolados
sdo diazotroficos. Tratam-se de microrganismos que possuem capacidade de ativar a enzima
nitrogenase, através de caracteristicas de aerotaxia que deslocam as bactérias para a regido do
meio de cultura onde a taxa de difusdo de O estd em equilibrio com a sua taxa de respiracéo.
Desse modo, é nessa regido que se formam as peliculas em forma de veéu, inicialmente a 5-10
mm abaixo da superficie, movendo-se gradualmente para a superficie do meio de cultura
(DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995).

Figura 3 - Meios de cultura NFB (esquerda) e LGI (direita) semissélidos. Observa-se uma fina pelicula localizada
préximo a superficie das solugdes, confirmando que estes isolados sdo diazotrdficos. Fonte: Autora (2023).

4.3.3 Selec¢do das colbnias bacterianas

Em seguida, procedeu-se a repicagem dos isolados para placas de Petri previamente
identificadas (por area, meio utilizado e diluicdo) contendo os meios de cultura NFB e LGI
solidos (acrescidos de agar). Nessa etapa, com o auxilio de uma alca de platina, foi coletado
uma pequena amostra do véu no interior do caldo de cultivo e realizado o estriamento pelo
método de esgotamento, a fim de isolar as colénias bacterianas e facilitar a selecdo das mesmas.
Foi realizada a repicagem de cada meio de cultura para sua respectiva placa (contendo 0 mesmo
meio de cultura e diluicdo), sendo utilizadas trés placas por meio de cultura, dilui¢do e area,
totalizando 54 placas. Finalizada a repicagem, as placas foram encaminhadas a estufa, onde
permaneceram por sete dias a 28 °C.

Transcorridos os sete dias, foi dada sequéncia a selecdo dos isolados. Foram
selecionados 30 isolados por area, 15 oriundos do meio de cultura NFB e 15 oriundos do meio
LGI, totalizando 90 isolados (Figura 4A). A identificacdo dos isolados seguiu uma sequéncia

l6gica e numérica, sendo os isolados da area A nomeados de 1 a 30 seguidos de “1”, da area B
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nomeados de 1 a 30 seguidos de “2”, e area C nomeados de 1 a 30 seguidos de “3”.
Selecionaram-se as col6nias mais isoladas e puras no interior das placas, independente da
diluicdo das solugdes. Apds selecionadas, as col6nias foram repicadas com o auxilio de palitos
de madeira autoclavados (Figura 4B) para tubos previamente identificados contendo 4 mL de
meio de cultura King B (KB). Em seguida, esses tubos foram encaminhados para a estufa, onde
permaneceram por trés a quatro dias a 28 °C (Figura 4C).

Figura 4 - Etapas de selecdo e inoculacéo dos isolados. A) Observacéo e selecdo prévia. B) Inoculacéo dos isolados
com o auxilio de palitos de madeira autoclavados. C) Isolados inoculados em meio de cultura King B ap6s sete
dias de incubacdo. Fonte: Autora (2023).

4.4 COLORACAO DE GRAM

A sequir, foi dado prosseguimento para as etapas de coloracdo de Gram. A coloracdo de
Gram objetivou classificar as 90 bactérias de todas as areas estudadas em Gram-positivas ou
Gram-negativas, sendo que, para realizar os testes relacionados a promocao de crescimento
vegetal, os isolados deveriam ser caracterizados como Gram-negativos. Para isso, em capela de
fluxo laminar, coletou-se 10 pL do caldo de cultivo de cada isolado crescido em KB, pipetou-
se em lamina de vidro previamente identificada, e, em seguida, realizou-se o esfregago (Figura
5A). Por fim, ap6s as ldminas secarem naturalmente, as mesmas foram passadas rapidamente
sobre o fogo, a fim de fixar as células bacterianas ali presentes. Apds, as laminas passaram pelo
protocolo de coloragdo, onde permaneceram um minuto com Violeta de Genciana (Figura 5B),
um minuto com Lugol, em seguida lavadas com Alcool-Acetona e lavadas com agua destilada
(Figura 5C), 20 segundos com Fucsina, e, por fim, realizada a ltima lavagem das I[aminas com
agua destilada. As mesmas foram secas em estufa a aproximadamente 50 °C e, em microscopio
Optico com aumento de 100x, utilizando 6leo de imersao, observaram-se as células bacterianas.
Foram avaliadas as caracteristicas das células de formato de bastonete (bacilo) e coloracgdo rosa,
caracteristicas tipicas de bactérias Gram-negativas (Figura 5D). Além disso, também foi
observada a possivel existéncia de outros microrganismos indesejaveis nas laminas analisadas.

Dessa forma, os isolados que estavam contaminados por outros microrganismos (fungos,
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bactérias Gram-positivas ou células de outros formatos) eram descartados e substituidos por

novos isolados.

Figura 5 - Etapas da coloracdo de Gram. A) Esfregago do indculo sobre a 1dmina. B) Coloragdo da Iamina com
Violeta de Genciana. C) Lavagem da lamina com &gua destilada. D) Células bacterianas Gram-negativas com
formato de bastonete, observadas em microscopio com aumento de 100x. Fonte: Autora (2023).

4.5 EXPERIMENTO DE PRODUC}AO DE ACIDO INDOL ACETICO in vitro

Depois de concluidas as etapas de isolamento, selecdo e analise das células, realizaram-
se 0s testes relacionados a promocao de crescimento vegetal. Estes testes, dentro dos parametros
avaliados, visam identificar quais das bactérias se caracterizam como PGPB.

Para esse experimento, os isolados foram inoculados em tubos contendo 4 mL de meio
de cultura KB acrescido de triptofano por sete dias a 28 °C. Apds o periodo de incubacdo, 0s
90 isolados foram padronizados em densidade optica (OD) de 0,5 em espectrofotdmetro com
absorbancia de 600 nm (Figura 6A). Logo, foram coletados 1 mL do caldo de cultivo, pipetados
em tubos Eppendorf e colocados sob centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 min, a fim de separar
a fracdo do sobrenadante do precipitado bacteriano. Com o sobrenadante resultante apods a
centrifugacdo, sao pipetados 100 pL em triplicata nos pogos de uma placa de Elisa (Figura 6B),
pois é nesta fracdo que se encontra o AIA sintetizado pelas bactérias (GLICKMANN;
DESSAUX, 1995; MATTIUZZI; VENDRUSCOLO; SANTOS, 2022). Em seguida, foram
pipetados 100 puL do meio utilizado (KB + triptofano) nos pocos Al a Al2, e apds foram
transferidos 100 puL da solucdo mée de AIA (0,09 g acido indol acético) no pogo Al para dar
inicio a diluicdo seriada até o po¢o Al1, sendo que 0 pogo A12 é destinado a ser a amostra zero
(somente o meio utilizado). Por fim, € adicionado 100 pL do reagente Salkowski em cada um
dos pocos. Esse procedimento é adotado para que a linha dos pogos Al a Al12 seja a curva de
calibracdo, posteriormente utilizada para a elaboragdo dos calculos de quantificagdo de AIA
produzido pelas bactérias. Por fim, a placa foi mantida no escuro por 30 min, e, apds o periodo
transcorrido, observou-se a presenca ou auséncia de coloragédo rosada das amostras, 0 que indica

producéo do composto (Figura 6C). Além disso, a placa foi encaminhada para um equipamento
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leitor de microplacas em absorbancia de 520 nm, a fim de obter os dados de producéo de AIA
por isolado e posteriormente realizar a interpretacdo dos dados obtidos com a construcdo da
curva de calibracdo, através da elaboracdo de um grafico de dispersdo que resulta em uma
equacdo e o Rz (> 0,90). A interpretacdo dos dados obtidos foi realizada considerando a
triplicata de cada amostra dos isolados, a fim de obter uma maior quantidade de dados

amostrais.

Figura 6 — Etapas da avaliacdo da producgdo de acido indol acético (AIA) por bactérias. A) Espectrofotdmetro
utilizado para padronizagdo da densidade dptica dos isolados. B) Transferéncia da amostra para placa de Elisa. C)
Placa de Elisa contendo as amostras das bactérias, nota-se que coloragfes rosadas indicam a producdo de AlA.
Fonte: Autora (2023).

4.6 EXPERIMENTO DE PRODU(;AO DE SIDEROFOROS

Para o experimento, considerou-se a metodologia proposta por Schwyn e Neilands (1987).
As bactérias foram inoculadas em tubos contendo 4 mL de meio de cultura KB cinco vezes
diluido (para que ndo exista nenhum residuo de Fe no meio) e mantidas por sete dias a 28 °C.
Ap6s o periodo de incubacdo, padronizaram-se as bactérias para OD de 0,5 em
espectrofotdbmetro com absorbancia de 600 nm (Figura 7A). Em seguida, coletou-se 1 mL do
caldo de cultivo, pipetados em tubos Eppendorf e colocados sob centrifugagdo a 10.000 rpm
por 3 min para separar a fragdo de sobrenadante da fracdo de precipitado bacteriano. Em uma
placa de Elisa, pipetou-se 50 pL de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 0,5 M como
testemunha positiva no poco Al, enquanto para testemunha negativa utilizou-se 50 puL do meio
de cultura (KB cinco vezes diluido). Na sequéncia, pipetou-se 50 pL em triplicata do
sobrenadante das bactérias resultante da centrifugacdo e em seguida adicionou-se 50 pL do
reagente Cromoazurol-S (CAS) sobre os poc¢os. Por fim, a placa foi mantida por 1h no escuro,
e em seguida procedeu-se a avaliacdo. A avaliacdo de producdo de siderdforos € qualitativa,
sendo analisada pela coloracdo da amostra. As coloragdes amarelo-alaranjadas s&o identificadas
como positivas para producdo de sideroforos, enquanto as coloragdes azuis-esverdeadas sao

identificadas como negativas para producdo de siderdéforos (Figura 7B).
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Figura 7 — Etapas da avaliagdo de producdo de sideréforos. A) Espectrofotometro utilizado para padronizacao
da densidade dptica das bactérias. B) Placa de Elisa contendo as amostras dos isolados, nota-se que coloracfes
amarelo-alaranjadas indicam a producdo de sider6foros. Fonte: Autora (2023).

4.7 EXPERIMENTO DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE POTASSIO

Para este experimento, os isolados foram incubados por trés dias a 28 °C em 4 mL de
meio KB. A fonte de fosfato utilizada foi o fosfato de potassio (K), composto de KoHPO4 10%,
CaCl, 10%, glicose, extrato de levedura e &gar. Em placas de Petri, inicialmente, os isolados
foram inoculados em conjunto, onde foram pipetadas aliquotas de 10 uL no meio de fosfato,
resultando em cerca de seis isolados por placa (15 placas). Em seguida, as bactérias foram
colocadas em estufa a 28°C durante trés a sete dias, visto que bactérias atuam em periodos de
tempo diferentes em relagdo a formacéo do halo. Em meio sélido, o halo formado indica a
ocorréncia de solubilizacdo. Este halo é caracterizado por ser translicido e permanecer no
entorno da col6nia bacteriana (BERRAQUERO; BAYA; CORMENZANA, 1976). Essa
inoculagdo em conjunto objetivou avaliar quais dos isolados solubilizariam o meio, a fim de
agilizar o processo para a proxima etapa. Dessa forma, durante o periodo de incubacgdo, as
bactérias foram classificadas quanto ao seu potencial como solubilizadoras, sendo selecionadas
para a repeticdo do experimento.

Ap0s os isolados serem selecionados quanto ao seu potencial como solubilizadores, os
mesmos foram reinoculados em novas placas contendo o meio de fosfato de K em triplicata,
onde foram pipetadas aliquotas de 10 pL no centro da placa. Por fim, foram encaminhados a
estufa, onde permaneceram por sete dias a 28 °C. Posteriormente, foram realizadas as medic¢oes
de diametro de halo e coldnia bacteriana com o auxilio de uma régua (Figura 8A e 8B). Essas
medicBes foram utilizadas para a elaboracdo do Indice de Solubilizacio (IS), proposto por
Berraquero, Baya e Cormenzana (1976), baseado na formula: IS = ¢ Halo (mm)/ ¢ Colonia

(mm), indicando a capacidade dos isolados em solubilizar fosfato.
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Figura 8 — Demonstra¢do da avaliacdo da solubilizacdo de K;HPO.. A) Medicdo do diametro do halo produzido
com auxilio de régua. B) Isolados com resposta positiva a solubilizacdo de K,HPO.. Fonte: Autora (2023).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a testes de normalidade e posterior anélise de variancia. As
médias relativas a capacidade de solubilizacdo de fosfatos e sintese de AIA foram comparadas
pelo teste SNK (Student-Newman-Keuls) a 5% de probabilidade, utilizando o software SAS
(SAS, 2014).

A Anélise dos Componentes Principais (PCA) foi utilizada para avaliar as correlacfes

entre componentes quimicos do solo e caracteristicas relacionadas a promocéo de crescimento
pelas bactérias, utilizando o software PAST3 (HAMMER et al., 2001).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise de correlacdo entre as caracteristicas quimicas dos solos e a quantidade (%) de
isolados que apresentaram caracteristicas de promoc¢do de crescimento vegetal pode ser
observada no Gréafico 1. A partir da analise de componentes principais, foi possivel observar
uma forte relacéo entre a producéo de sideroforos e os teores de aluminio (Al), além da relacao
entre a quantidade de isolados capazes de solubilizar fosfato de potassio e produzir AIA nas
faixas de 40-60 pug mL™ com a éarea C. Essa relacdo entre sider6foros e aluminio pode ser
explicada pelo fato de que os sider6foros possuem afinidade por esse elemento e sdo capazes
de formar variados complexos estaveis junto ao aluminio (EMERY, 1986; HIDER, 1984).
Enquanto a relagdo da area C com a solubilizacdo de KoHPO4 e producdo de AIA pode ser
devido ao fato de que a area, de acordo com a analise de fertilidade obtida, € a menos fértil das
analisadas, dessa forma, as bactérias apresentaram maior atividade de solubilizac¢&o e producao
de nutrientes nesta area, de modo a compensar a indisponibilidade de fésforo e aumentar os
niveis de AlA.
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Grafico 1 — Grafico de analises de componentes principais das areas A, B e C. Correlacdo

entre as caracteristicas quimicas dos solos e a quantidade (%) de isolados que apresentaram
caracteristicas de promocao de crescimento vegetal.

1.
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-1.24
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-2.0-
Componente 1 (71,61%)

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Todas as estirpes bacterianas apresentaram a capacidade de produzir AIA na presenca de
triptofano como precursor, com valores acima de 20 pg mL™. A maior porcentagem de bactérias
produziu AIA na faixa entre 20 e 40 pg mL™, nas trés areas estudadas. Com relagdo a média de
producdo de AlA, as bactérias das areas B e C foram superiores as bactérias da area A em 4,7
e 4,4 ug mL1, respectivamente (Tabela 1).

Em um trabalho de Pinheiro (2014), foram exploradas caracteristicas de promocao de
crescimento por microrganismos isolados de Butia archeri (Glassman) Glassman. Um dos
focos desse estudo foi avaliar e quantificar a producdo de AIA por bactérias. Os resultados
mostram que das 10 bactérias analisadas, nove foram capazes de produzir AIA em uma faixa

de 9,61 a 97,0 ug mL™:, resultando em uma média de producéo de 60,93 pg mL™.
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Tabela 1 — Producéo de &cido indol acético (AlA) in vitro por bactérias obtidas da rizosfera
de Butia odorata, em Viamao — RS.

Area < 20 (%) 20-40 (%) > 40 (%) *g mL?
A 0 83,3 16,6 32,3b
B 0 73,3 26,6 37a
C 0 70 30 36,7 a

cVv - - - 29,4

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste SNK (5%). Fonte:
Elaborado pela autora (2023).

No presente trabalho, os resultados de producdo de sider6foros foram estimados por area.
As areas A, B e C apresentaram, respectivamente, 6,7, 7,3 e 10% dos seus isolados como
produtores de siderdforos. Valores inferiores foram obervados por Castilho et al. (2020), em
estudo com 190 isolados bacterianos relacionadas a rizosfera de palmeira jugara (Euterpe edulis
Mart.), em que apenas 1,05% foram produtores de sideréforos. Por outro lado, Ribeiro (2010)
relatou em estudos de promocéo de crescimento vegetal por bactérias de Araucaria angustifolia
a capacidade de producdo de sider6foros em 37 isolados dos 97 analisados. As bactérias
identificadas como promissoras eram pertencentes as familias Bacillaceae, Enterobacteriaceae
e Pseudomonadaceae. Os resultados mostram cerca de 37% de rizbios com resposta positiva
para a producdo de sider6foros. No experimento realizado de solubilizacdo de fosfato de
potéssio (K2HPOs4), as médias do IS foram feitas para cada area e as mesmas foram classificadas
quanto o seu potencial de solubilizacdo. As classes foram definidas como baixa (IS < 2,0),
média (2,0 > IS < 4,0) e alta (IS > 4,0), seguindo a metodologia proposta por Hara e Oliveira
(2005). Além disso, foi analisado a quantidade (%) de isolados por area que apresentaram o
poder de solubilizar fosfato de potassio. Os resultados do IS foram de 4,5, 4,2 e 3,8 para as
areas A, B e C, respectivamente, ndo diferindo entre si estatisticamente (Tabela 2). As classes
de solubilizagdo foram indicadas como “alto” para as areas A e B e “médio” para a area C. Por
fim, as areas A, B e C apresentaram 36,7, 50 e 66,7% dos seus isolados como solubilizadores
de K2HPOg4 (Tabela 2). Em estudos relacionados a palmeira jucara, apenas 7,36% dos 190
isolados bacterianos foram capazes de solubilizar fosfato (Castilho et al., 2020). Hara e
Oliveira, (2005) estudaram 30 rizobios isolados de nddulos de plantas de caupi (Vigna
unguiculata L. Walp., cultivar IPEAN — V69) quanto a sua capacidade de solubilizar fosfatos
de célcio e de aluminio em meio sélido. Os resultados obtidos foram de um IS de fosfato de

calcio e aluminio entre 1,06 a 1,24 como baixa capacidade de solubilizagdo. Portanto, o0s
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isolados do presente estudo foram superiores em termos de solubilizacdo j& em sete dias
analisados, diferentemente do indicado no estudo analisado de Hara e Oliveira (18 dias).
Assim, é possivel afirmar que os isolados se mostraram promissores quanto a caracteristicas de

solubilizacdo de fosfato de potéssio.

Tabela 2 — indice de Solubilizagdo (1S), classe de solubilizagdo e quantidade (%) de isolados
solubilizadores de KoHPO4 obtidos em trés areas da rizosfera de Butia odorata, em Viamao -
RS.

Area IS Classe de solubilizacdo %
A 45a Alto 36,7
B 4,2a Alto 50
C 3.8a Médio 66,7

CVv 70,4 - -

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste SNK (5%). Area A
com plantas de ocorréncia natural, sem manejo; &rea B com plantas de ocorréncia natural e pouco manejo (controle
de plantas espontaneas); e &rea C plantas cultivadas (pomar) com manejo intermedidrio (adubacéo e calagem).
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Realizar o estagio curricular obrigatério no Laboratério de Microbiologia Agricola do
DDPA foi de grande importancia em minha trajetoria académica e pessoal. Uma oportunidade
de vivenciar a rotina laboratorial, se deparar com as dificuldades e as suas adaptacdes, participar
de uma equipe que auxilia no desenvolvimento da ciéncia no pais, que mesmo com os desafios
de impactos econémicos e sociais, mantém a qualidade do que é prestado.

Vé-se a necessidade de explorar mais o género Butia quando se trata de promocdo de
crescimento vegetal. Existem diversas caracteristicas benéficas promissoras que podem ser
estudadas e elucidadas, a fim de servir de base técnica para a producao de inoculantes agricolas.
Além disso, a diversidade microbiana deve ser investigada em culturas perenes, assim como 0
emprego de inoculantes nestas plantas, visto que o uso destes produtos é muito mais
significativo em culturas anuais.

Os resultados obtidos no presente trabalho se mostram promissores com relacdo as
caracteristicas avaliadas. Além disso, existem perspectivas para a continuidade deste estudo. A
caracterizacdo em nivel de espécie dos isolados, testes de solubilizacéo utilizando outras fontes

de fosfato, quantificacdo da producdo de sideroforos, inoculacdo em sementes e plantas,
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visando a avaliacdo da promoc¢do de crescimento, sdo fatores que devem ser explorados
futuramente, a fim de aprofundar os estudos em B. odorata.
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APENDICE B — *Analise quimica de solo das areas A, B e C. Camada de 0-20 cm.

Anélise basica

CTC
Amostra P K Arg MO pH SMP Al Ca Mg H+Al pH7 Efetiva
mg/dm? % cmol/dm?
AreaA 53 1150 340 31 53 58 03 31 23 55 1172 6,0

Area B 32,1 1700 260 2,7 53 59 02 47 19 49 1195 7,3

AreaC 28 340 220 19 51 60 04 19 12 44 7578 3,6

Micronutrientes

Sat CTC
pH
SatCTC
i 7
efetiva
Amostra B Zn Cu Mn Na S Fe Na Al Bases
mg/dm3 % % %
Area A 0,6 4,0 14 245 7,0 0,1 0,5 5,0 51,1
Area B 0,3 14,3 26 254 50 0,3 0,3 2,8 59,1
Area C 01 20 12 273 7,0 0,1 08 11,1 42,5

*QObs: nd = ndo determinado; CTC pH7 = Quantidade de cargas a pH7; CTC Efetiva = Quantidade de cargas ao
pH natural do solo. Fonte: Elaborado pela autora (2023).



