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Se por um motivo muito grave vocé ficar em estadandiedade,
faca um teste, deixe a ansiedade subir, subirysat# o limite
méaximo, até onde vocé ndo pode mais suportar.
Neste momento, pense. O que poderia acontecepde pi
Pronto, vocé ja comecou a encontrar uma saidaakes fsto para vocé
mesmo a sua forga interior comecga a agir no seelwé
e 0 proximo passo € relaxar. A hora é dificil,
mas o pior jA passou e voceé ja conseguiu se peagunt
sobre o pior que lhe pode acontecer, agora basthen
0 peito de ar e falar com seguranca, assim vocé&ganetade

do caminho e parte para a outra metade como vesrced

Paulo Baleki
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RESUMO GERAL

VIDEIRA, Sandy SampaioTaxonomia polifasica de bactérias diazotréficas dg@énero
Sphingomonas spp. e efeito da inoculagcdo em plantas de arro2008. 126f.Dissertacao
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). InstitdéoAgronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Sslicp, RJ, 2008.

O arroz Qryza sativa..) é um alimento extensamente consumido no plasef@indo mais

de 50% da alimentacdo mundial. Aproximadamente riBl0des de hectares séo utilizados
para seu cultivo, e destes, 32% crescem em corgddgdéerras altas. O arroz € normalmente
cultivado em solos com deficiéncia de N, exiginde gste elemento seja fornecido por meio
de fertilizantes nitrogenados comercialmente disms. Infelizmente, uma quantidade
significativa do N aplicado como fertilizantes peisk através de diferentes mecanismos,
causando problemas de poluicdo ambiental e aunmentoisto de producédo. A utilizagdo da
tecnologia de fixacdo bioldgica de; KFBN) pode diminuir a aplicacdo de N-fertilizantes
reduzindo os elevados custos econdmicos e amlgeantre a grande diversidade de
bactérias que se associam com plantas de arroribacdo géner®@phingomonasséao
frequentemente encontradas, entretanto a primaipgcee fixadora de nitrogénio sé foi
descrita recentemente. Devido ao grande numeractérias deste género obtidas de plantas
de arroz cultivadas no campo experimental da EnabAgpobiologia, o presente estudo visou
estudar a diversidade genética e identificar estdados, através de métodos moleculares,
fisiol6gicos e quimiotaxondmicos, assim como avatiacomportamento populacional e a
eficiéncia de alguns isolados na promocéo de enestd vegetal de plantas de arroz de terras
altas cultivadas em casa de vegetacéo. Os ressilbdtidos mostraram que somente 50% dos
isolados apresentaram atividade da nitrogemagiro e o gene relacionado a FBN. Todos os
isolados diazotréficos foram identificados cor8phingomonaspp., apresentando pouca
diversidade genética entre si e maior similaridama a espéci€phingomonas azotifigena
populacdo de bactérias diazotroficas revelou maiomero nas raizes. Verificou-se um
incremento no rendimento de grdos do arroz de 8% dquando inoculado com algumas
estirpes deSphingomonas spp. e Herbaspirillum seropeditA8E94) sobre o tratamento
sem inoculacédo e sem adubacéo nitrogenada.

Palavras — chaveFixacao biologica de nitrogénio. Nitrogena®eyza sativa



GENERAL ABSTRACT

VIDEIRA, Sandy SampaioPoliphasic taxonomy of Sphingomonas spp. diazotrophic
bacteria and effect of inoculation in rice plants.2008. 126p. Dissertation (Master Science
in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomizepartamento de Solos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RiB.20

Rice Oryza satival.) is a widely consumed food on the planet, sugpiore than 50% of
the world's food. Approximately 150 million hectarare used for its cultivation, and of these,
32% grow in upland conditions. Rice is usually gnoin N-deficient soils, demanding that
the element be supplied to the field by commergiallailable N fertilizers. Unfortunately, a
substantial amount of the N applied as fertilizexslost through different mechanisms,
causing environmental pollution and economical f@ais. Utilization of biological W
fixation (BNF) technology may decrease the applecatof N fertilizers, reducing
environmental and economical risks. Among the widgety of bacteria that are associated
with rice plantsSphingomonaspp. are often found; although the first nitrogemfy specie
has been reported only recently. Due the large eurmabSphingomonaspp. obtained from
rice plants grown in the experimental field of Emget Agrobiologia, this study aimed to
study the genetic diversity and identify theseadted through molecular, physiological and
guimiotaxonomic methods, as well as assess thevlmelaf the population and the efficiency
of some isolated in growth-promoting of upland dtind rice plants cultivated in a
greenhouse. The results showed that only 50% ofstilates presented vitro nitrogenase
activity and the gene related to BNF. All diazotnap isolates were identified as
Sphingomonaspp., showing little genetic diversity among thelwss and greater similarity
to Sphingomonas azotifigenshe population of diazotrophic bacteria showeshgnumbers
present in the rice roots. There was an increageaim yield of rice by 48% when inoculated
with some strains oSphingomonaspp. andHerbaspirillum seropedica¢ZAE94) on the
treatment without inoculation and without nitrogen.

Key words: Biological nitrogen fixation. Nitrogenas@ryza sativa
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INTRODUCAO GERAL

As bactérias estdo presentes em todos os ambientestres ocupando e colonizando
todos os nichos possiveis, incluindo as superfigi@gerior de plantas, que constituem um
verdadeiro ecossistema microbiano (NEWMAN & BANFIEL2002; TORSVIK et al.,
2002). Entre as bactérias associadas a planthsct&rias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) sao consideradas um dos grupos mais imgedara agricultura tropical. Ha varios
efeitos positivos atribuidos as BPCV, como o cdetituolégico de pragas e doencgas nas
plantas (DOWNING et al., 2000), fixacdo biologicamitrogénio (BALDANI & BALDANI,
2005), inducdo de resisténcia sistémica (HALLMANN97), producdo de antibioticos
(STROBEL & DAISY, 2003), producdo de fitohormbnieemo as auxinas, citocininas,
giberelinas, &acido abscisico e etileno (LEE et &Q04; ZAKHAROVA, 1999;
KUKLINSKY-SOBRAL, 2004), dentre outros.

A interacdo de bactérias fixadoras de nitrogénim diversas culturas tem sido tema
de pesquisas no mundo todo, devido ao seu potdnctatnologico, evidenciado no aumento
da produtividade das culturas, possibilidade deg&d dos custos de producdo ao diminuir o
volume de adubos nitrogenados aplicados e, consegiiente, melhoria da conservacao dos
recursos ambientais (KUSS, 2006). As contribuigliiefixacéo bioldgica de nitrogénio foram
verificadas inicialmente em leguminosas, mas ptadtafamiliaPoaceaecomo o arroztém
apresentado potencial significativo, podendo ardmritdo da FBN chegar a 58% (MIRZA et
al., 2000; BALDANI et al., 2002). Diferentes génerde bactérias diazotroficas tém sido
isolados de rizosfera e tecidos de arroz, incluindgéneroSphingomonagliZUKA, 1960,

KIM et al., 1998; XIE & YAKOTA, 2006).

A literatura vem relatando um crescimento constatide nimero de espécies
bacterianas associadas a plantas de arroz, parsggmcessos de reconhecimento e avaliacao
do potencial destes novos microrganismos sao regt@sgara que prossigam estudos quanto
a sua atuacao sobre o rendimento desta culturastbpimlade de utilizacdo nos sistemas de
producédo agricola.

Este estudo justifica-se pela necessidade de fdantie resolver as relacdes
filogenéticas de isolados bacterianos do gérfephingomonasspp. obtidos de tecidos
vegetais de dois cultivares de arroz e verificgotencial de aplicacdo destas bactérias em
plantas de arroz. Os resultados desta pesquisanptmeecer informacdes valiosas, bem
como auxiliar na selecao de estirpes mais eficsepéea processos de inoculacdo, obtendo-se
desta maneira, o maximo fornecimento de nitrogpara a cultura do arroz.

Este estudo foi organizado em dois capitulos, mgirb abordando a utilizacdo da
taxonomia polifasica para avaliar a diversidadenidicar e caracterizar isolados de bactérias
do géneroSphingomona®btidas do interior de plantas de arroz; e o sggwse refere ao
experimento de inoculagéo de plantas em casa adagéyp, observando-se o comportamento
populacional das bactérias diazotroficas e o aremtio de plantas de arroz de terras altas
(sequeiro) frente aos tratamentos de inoculacadeeedtes doses de nitrogénio aplicadas,
avaliando-se o possivel efeito benéfico das biastéiazotroficas na produtividade do arroz.
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TAXONOMIA POLIFASI(;A DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
DO GENERO Sphingomonas



RESUMO

As plantas constituem um complexo ecossistema ondwinidades bacterianas interagem
continuamente. O numero de diferentes espéciepap@aacdo de uma determinada espécie
dentro da comunidade s&o parametros essenciaisoparanejo em culturas de interesse
agrondmico. Visto que as bactérias podem benefid@ar muitas maneiras as plantas
hospedeiras, o conhecimento da estrutura e diagisidlestes microrganismos pode ser
aplicado para melhorar a produtividade de cultivhsmaioria dos estudos de bactérias
associadas a arroz esta relacionada com a fixagkmica de nitrogénio. Entretanto, estudos
de diversidade e identificacdo da populacédo detbastdo géner8phingomonasssociadas
aos tecidos de plantas de arroz ainda nao forahzades. O objetivo deste estudo foi
identificar e avaliar a diversidade genética dedvaas do géner@&phingomonasbtidas de
tecidos de arroz através de uma abordagem poéfasitilizando métodos moleculares,
fisioldgicos e bioquimicos. Os isolados foram ofidlurante o trabalho de tese de Rodrigues
em 2003. Das 54 isolados obtidos de tecidos vegewiplantas de arroz recuperados do
estoque inicial, somente 50% apresentaram o geaeiaeado a FBN e foram capazes de
mostrar atividade da nitrogenase vitro. Dentre os isolados fixadores de nitrogénio, os
resultados obtidos pelo ARDRA, AFLP e FAME mostnargue os isolados se dividiram em
dois grupos distintos. As andlises da sequénciaigbalo gene 16S DNAr e as demais
técnicas utilizadas para posicionamento taxondmhisoisolados bacterianos permitiram a sua
classificagdo como membros do gén&mghingomonasEmbora a técnica de hibridizacéo
DNA:DNA néo tenha sido finalizada, os resultadogesam que os isolados apresentam
maior similaridade genética com as espésieazotifigenseguida da espéct trueperi Os
isolados produziram AIA, mas ndo foram capazesotigbsizar fosfato. Em funcdo de sua
constante associacdo com as plantas e ampla dighi) estas bactérias podem ser
importantes ndo apenas pela FBN e producao deofitainios, mas também por apresentar
outros atributos interessantes para utilizagaaastadnologia.

Palavras - chave Bactérias fixadoras de nitrogénio. Tipagem baater. Filogenia.



ABSTRACT

Plants are a complex ecossystem where bacteriamomities continuously interact. The
number of different species and the population sfbecific species within the community are
essential parameters to define its structure awdrsity. This knowledge can be applied to
improve the productivity and to facilitate the mgament of agronomic interest crops. The
majority of bacteria studies associated to rice r@ated to biological nitrogen fixation.
However, studies about the diversity$fhingomonasommunity of rice plant tissues have
not yet been reported. The objective of this stuas to identify and assess the genetic
diversity of Sphingomonabacteria obtained from rice tissues through appalsic approach,
using molecular, physiological and biochemical mdt Only 50% of the isolates obtained
from rice tissues showed the gene related to th& BNd were capable of showing the
nitrogenase activityn vitro. Among the nitrogen-fixing isolates, the resulidamned through
ARDRA, AFLP and FAME showed that the isolates wengded into two distinct groups.
Analyses of the partial sequence of 16S rDNA gend the other techniques used for
taxonomic placement of the bacterial isolates addwheir classification as members of the
Sphingomonagyenus. Although the technique of DNA:DNA hybridiba has not been
finalized, the results suggest that the isolatesvstpreater genetic similarity t8. azotifigens
species followed byS. trueperi The isolates produced AIA, but have not been dble
solubilize phosphate. Because of its constant &ssmt in plants and wide distribution, these
bacteria may be important not only for the BNF analduction of phytohormone, but also by
presenting other interesting attributes usefuliatdzhnology.

Key words: Nitrogen-fixing bacteria. Bacterial typing. Phgkny.



1. INTRODUCAO

O Brasil € reconhecido como um dos paises que egeesim dos mais elevados
indices de biodiversidade animal e vegetal. Enitetado escassos dados sobre a diversidade
microbiana brasileira. Por isso, a identificacdomb&os microrganismos, bem como sua
preservacdo e classificagdo apropriada, € impiseihpara que a nossa diversidade seja
convenientemente utilizada e convertida em riquezas

Os primeiros sistemas de classificagdo de prodasorram baseados apenas em
propriedades fenotipicas utilizadas para agrupdiagens, a despeito de qualquer afinidade
evolutiva verdadeira, e por isso foram tidos comtifi@ais. Durante as Ultimas duas décadas,
técnicas moleculares tém sido amplamente utilizpdes estudar bactérias obtidas de muitas
plantas, inclusive os cereais. Os métodos utiligagara detectar e isolar bactérias
diazotréficas envolve basicamente a maceracaociliotevegetais e inoculagdo em meio de
cultivo semi-sélido livre de nitrogénio. Esse mé&qubde fornecer estimativas da populacéo
bacteriana, assim como a colonizacdo ao longoatagylmas nédo revelar a identidade exata
dos organismos.

O génerdsphingomonasompreende mais de 50 espécies bacterianas, easdjam
encontradas em associagcdo com plantas de arrog #1860, somente em 2086 azotifigens
foi descrita como a primeira espécie fixadora degénio deste género, obtidas de raizes de
plantas de arroz. Embora bactérias do géB@tingomonasejam mundialmente estudadas,
nao existem informacdes sobre a diversidade ahiligtio de bactérias diazotréficas deste
género em plantas de arroz. Desta forma, estudodugram aumentar os conhecimentos a
respeito da populacdo de bactérias deste génerplarmas de arroz, podem auxiliar no
entendimento do processo interativo, visto queijdhservado que bactérias que se associam
as plantas podem conferir ao seu hospedeiro mib@nsficios na promocao de crescimento
vegetal.

Diante do exposto, torna-se evidente a necessidadem melhor conhecimento da
populacdo d&phingomonaspp. associada a plantas de arroz. Desta forn@acasitulo teve
como obijetivos: (i) identificar a populacéo diabfita de bactérias do génesphingomonas
previamente obtidas de plantas de arroz; (ii) estaddiversidade genética destas bactérias
através da utilizacdo de testes moleculares @;idi@ntificar, in vitro, o metabolismo e
funcionalidade destas bactérias.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia Bacteriana

As bactérias constituem um dos grupos mais diveraderra e possuem importancia
indiscutivel na sustentabilidade da biosfera. Tém papel preponderante nos ciclos
biogeoquimicos (carbono, nitrogénio, e outros eldo®), processos de biorremediacdo,
conversao de energia, biocatélises, e sinteseadiitps naturais; isto faz das bactérias uma
fonte importante para novos processos industriaisotecnologicos (BULL et al., 2000;
DEUTSCHBAUER et al., 2006). Consequentemente, cerésse na exploracdo de
comunidades naturais de bactérias tem aumentaesar da grande diversidade encontrada
estima-se que tenhamos conhecimento de apenasaguana fracdo das bactérias existentes
(TORSVIK et al., 2002).

A taxonomia e sistemética microbiana abordam asifiescdo (criacdo de novos
taxa), identificacdo (alocacéo de linhagens dedrespécies conhecidas) e nomenclatura dos
microrganismos (VANDAMME et al., 1996; GEVERS et, &005; COENYE et al., 2005).
Os termos taxonomia e sistematica foram frequentemailizados de forma indiscriminada,
mas os dois termos apresentam diferentes significatl taxonomia € a teoria e a pratica de
classificar microrganismos (MAYR & ASHLOCK, 1998 sistematica refere-se ao estudo da
diversidade dos organismos e o relacionamento elgseg incluindo seu parentesco evolutivo
(filogenia) e todas as possiveis interacdes bio&dm(SIMPSON, 1961).

Por mais de 100 anos, os microrganismos tem sidorites e identificados por
metodologias dependentes de cultivo (FRY, 2000; ISEBFER, 2004). A maioria das
descri¢cdes tem sido baseada em certas caracesistiorfologicas, como forma e coloragéo
das colbnias, tamanho e motilidade celular, patogide, assimilacdo de diferentes fontes
de carbono, dentre outros, resultando na formagi@rdpos taxondmicos relativamente
heterogéneos e muitas vezes artificiais (WOESE7)Y138ouve, no entanto, a necessidade de
uma abordagem mais abrangente para fornecer inf@omaonvincente para determinar
linhagens bacterianas. A algumas décadas, avangosvacOes nas técnicas moleculares,
baseadas em seqglenciamento de DNA e analise dénseégl dos genes ribossomais
(principalmente as subunidades menores como 16S rDNASSU DNAr) de varios
procariotos, tém gerado informacfes relevantes rekgdes taxondmicos, ecoldgicas e
evolucionarias das espécies de bactérias encost(@isHLLOF, 2002; FORNEY et al.,
2004).

A primeira tentativa de classificagdo microbianadaamla em DNA fita simples foi
feita por Schildkraut et al. em 1961. Esse foi utande avanco no mundo da classificacéo
microbiana, preparando o caminho para o desenvehtiondo sistema polifasico atualmente
utilizado. O termo cunhado por Colwell em 1970ptaxmia polifasica, refere-se a integracao
de informacdes genotipicas complementadas com niafgies fenotipicas e
quimiotaxondmicas de um microrganismo a fim de et@@cum agrupamento do mesmo
(PRAKASH et al., 2007). A abordagem polifasica éautandéncia recente da taxonomia
microbiana, que prevé um sistema de classificagémnaco (Figura 1).

2.1.1 Métodos genotipicos

Os métodos genotipicos de taxonomia, direcionadws poléculas de DNA ou RNA,
sdo consequéncia do progresso tecnolégico expdadmrpela biologia molecular nas
décadas recentes e atualmente dominam os estxdo$nsicos modernos (VANDAMME et
al, 1996).
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Figura 1. Fluxograma dos procedimentos a serem realizadoa parcaracterizagéo
taxondémica de isolados bacterianos de acordo cakabh et al., 2007.

Em 1987, o Comité Internacional de Sistematica @auta definiu “espécie
bacteriana” como um grupo de estirpes que apresentais de 70% de homologia na
hibridizacdo DNA:DNA com 5°C ou menos de variacdo tdmperatura de fusaaTm),
desde que todas as caracteristicas fenotipicasimiotaxondmicas estejam de acordo
(WAYNE et al., 1987). Em 1987, os trabalhos de ISthcandt & Goebel e Woese,
demonstraram que a similaridade das sequénciasddoot gene 16S DNAr também deveria
ser utilizada na definicdo de espécies, onde estcpm similaridade das sequéncias de 16S >
97% deveriam ser consideradas a mesma espécietripeescom 97% ou menos de
similaridade n&do necessariamente pertenceriam anaespécie (STACKEBRANDT &
GOEBEL, 1994). Em 2002, um novo comité reavalioudefinicio de espécies na
bacteriologia e propuseram que além da hibridiz&88:DNA e a sequéncia do gene 16S



DNAr (apresentando mais de 1.300 nucleotideos dasidade com outras seqiéncias <
99,5%), outras técnicas envolvendo genomas devesamutilizadas como base para a
definicdo de novas espécies (STACKEBRANDT et @Q02).

a) Analise do gene 16S DNAr

Em procariotos sdo encontrados trés tipos de makde ribossomas: o0 5S e 23S que
constituem a subunidade grande (LSU) e as moléddassS que constituem a subunidade
pequena (SSU) (SEVIOUR et al., 1999). O RNA é sengimtetizado a partir da cépia de
regides especificas e bem delimitadas do DNA. @egeibossomais do DNA possuem a
informacg&o genética, que codifica a sintese dasetifes moléculas de RNAr (LECHNER et
al., 1994). Devido a sintese de ribossomas semortante para todas as celulas, € provavel
que o sistema para traducdo tenha surgido uma @eirana evolugdo, e ndo tenha sido
alterado subsequentemente. Desta forma, por sgrrocesso conservado durante o periodo
evolutivo, as sequéncias das subunidades 5S, 28S podem ser consideradas conservadas,
assim como o0s genes que as codificam (ABREU, 2004).

A sequéncia do gene 16S DNAr foi estabelecida camaccador genético universal
por varias razdes, dentre elas: (i) distribuicaiwensal entre os procariotos, (ii) conservagao
natural, apresentando baixa taxa de mutacdo dusaat®lucao, (iii) papel fundamental do
ribossomo na sintese protéica, (iv) ndo ocorréheiansferéncias horizontais, e (v) tamanho
ideal para utilizacdo através de técnicas de PCRedenciamentoc (WOESE, 1987;
CLARRIDGE, 2004).

Atualmente, este gene tem sido sequénciado de snb#etérias (MAIDAK et al.,
1996). Muitas das regibes conservadas sdo semeghantre diferentes bactérias, e dentro
destas, pequenas sequéncias podem ser reconhemidasinicas sendo espécie-especificas
ou estirpe-especificas (ABREU, 2004). Estas seqgé@€npodem ser utilizadas para
identificacdo individual de células bacterianas (NN et al., 1990; 1995).

Nos estudos do gene 16S DNAr a reacdo em cadgialidaerase (PCR) é o método
mais comumente utilizado; as informacdes obtidaleposer comparadas através da analises
dos perfis gerados por técnicas de andlise dec@stile DNA ribossomal (ARDRA) (GICH
et al., 2000; LAGACE et al., 2004), eletroforese geh de gradiente desnaturante (DGGE)
(SIEVERT et al., 2000; LEYS et al., 2004), hibriggéoin situ por fluorescéncia (FISH)
(AMANN et al., 2001), dentre outras. O sequenciametio fragmento produzido pela
amplificacdo por PCR do gene 16S DNAr tem sido onuitlizado na identificacdo e analises
comparativas para entender as relacdes filogesetedare os procariotos a nivel de espécie.
De forma geral, estes métodos moleculares basearlgene 16S DNAr tornaram-se mais
populares e amplamente aceitaveis devido a sualiciape e poder discriminatério,
podendo desta forma contribuir para a identificag&ondmica das estirpes.

b) Andlise de restricdo de DNA ribossomal amplificdo (ARDRA)

ARDRA é uma técnica derivada do RFLP e empregayestho do DNA ribossomal
amplificado com diferentes enzimas de restricdbageada no grau de conservagdo do gene e
variacdo dos sitios de restricdo do DNAr que refteis padrdes filogenéticos. A vantagem
desta técnica, em contraste com outros metodosaisade fragmentos, é que além de gerar
padrbes especificos para géneros e espécies (GURALAI, 1991), também gera padrdes
intra-especificos (AZEVEDO et al., 1998; REIS JURI@t al., 2006). No caso de andlise da
diversidade de grupos de isolados com elevadadafiei filogenética, o fragmento
amplificado deve incluir o espacgo intergénico 18S2DNAr. Esta regido apresenta maior
variabilidade, tanto em composicdo de bases quamttamanho, quando comparada com a
16S e 23S.



c) Electroforese em gel de gradiente desnaturant®GGE)

A técnica de DGGE foi primeiramente utilizada patentificar mutacdes génicas na
area meédica (BORRESEN et al., 1988). MUYZER e{193) foram os primeiros a adaptar
0 uso de DGGE para analises de comunidades miasbéricialmente, comunidades com
diversidade limitada foram examinadas (MUYZER et #B95; FERRIS et al., 1996) e,
subsequentemente, muitos grupos passaram a utiligamica para analise de comunidades
microbianas dos solos (HEUER et al., 1997; DUINEYEEt al., 1998). Devido a imensa
complexidade das comunidades microbianas desteeatebipesquisadores tiveram que
selecionar iniciadores especificos para populacdekecidas como actinomicetos (HEUER
et al., 1997) e bactérias nitrificantes (KOWALCHWgKal., 1997), ou limitar suas pesquisas a
ambientes especificos como a rizosfera e tecidgetais (DUINEVELD et al., 1998;
ROSADO et al.,, 1998; LEYS et al., 2004; NAKATSU, 0X). Qualquer gene pode ser
utilizado nesta técnica, desde que apresente segdeservadas e variaveis em sua sequéncia
de bases. A maioria dos estudos tem sido feito cab6S DNAr, mas outros marcadores
como regides intergénica (BECKER et al.,, 2004; DHMEIRA et al., 2006), 5S DNAr
(STONER et al., 1996), o gemgoB (DA MOTA et al., 2004) e o genefH (WARTIAINEN
et al., 2008), entre outros, também tem sido atilas.

d) Hibridizacéo in situ por fluorescéncia (FISH)

A metodologia de FISH é um exame de microscopia tgue sido utilizado para
identificacdo de bactérias, sendo uma das técdieadentificacdo mais direta. Este método
usa hibridizacdo de oligonucleotideos, geralmeota &5 nucleotideos complementares a
regides especificas do gene 16S DNAr ou 23S DNAa pa diferentes classes, géneros e
espécies bacterianas (AMAM et al., 2001). As sorsls capazes de entrar nas células
fixadas podendo formar ligacfes estaveis com @oethS ou 23S nos ribossomos (Figura 2).
Se nédo existir complementaridade entre a sondailBossomo, nao ocorre hibridizacéo e a
sonda é lavada da célula (LINDREA et al., 1999).cAkilas que hibridizam com a sonda
marcada podem ser diretamente visualizadas em grmsoopio de epifluorescéncia.

Sonda

Gene 165 @ ,-":. e
i ...TAGCTGGC.". ;|

L "GUAUCGACCGUAY

165 DNAxr

Figura 2. Hibridizacaoin situ com sonda de oligonucleotideos especifica parane 4.6S
DNAr. Fonte: adaptado de Abreu, 2004.

e) Hibridizacéo de acidos nucleicos

A Hibridizacdo DNA — DNA, ou técnica de reassoc@md@NA:DNA tem sido
utilizada na caracterizacdo genotipica de bactériagjumas décadas. E uma das primeiras
técnicas moleculares utilizadas (CROSA et al.,, 193 até agora permanece como



metodologia fundamental para o delineamento decesspéacterianas (ROSSELLO-MORA
& AMANN, 2001).

Esta técnica permite a comparacdo do genoma totd duas espécies bacterianas
sob condi¢des padronizadas. De acordo com estalabegia, uma espécie bacteriana inclui
estirpes com 70% ou mais de similaridade DNA:DNAc6°C ou menos de variacdo da
temperatura de fusdo (WAYNE et al., 1987; VANDAMMEal., 1996). Estima-se que mais
de 5.000 espécies bacterianas foram identificades sucesso baseadas na técnica de
hibridizacdo DNA:DNA (ROSSELLO-MORA, 2006).

Como todos os métodos, este apresenta algumaaddes, tais como: (i) tempo de
resposta demorado, (ii) permite o estudo de pogomgos, (iii)) apresenta elevado nivel de
erros experimentais, (iv) a reprodutibilidade desuitados € inexata, (v) ndo tem capacidade
de gerar um banco de dados e, (vi) ndo é apliGaeejanismos nao culturaveis (JANDA &
ABBOTT, 2002; MEHLEN et al., 2004; OREN, 2004; GERS, et al., 2005). Apesar da
intensa critica (LAN & REEVES, 2001; MAYNARD SMITHt al., 2000), a hibridizagédo
DNA:DNA ainda é referéncia para o delineamento sfgeeies em bacteriologia. Linhagens
da mesma espécie apresentam, sob condi¢cbes cdagalie ensaios, pelo menos 70% de
hibridizacdo entre seus genomas, conforme defipédio Comité Internacional de Sistematica
Bacteriana (STACKEBRANDT et al., 2002).

f) Polimorfismo de comprimento de fragmentos de régcao amplificados (AFLP)

Técnicas de DNAfingerprinting tém sido descritas como poderosos métodos de
tipagem molecular para microrganismos (SWAMINATHENGHASSAN, 1993). O RFLP é
uma técnica que requer grande quantidade de DNAngien, sondas de acidos nucléicos
pré-definidas e procedimentos de hibridizacao iaBos. A performance do RAPD é sensivel
a muitos fatores como a selecado de iniciadoregerdracdo de magnésio no tampéao de PCR
e ao termociclador usado para a PCR (LIN et a@619

Um novo marcador molecular de planta baseado em, RCRolimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo amplificg@dd_P) supera muitos dos problemas
encontrados por RFLP e RAPD. AFLP tem sido utilzadmo marcador de estabilidade
genética e para localizar genes de resisténcigenacds (VOS et al., 1995; THOMAS et al.,
1994). Além disso, esta técnica tem sido usada srasso para determinar a variabilidade
génica em diversos géneros de bactérias (McLAUCHetNal. 2002; BEN-HAIM et al.,
2003; AST et al., 2007; HILL et al., 2007; BUSCO®&tlal., 2008), j& que resulta num arranjo
de 30 a 40 fragmentos, alguns dos quais sdo gegExHicos e outros estirpe-especificos
(JANSSEN et al., 1996). A combinacdo de diferemiezsimas de restricdo e a escolha de
nucleotideos seletivos nos iniciadores para PCRdaAFLP um excelente sistema para
tipagem e determinacao do posicionamento taxon6deamicrorganismos (LIN et al., 1996;
JANSSEN et al., 1996).

Varios estudos independentes mostram uma altalagdice entre a similaridade de
padrbes de AFLP e de hibridizacdo de DNA:DNA pareerdos grupos taxonémicos. Por
esse motivo, o AFLP tem sido sugerido como umarreltva para as hibridizacoes
DNA:DNA (STACKEBRANDT et al., 2002; THOMPSON et aR004). Apesar de a técnica
de AFLP ser rapida, altamente discriminatoria eessiltados serem acumulados em bases de
dados locais, a comparacdo de padroes de AFLPageead diferentes laboratorios € muito
dificil, comprometendo fortemente a criacdo de barde dados publicos para a identificacao
de microrganismos.

g) Tipagem por sequéncia de multiplos logMLST)

O uso da tipagem por sequéncia de multiplos Ibtiltf Locus Sequence Typing
MLST) tem ampliado a visdo sobre a biodiversidade evolucdo de bactérias (COHAN,
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2002; FEIL et al., 2003) e fungos (O'DONNELL et, &004; BALAJEE et al., 2005). Essa
técnica originou-se da eletroforese de enzimas,langnte utilizada por biologistas de
populacdes (CAUGANT, 2003). Esta técnica consisieseqienciamento e na analise de
fragmentos de 5 a 7 genes conservados, espacatitosgyacdo genoma microbiano com pelo
menos 100 kb de distancia um do outro (MAIDEN et H998). A grande vantagem dessa
técnica € que a diferenca entre linhagens ficdadirtente indexada nas sequéncias de DNA.
Como esses genes evoluem muito lentamente, toreadeais para estudos de longo tempo.
Além disso, sequéncias génicas, diferentementeadebes de banda (como AFLP), podem
ser acumuladas em bases de dados de dominio publicomparadas com facilidade
(www.cria.org.br/cgee/documentos/microtax.doc).

Em uma nova reunido em que foram discutidos a igéfine o conceito de espécies
em procariontes (GEVERS et al., 2005), concluigge a definicdo de espécie utilizada
atualmente ainda se mostra Gtil e operacional.eEmito, houve a sugestdo de que novas
metodologias sejam desenvolvidas com urgénciaqgiantar as limitacdoes da hibridizacéo
DNA:DNA, 16S DNAr, caracteristicas fenotipicasfiagerprints A MLST vem sendo
fortemente indicada como nova alternativa. Diverpesquisadores tém sugerido que a
definicdo de espécie seja baseada em sequénaiasedsos genes (LA SCOLA et al., 2003;
GEVERS et al., 2005; THOMPSON & SWINGS, 2006) peatagacteristicas de baixo custo
de ensaios, facilidade de construcédo de basesdies @ acesso publico, incorporacédo de
novos dados e recursos de analise computacional.

2.1.2 Métodos fenotipicos

Fendtipo é a expressdao do genotipo, e sua observagdui caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas do orgams Antes do desenvolvimento das
técnicas moleculares, a taxonomia bacteriana falusiwamente baseada em estudos
comparativos das caracteristicas fenotipicas (VAND/E et a., 1996). Os métodos
fenotipicos classicos para tipagem bacteriana émclua analise de caracteristicas
morfolégicas do organismo em diferentes substrdéosrescimento, utilizacdo de diferentes
fontes de carbono, diferentes condicbes de NaCl,epkémperatura, susceptibilidade e
producdo de antibioticos, atividades enzimaticaseeoutros (VANDAMME et a., 1996). O
perfil metabdlico pode nédo ser uma representacéicada da comunidade microbiana, mas
certamente gera importantes informacdes sobre @ofelidade metabdlica das bactérias
(SMALLA, 1998). Uma das principais desvantagens dwdodos fenotipicos € o carater
condicional da expressédo do gene, onde o mesmmisnga pode mostrar diferentes
caracteres fenotipicos em diferentes condi¢cdesemtais. Além disso, € preciso notar que
caracteristicas fenotipicas devem ser comparadasatros conjuntos de dados encontrados
em estirpes relacionadas. Entretanto, a reprotidite destes resultados entre os diferentes
laboratoérios tem sido um problema constante, seedessario utilizar procedimentos muito
bem padronizados durante a execucado dos testeSL{Wn& HOLMES, 1991).

Com o advento da taxonomia numérica (SNEATH & SOKA862) e o surgimento
da computacédo, dados fenotipicos comecaram a aksatos por coeficientes numeéricos que
expressam similaridade entre linhagens com o aurlii um computador. Sem duvida, a
taxonomia numeérica proporcionou maior objetividades esquemas de classificacédo
microbiana. A abordagem pressupunha a utilizacdoue grande numero de testes
bioquimicos (100 a 200) e uma amostragem grandeegsdicada de linhagens, sendo os
resultados expressos em porcentagens (VANDAMME €1 206).

2.1.3. Métodos quimiotaxonémicos
O termo quimiotaxonomia refere-se a aplicacao dedod analiticos que obtenham
informacBes sobre diferentes produtos quimicos titoimtes ou marcadores
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guimiotaxondmicos das células bacterianas, a fimgiepa-los ou organiza-los em diferentes
niveis (VANDAMME et al., 1996; ROSSELLO-MORA & AMAN, 2001). O principio da
guimiotaxonomia baseia-se na distribuicdo desigieaimarcadores entre diferentes grupos
microbianos. Os métodos mais comumente usados eimcleomposicdo da parede
celular/membrana como peptidoglicanos, acidosdeips polares, composicdo de acidos
graxos, lipopolissacarideos, quinonas e poliami(@SHLEIFER & KANDLER, 1972;
BUSSE & AULING, 1988), dentre outros.

A riqueza de informacgBes contidas nos acidos grgpos exemplo, pode ser tanto
qualitativa (usualmente em nivel de género), qugutmtitativa (em nivel de espécie). Como
0s caminhos bioquimicos para andlise de acido®grs&o conhecidos, varias relacbes podem
ser estabelecidas entre diferentes organismos.  tdkyni et al.
(www.store.pda.org/bookstore/tableofcontents/ermdnct01.pdf) afirmam que a
composicao de acidos graxos € altamente conseg@usticamente, e assim, um mesmo
género e espécies de bactérias, em condi¢cdes seresihterdo similaridade bem elevada da
composicao de acidos graxos.

Acidos teicdicos sdo polimeros de glicerol e sioeeficamente utilizados para
caracterizar bactérias Gram-positivas. Quinonas mpréencem a uma classe de lipidios
terpendides sdo componentes de membrana plasmddicieriana e sdo valiosos na
sistematica microbiana. A analise destes compogitibzando diferentes técnicas de
cromatografia, pode delinear com éxito as bact@t@s classificacdo de género (BISHOP et
al., 1962).

Todas as técnicas utilizadas na classificacdo tensfica tém suas vantagens e
limitacGes, por isso, a combinacéo de diferente®dod tem sido o melhor caminho para o
entendimento sobre diversidade, filogenia, ecologralucao e taxonomia do maior grupo de
organismos vivos da Terra — 0s procariotos.

2.2 O GéneraSphingomonas

a) Descricao do género

Yabucchi et al. em 1990 transferiram a espéBgeudomonas paucimobilis
(previamente conhecida como CDC grupo 1IK-2) par@eo génerdSphingomongscom a
estirpe-tipo, S. paucimobilis O género foi expandido e inclui, atualmente, @ede 54
espécies. As bactérias do géngphingomonaapresentam como caracteristicas: pertencem a
subclassea-proteobacteria; sdo Gram-negativas; ndo formaddeassporos; apresentam
células com formato de bastdo ou cocobacilos rewscurvos; didmetro celular de
aproximadamente 0,8m; reproducdo por fissdo binaria; divisdes celwlassimétricas; de
modo geral, as espécies ndo apresentam flagelos, abpumas excecdes; metabolismo
estritamente aerdbico com o oxigénio como aceptwl fde elétrons; algumas espécies
produzem bacterioclorofila a; a coloracdo das cat® predominantemente amarela, com
variacao de tonalidade de espécie para espécia@ddo com os meios de cultura utilizados
e tempo de incubacdo (YABUCCHI & KOSAKO, 2005). Aracteristica amarela das
colénias é devido ao carotendide nostoxanthinagralite de xanthomonadina que é
produzido poXanthomonaspp. (JENKINS & STARR, 1985).

Todos os membros deste género apresentam uma doampode membrana
diferenciada dos procariotos, com sphingoglicokpil (GSL) dos tipos GSL-1 ou GSL-4
(Figura 3), em papel andlogo aquele dos lipopale$deos nas bactérias Gram-negativas
(KAWASAKI et al., 1994; KAWAHARA et al., 2000). KAVWHARA et al. (1999) chegaram
a conclusédo que os GSL, usualmente presente em navgssbde células eucaribticas, sédo 0s
maiores componentes da membrana de bactérias @vod&phingomonasDe acordo com
estas informacdes, alguns autores tém especulgdmadipo de relacdo entre bactérias deste
género e organismos superiores (IKUSHIRO et aD12GIAVASIS et al., 2000). HEUNG

12



et al. (2006) relatam que estes compostos atuano ecoaléculas sinalizadoras em muitas
funcbes celulares e tém papel crucial na regulaggrocessos patogénicos em células
humanas. Em outros eucariotos como fungos, shpidebs tém sido relacionados com
estresse de temperaturas elevadas (JENKINS €t9419), endocitoses (ZANOLARI et al.,
2000), transducéao de sinais (OBEID et al., 2002ategenicidade (CHENG et al., 2003).

Em bactérias, a funcionalidade destas moléculagaaén desconhecida, entretanto,
Kawahara et al., (1999) sugerem que a superfididlacehidrofébica destas bactérias é
conveniente para a utilizacdo de compostos aroosaticsobrevivéncia em nichos ecoldgicos
diversificados.

G5L—1
GSL-1
_ Outras proteinas

de membrana

Fosfolipidio

Lipoproteina

Peptideoglicann

Figura 3. Modelo da membrana celular &hingomonas paucimobilisonte: adaptado de
Kawahara et al., 1999.

b) Taxonomia e relacdes filogenéticas

O génerdSphingomonatoi nomeado por Yabuchhi et al. (1990) devido&spnca de
sphingoglicolipideo especifico contendo acido giéoico (YAMAMOTO et al., 1978). Este
composto foi inicialmente encontrado em lipidedslaees de uma estirpe éavobacterium
devorans(ZIMMERMANN, 1890), que posteriormente foi recldgsada paraPseudomonas
paucimobilis(YABUCCHI et al., 1979).

Embora o sequienciamento de seu genoma aindasejapleto (BALKWILL et al.,
2006), baseados em resultados de analises filagesato gene 16S DNAr e presenca de
sphingoglicolipideo nos lipideos celulares dasrgessti tipo, os géneroRhizomonagVan
BRUGGEN et al., 1990BlastomonagHIRAISHI et al., 2000) d&rythromonagYURKOV
et al., 1997) apresentam relagdes mais estreitasSphingomonaspp..

A similaridade das sequéncias de 16S DNAr das pestitipo das espécies de
Sphingomonag S. paucimobilis— estirpe-tipo do género — encontra-se entre 38%.
Devido ao rapido aumento do niumero de espéciasessitlade de habilidade metabdlica e a
distribuicdo de organismos em varios nichos ecotiggia definicdo de espécies do género
Sphingomonaatravés da andlise filogenética da sequéncia deatideo do gene 16S DNAr
tem sido subjetiva (TAKEUCHI et al., 2001; HIRAISHI al., 2000; STOLZ et al., 2000). De
acordo com os resultados encontrados durante emélisgenéticas de bactérias deste género,
Takeuchi et al. (2001) propuseram a separacdo derg&phingomonasem 4 géneros,
SphingomonagsSphingobium Novosphingobiume Sphingopyxis Estes géneros se diferem
principalmente pela composicdo de &cidos graxadasek, utilizacdo do homospermidina
como a poliamina principal e regiées do gene 16&AIDN
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De acordo com o0 avanco das técnicas molecularegtasmespécies tém sido
reclassificadas como, por exempRhizomonas suferifacier{fSphingomonas suferifacigns
Blastomonas natatoria B. ursincula(S. natatoriae S. ursinculd (YABUCCHI et al., 1999).
De forma geral, estes autores concluiram que anig@éfi do género e espécies de
Sphingomonasnao deve ser delineada somente por analises ridbigas, mas também ser
distinguidos pela combinacg&o de testes fenotipapsimiotaxonémicos.

c) Interagéo com plantas

Microrganismos associados a plantas tém atraidoteac@ por apresentarem
caracteristicas que influenciam direta ou indiretiai@ o desenvolvimento das plantas com as
quais se associam (GLICK, 1995; DOBBELAERE et 2003). Estimulos diretos incluem
fixar nitrogénio, promover antibioses, aumentabsoacdo de 4gua e nutrientes pela planta,
aumentando a superficie exploratéria das raizesotwbilizando compostos inorganicos,
produzir fitohormdnios e vitaminas, inibir a sirdede etileno (DOBEREINER et al., 1992;
AYYADURAI et al., 2006; NOEL et al., 1996; UNNO at., 2005; GUNARTO et al. 1999;
GLICK, 1995). Muitas espécies de bactérias tém radet potencial na promoc¢édo do
crescimento vegetal comaAgrobacterium Azospirillum, Alcaligens, Burkholderia,
Herbaspirillum, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobiuphifgomonasentre outras.

Sphingomonassao bactérias de vida livre encontradas em andgsenaturais e
antropogénicos. Estirpes deste género tém sidadaslde uma variedade de ambientes,
incluindo solos contaminados com produtos quimisesimentos, agua de rios e oceanos,
ambientes alcalinos, tecidos vegetais, hospitaasseciados a doencas de plantas e humanos
(YABUCCHI & KOSAKO, 2005). Sua distribuicdo em diges ambientes € decorrente da
sua habilidade de utilizar uma larga escala de ostop organicos como fonte de carbono
(YABUUCHI & KOSAKO, 2005) e sobreviver sob condigdde nutrientes limitadas (OHTA
et al., 2004).

Algumas espécies deste género sdo associadas antaspké tém apresentado grande
namero de isolados nos tecidos vegetais como fofltass e sementes de diversas familias
boténicas, inclusive em poaceas como arroz (KAWAKAR al., 1994; KIM et al., 1998;
RIVAS et al., 2004; HASHIDOKO et al., 2005; MANO &it, 2006; XIE & YAKOTA, 2006;
WARTIAINEN et al., 2008). Dentre as espécies dggeero relacionadas a tecidos vegetais
encontram-seSphingomonas paucimobilisisolada de palmeiras e culturas agricolas
(FERNANDES et al., 2001%5. trueper, plantas de arro&. asaccharolytica S. malj raizes
de Malus spp. (TAKEUCHI et al., 1995)5. melonisfrutos deCucunis meldBUONAURIO
et al., 2002)S. prunj raizes dé’runus persigd TAKEUCHI et al., 1995)S. rosa raizes de
Rosa sp; S. roseiflayaespiga deSetaria viridise outras poaceas (YUN et al., 2008);
suberifaciensraizes dd.actuca sativaVan BRUGGEN et al., 1990%. yanoikuyaeraizes
de Ardisia crispae Psychotria nairobiens€YABUUCHI et al., 1990);S. phyllosphaerae
filosfera deAcacia caven(RIVAS et al., 2004) €S. azotifigensraizes de arroz (XIE &
YAKOTA, 2006).

E possivel que a adesdo destas bactérias ao fitoplas espécies vegetais seja
tolerante a radiacdo UV, estando esta adaptagawamente ligada com a sua capacidade de
formar biofilmes (MORRIS, et al., 1998; ELASRI & MER, 1999). Com a capacidade de
permanecer aderida aos tecidos vegetais por lopgdedos, estes autores acreditam que
estas bactérias consigam infectar as sementesdespgarsar ao longo da parte aérea das
plantulas, tornando-se endofiticas. Recentemensshidoko et al. (2006) e Mano et al.
(2006) isolaram bactérias do gén&phingomonasdo somente da palha, mas também de
sementes de arroz esterelizadas superficialmente.

Embora uma quantidade significativa de espéciesatao encontrada em tecidos
vegetais, informacdes sobre os beneficios geradwsepta interacdo sdo escassos. A
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existéncia de um grande numero Sehingomonaspp.. em folhas, flores e sementes de
diferentes plantas sugere uma associa¢do mutcaléiire ambos.

d) Sphingomonas spp. em plantas de arroz

Um dos primeiros relatos da interacao de bactéoagénerdsphingomonasg plantas
de arroz foi feito por lizuka em 1960. Este auterificou um elevado numero de bactérias
com pigmento amarelo em sementes de arroz e sumeei haveria uma relacéo direta entre
0 numero destas bactérias e a germinacdo das ssmeosteriormente, Kim et al. (1998) em
estudos de populacdo de espéciesSghingomonasem superficie de plantas, também
relataram a presenca de uma grande quantidade aliérias com pigmento amarelo em
sementes de arroz, identificando-as como membragderoSphingomonasEstes mesmos
autores também verificaram a presenca destas iaacein flores e folhas de outras familias
botanicas. Embora estes trabalhos indiquem quéeexis efeito positivo de bactérias deste
género em associacdo com sementes de arroz, ndoskivel determinar o tipo de estimulo
gerada por esta interacao.

Em um estudo de bactérias fixadoras de nitrogémiosdio, Anderson (1955)
descreveu um novo diazotréfico conhecido comséudomonas azotocolligdn&ntretanto,

Hill & Postgate (1969) demonstraram que esta biactéo era fixadora de nitrogénio, sendo
posteriormente reclassificada co®phingomonas truepepior Kampfer et al. (1997Apesar

da estirpe tipo desta espécie ndo ser consideirathofa de nitrogénio, Adhikari et al. (2001)
identificaram a presenca do gemétb em um isolado de arroz identificado co®otrueper,
mas ndo conseguiram detectar a atividade da nitesgeao utilizar a técnica de reducado de
acetileno (ARA).

Em 2001, Fernandes et al., estudando bactériastdifizas em raizes e folhas de
coqueiros cultivados em regido de baixada litoralee&ergipe, identificarai®. paucimobilis
com atividade da nitrogenase determinada atravééatéca de ARA, em cultura pura. Da
mesma forma, outros autores relatam isolados didimts deS. paucimobilisna rizosfera de
arroz (ENGELHARD et al., 2000), milheto e sorgo BHAR et al., 1992) e sementes de
arroz (MANO et al., 2006).

Oyaizu-Masuchi & Komagata (1988) reportaram o is@ato de bactérias de vida
livre, fixadoras de nitrogénio da rizosfera e raide plantas de arroz. Estes isolados foram
classificados em diferentes grupos baseados nasctedsticas fenotipicas e
guimiotaxondmicas. Posteriormente, Takeuchi ef24l01), através da analise da seqiiéncia
de nucleotideos do gene 16S DNAr, identificaranuradgdestes isolados como membros do
géneroSphingomonasEm 2006, Xie & Yokota baseados nos resultadosiedipor Oyaizu-
Masuchi & Komagata (1988) e Takeuchi et al. (20@dntamente com novas informacoes,
propuseram uma nova espé@e,azotifigensEsta bactéria foi descrita, efetivamente, como a
primeira espécie fixadora de nitrogénio do gérg&hingomonasA capacidade de fixacéo de
N foi determinada através da deteccao do géikte a atividade da nitrogenase, pela técnica
de ARA (XIE & YOKOTA, 2006).

e) Sintese de fitohormoénios

Recentemente, metabdlicos secundarios, que sacciaspente produzidos por
bactérias, tém mostrado grande importancia na dmotegia, beneficiando o crescimento,
desenvolvimento e produtividade de muitas plantdsa grupo destes metabdlicos
secundarios sao os fitohormonios, produzidos ndmos@lantas superiores (DAVIES, 1995;
FUJII et al., 2007; RUZICKA et al., 2007), mas piguens e musgos (ERGUN et al., 2002),
fungos (TSAVKELOVA et al., 2003) e bactérias (MARIHZ-MORALES et al., 2003;
PEDRAZA et al.,, 2004; KHALID et al., 2004, RADWANt al., 2005; MEHNAZ &
LAZAROVITS, 2006; SPAEPEN et al., 2007).
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A sintese dos fitohormonios por bactérias assosiadaantas € uma das formas mais
importantes de interacdo planta-bactéria (COSTACNRI VANDERLEYDEN, 1995;
KAMNEVA et al., 1999; SPAEPEN et al., 2007). Auxinsdo reconhecidas como o principal
horménio vegetal encontrado na natureza, sendddo &indolacético (AIA) o composto
mais ativo e produzido (RADWAN et al., 2005). Estdstancia é responsavel pela diviséao,
expansdo e diferenciacdo de células e tecidos aisgeprincipalmente nas raizes
(WOODWARD & BARTEL, 2005; TEALE et al., 2006), aléde apresentar influéncia direta
na germinacdo de sementes (MEHNAZ & LAZAROVITS, @00 SAVKELOVA et al.,
2007).

A producéo de AIA é difundida entre as bactériasu@ biossintese é realizada por
espécies simbioticas dos génerBhizobium Bradyrhizobium e Nosto¢ e bactérias
associativas como Azospirillum Herbaspirilum  Gluconacetobacter, Pseudomonas
(CACCIARI et al., 1989; RADWAN et al.,, 2005; MEHNAZ LAZAROVITS, 2006).
Acredita-se que cerca de 80% das bactérias isolddaszosfera e tecidos vegetais sdo
capazes de produzir auxina (COSTACURTA & VANDERLEE®, 1995). Recentemente,
Spaepen et al. (2007) relataram que as bactéilemmt os fitohorménios na interacdo com
plantas como estratégia de colonizacdo, promovendioestimulacdo e contornando o
mecanismo de defesa basal das plantas. Desta faimgroduzido pelas bactérias pode ser
considerada uma molécula sinalizadora essencialtecao planta-bactéria, e na interacao
com outras bactérias que ocupam o mesmo nicho (BENEet al., 2007).

Tsavkelova et al. (2003, 2005, 2007) revelaram undéncia de diferentes bactérias
colonizando raizes e parte aérea de orquideasmalguestas bactérias produziram AIA em
concentracdes significativas, e bioensaios confmmaa atividade de AIA microbiana. Os
resultados apresentados por Tsavkelova et al. (ZI%) mostraram que o tratamento de
plantas de feijdo com suspensao bacteriana aumsigtuticativamente a formacao e volume
de raizes, assim como a germinacdo de sementeguddeas. Dentre as bactérias produtoras
de AIA isoladas de plantas de orquideas, a estilpetificada comoSphingomonaspp.
(AM498043) apresentou os resultados mais promisswagoroducao de AlA e influéncia na
germinacao de sementes e desenvolvimento da @§MBAVKELOVA et al., 2007).

f) Producéo de exopolissacarideos

De acordo com Ogita et al. (200phingomonaspp. desempenham um papel de
apoio ao desenvolvimento da comunidade de miceoffwb condi¢cdes adversas do solo.
Estes autores relataram que a estirp&pleingomona&C-K085 foi capaz de produzir um
tipo de polimero - (R, R, R, R)-3-hydroxybutyratéB@) - caracterizado como um fator de
promocao de crescimento para bactérias do gé&rerteuria. Além do favorecimento do
cultivo deFrateuria, Tanaka et al. (2004) relataram que uma estirggptingomonag¢GF9)
isolada de lodo ativado foi capaz de proporcionarcutivo de Catellibacterium
nectariphilum descrita originalmente como bactéria ndo-cul&av

HB4 é um polimero sindnimo de Poli-beta-hidroxilkatt (PHB), ou seja, poliésteres
acumulados por microrganismos na forma de granotoscelulares, produzidos geralmente
em condicdes de pouca disponibilidade de nutrie(iteSNZLIKOVA et al., 1985). O
acumulo deste composto se inicia na fase esta@odércrescimento microbiano, podendo
ser utilizado posteriormente como fonte de carbenenergia (LEE, 1996). Anderson &
Dawas (1990) relataram que sob condi¢des limitddasitrogénio e na presenca de fontes de
carbono, algumas bactérias podem acumular de 60% & seu peso em PHB. Estas
informacgBes corroboram com o fato de que este @imero bacteriano mais representativo
em muitas bactérias fixadoras de nitrogénio de lnala e simbidticas (OGITA et al., 2006;
CASTELLANE & LEMOS, 2007).
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Além deste polimero, bactérias do génSphingomonaséao estudadas na producéo
de exopolissacarideos (EPS) para utilizacdo indbBERWANGER et al., 2007). As
estruturas de exopolissacarideos relatadas saeadabl como “sphingans” (POLLOCK,
1993). Industrialmente, estes EPS podem ser adidasnem varios produtos, especialmente
em leites fermentados, atuando como agentes desudscle, estabilizantes, emulsificantes ou
geleificantes (MAUGERI, 2001; RUAS-MADIEDO et a2002). Além disso, determinados
EPS produzidos sdo também requeridos devido aa®<efesioldégicos para o individuo,
contribuindo na formagé&o de agregados celularetehacos e no reconhecimento e adesao a
superficies, facilitando a colonizacdo de varioshiamtes e formacédo de biofilmes (De
VUYST & DEGEEST, 1999; DUBOC & MOLET, 2001).

g) Biorremediacao

Embora muitas espécies 8phingomonasejam isoladas de ambientes relativamente
limpos, a grande maioria tem sido descoberta ememt@s contaminados. Muitos artigos tem
sido publicados sobre as vias de degradacdo aguObiastirpes de diferentes espécies de
Sphingomonas A maioria das espécies que se encontram asseciadaambientes
contaminados tem habilidade em degradar uma valéeda poluentes, tais como inseticidas
(NAGATA et al., 1999), compostos recalcitrantes {DBON et al., 1996), herbicidas
(KOHLER, 1999), fendis clorados (CASSIDY et al. 999, dibenzofurom (KIM et al., 2004),
além de utilizar hidrocarbonetos policiclicos artioe® como fonte de carbono e energia
(LEYS et al., 2004). Em um estudo realizado porhiymma et al. (1992)S. paucimobilis
degradou hexaclorociclohexano para sobreviverserao solo contaminado, especialmente
dentro dos agregados do solo com menos de 0,0Ztheatibs de diametro. Esta bactéria
manteve uma densidade de populacdo mais elevapi@senca do contaminante do que em
sua auséncia. Estas descobertas demonstram queeesiieSphingomonasspp.. podem
utilizar contaminantes organicos como fonte do agmesnto e energia (THOMAS et al.,
2000), sendo extremamente Uteis na biorremediaga@amiientes contaminados.

Além de degradar uma grande variedade de compesiigpes d&phingomonagm
sido relatadas em biosor¢cdo de metais pesadoeskrdos de biosorcdo de cadmio Bor
paucimobilis,foi verificado que as células da estirpe utilizdoleam capazes de remover o
cadmio do ambiente com eficiéncia relativamenteagla, dependendo do pH da solugéo e
concentracdo do sorvente (TANGAROMSUK et al., 2002)

O géneroSphingomonagem sido encontrado em plantas, especialmentamddid
Poaceagcolonizando suas superficies e o interior de tmidos sem causar danos aparentes.
Diferentemente da associac@®hizobiurdeguminosa, sua associacdo parece ser mais
descentralizada, apresentando bactérias dispersdeda a planta. Considerando a diversa
funcionalidade destas bactérias, seja pela fixdgatbgica de nitrogénio, producédo de
fitohormonios e exopolissacarideos, e 0os demaiscasp discutidos nesta revisdo, vislumbra-
se que a utilizagdo biotecnoldgica deste génermaise altamente promissora na
agroindustria.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos Isolados

Durante o trabalho de tese de Rodrigues (2003)tighe por objetivo o isolamento
de bactérias diazotréficas do géneéterbaspirillum de plantas de arroz, foram obtidos 82
isolados de colonias amarelas em meio Batata (AWgxque se diferenciavam do género
Herbaspirillum e dos demais géneros de diazotréficos isolados mamor freqiéncia. O
isolamento destas bactérias foi feito de acordo aametodologia descrita por Ddbereiner et
al. (1995), no Laboratorio de Gramineas da EmbAapabiologia. A origem de cada isolado
esta descrita na Tabela 1.

As bactérias estavam armazenadas em tubos comBa&ata soélido inclinado sob
condicbes ambiente. Na reativacdo dessas bactésasjesmas foram inoculadas, com o
auxilio da alca de platina para meio DYGS liquidodgxo A) e em seguida incubados a 30
°C, por periodo de 24 horas sob agitacdo constieni&0 rpm. Apds 24 horas de cultivo foi
retirada uma aliquota do liquido e estriada em piaaa de Petri contendo meio DYGS
sélido, a qual foi incubada em estufa sob tempexate 30 °C por um periodo de 48 horas.
Entdo, foi feita verificacdo da pureza das culturas

Tabela 1.0rigem dos isolados bacterianos provenientes de clulivares de arroz plantados
em dois solos distintos; isolamento feito por Rguakes (2003).

Origem dos Isolados

Isolados Cultivar de Parte da
Arroz Solo Planta

62, 63, 64, 65, 66, 96 IAC4440 GO RL
67, 68, 169, 170, 171, 192, 252 IAC4440 GO ’RE
69, 193, 246 IAC4440 GO PA
71,172,173 IAC4440 RJ RL
73,74, 97,98, 174, 175, 176, 194, 247 IAC4440 RJ RE
75,76, 77, 78, 79, 99, 100, 101, 102, 177, 248 WA RJ PA
80, 81, 82, 83, 103, 104, 178, 179, 180, 195 IR42 GO L R
84, 85, 105, 181, 182, 233 IR42 GO RE
22,787, 88, 89, 90, 106, 107, 183, 184, 185, 186, IRA2 GO PA
91, 92, 93, 108, 109, 110, 111, 188, 189, 196, 197 RA42l RJ RL
94, 95, 190, 191 IR42 RJ PA

1 - RL: Raiz Lavada; 2 - RE: Raiz Esterilizada stipalmente; 3 - PA: Parte Aérea; GO — solo pragate do
Estado de Goias; RJ — solo proveniente do EstadRialde Janeiro.

Um novo estoque em glicerol 50% foi feito para cada das estirpes. Inicialmente
as colbnias individuais obtidas das placas de Retim coletadas e reinoculadas em meio
DYGS liquido, permanecendo sob temperatura de pOtQ24 horas com agitagdo constante
a 150 rpm. Posteriormente uma aliquota de 2 mluttara de bactérias foi transferida para
um microtubo e procedeu-se uma centrifugacdo &08®® por 15 minutos. Ao precipitado
foi adicionado 50@l de glicerol 50% estéril e estes estocados emadree20°C.
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3.2 Extracado de DNA Gendmico

O DNA gendmico foi extraido de células bacterianalivadas em meio liquido
DYGS por 24 horas. A extracdo do DNA foi feita igdhdo o Kit MiniKit QUlamp DNA’
(QIAGEN®) de acordo com as recomendacdes do fabricanter&-4).

A quantificagcédo e qualificacdo do DNA gendmico fieita por eletroforese em gel de
agarose a 1% segundo Sambrook & Russell (2001)ulUde cada amostra de DNA e
diferentes concentracées conhecidas de DNA lambadéamente com gl de tampéo da
amostra (0,25% de azul de bromofenol e 40% de @s€gforam submetidos a uma voltagem
de 100 volts por 2 horas em tampédo TAE 1X (0,04 M8 &cetato e 1 mM de EDTA). Em
seguida, o gel foi corado em solucéo de brometetideo (0,5.g mI*) e visualizado sob luz
ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100dik).

Amostra

Lise das  Aderénciado Lavagem com Lavagem com Eluicdo do DNA
células DNA na silica tampdo AW1 tampdo AW2 DNA gendmico

Figura 4. Representacdo esquematica das etapas de extrafAdAdgendmico utilizando o
QUIAmMp Minikit. Fonte: Manual de instrucbes do KMiniKit QUlamp DNA
fornecido pelo fabricante

3.3 Identificacédo de Bactérias Diazotréficas

a) Atividade de reducéo de acetileno (ARA)

A atividade da nitrogenase dos isolados foi avalipdlo método de reducédo de
acetileno (BODDEY et al., 1990), utilizando frasasvidro (volume de 10 ml) contendo 5
ml de meio LGI semi-sélido (Anexo A). Estes frasdosam inoculados com 2Ql de
bactérias previamente cultivadas em meio LGI liguedncubados sob temperatura de 30°C.
Apos a formacao da pelicula os frascos foram femhadm rolhas de borracha perfuravel do
tipo sub-seale 10% da capacidade do frasco foi injetado cortil@ice e estes incubados por
1 hora a 30°C. Posteriormente, 0,5 ml da fase gasims frasco foi introduzida no
cromatografo de gas com ionizacdo de chama, Pé&lkrer modelo F11, utilizando uma
coluna Poropak N de 50 cm a 40°C.

Apos leitura de ARA, os frascos foram submetidosgitador de mesa para tubos de
ensaio até a completa homogeneizacéo da peliculaeo de cultura. Uma aliquota de 100
pl da amostra homogeneizada foi colocada em tubosndaio, contendo 400 de agua
destilada estéril e 5@ de NaOH 1M para lisar as células e posteriormaqtescidos por 5
minutos a 100°C para extragdo das proteinas ®tiésnaturacdo do agar. Em seguida, foram
adicionados 2,5 ml do reagente de Lowry (pH 7,0ntendo uma mistura de 50 ml de
solucdo de carbonato de sodio 5%, 1 ml de solug&arthrato de sodio e potassio 20 % e 1
ml de solucéo de sulfato de cobre 1% . Os tub@srfagitados no vortex e incubados por 10
minutos no escuro. Entdo, 5Q0 do reagente de Folin-Ciocalteau 1M, diluido 3Xij f
adicionado a mistura e, em seguida, os tubos fonabados no escuro por 30 minutos.
Apoés incubacéo foi feita a leitura de absorbanci&@nm em espectrofotometro (LOWRY et
al., 1951). Como controle (branco) foram utiliza@dasostras contendo 1Q0 de meio de
cultivo semi-solido LGI, submetidos ao mesmo traata descrito anteriormente.
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A concentracdo de proteinas foi determinada usaedm-curva padrdo obtida pelos
valores de absorbancia das quantidades conhecigapraleina Albumina Bovina nas
seguintes concentracdes: 2, 5, 10, 15, 20, 2856,40ug mi™.

b) Amplificacdo do genenifH

Um fragmento de aproximadamente 390 pb do gufie (que codifica a Fe-proteina
da nitrogenase) foi amplificado a partir do DNA raido conforme descrito no item 3.2,
usando o par de iniciadores degenerados descotoblgda et al. (1995) (Tabela 2). Cada
reacao de amplificagcdo com volume final deub@i composta de 50 ng de DNA gendmico;
tampéo 1X; 2 mM de Mgl 200 mM de cada dNTP; 0,1V de cada iniciador e 1 U da
enzima Tagq DNA polimerase. As reacbes de ampli@icdoram realizadas em termociclador
PTC 100 (MJ Research). Os ciclos de amplificacaostitniiram-se de uma etapa de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, uma etapa dameeto 50°C por 1 minuto e uma etapa
de extensdo a 72°C por 1 minuto Depois de 35 cittnsefetuada uma ultima etapa de
extensdo a 72°C por 4 minutos.

Tabela 2. Iniciadores utilizados nas reagbes de amplificagdogenenifH e respectivas
sequéncias de nucleotideos.

Iniciador Sequéncia 55 3’ Referéncia
19f GCIWTY TAY GGI AAR GGI GG
4071 AAI CCR CCR CAI ACI ACR TC UEDA et al., 1995

c) Eletroforese em gel de agarose 1%

Apés a reacdo de amplificacéo, os produtos foraamstidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% segundo Sambrook & Russell (2001l).d& cada amostra, juntamente com
2 ul de tampao da amostra foram submetidos a umagesitade 80 volts por 2 horas em
tampéo TAE 1X. Em seguida, o gel foi corado conugi@d de brometo de etideo (@ ml
1) e visualizado sob luz ultravioleta em fotodocutadnr Kodak Logic 100 (Kod&k) para
avaliacao do produto amplificado com relacdo aessw da reacédo, tamanho e concentracao
aproximada.

d) Seqiuenciamento do fragmento amplificado

Para o sequenciamento do fragmento do geft€ dos isolados bacterianos, foram
utilizados 300 ng dos produtos de PCR purifica8gd uM de cada iniciador (Tabela 2), 4 ul
do Kit de sequenciamenye-terminator(DYEnamic ET, Amersham Biosciences) e agua
ultrapura (ultraPURE", Invitrogen Co.) para um volume final de 20 pl. €islos de
amplificacdo constituiram-se de uma etapa de desmgdo a 95°C por 20 segundos, uma
etapa de anelamento 50°C por 15 segundos e umea dgapxtensdo a 60°C por 1 minuto.
Depois de 30 ciclos, foi efetuada uma ultima etidpaxtensédo a 72°C por 4 minutos. Apos a
reacao de sequenciamento, as amostras foram padeipiadicionando 1,0 pl de acetado de
amonio 7,5 M e 27,5 ul de etanol 70% e incubadd%Capor uma noite. Posteriormente a
incubacédo, as amostras foram centrifugadas a 14g@0@or 30 minutos sob temperatura de
4°C. O sobrenadante foi entdo descartado e o jespfoi lavado com 150 ul de etanol
70% e centrifugado novamente a 14.000 rpm por ditmia 4°C. As amostras foram secas ao
ar, ressuspendidas em 7,5 pl de tampéao de corrgalesadas em seqienciador automatico
MegaBACE 1000 (Amershan Biosystem). As sequénaiasiguas foram montadas a partir
das sequéncias diretas e reversas utilizando-seprogramas PHRED/PHRAP ou
CAP3/CONSED em ambiente Linux pelo setor de biginfitica da Embrapa Agrobiologia.
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e) Analise de similaridade e filogenia

A pesquisa por similaridade foi realizada no Gekbgpelo programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com as sequUénciastiguras possuindo em média 300 pb. O
programa MegaBLAST (ZHANG et al., 2000), cuja conagdo se da pela pesquisa contra
banco de dados de nucleotideos NCBI, foi utilizpdwa fazer as comparacbes. Para a
construcdo da é&rvore filogenética, as sequénciaamfoalinhadas usando o programa
CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994). A arvore baseada comparacdo de
aproximadamente 250 pb foi construida usando o doéieighbor-Joining(SAITOU &
NEI, 1987). A topologia da arvore filogenética tnaliada pelo método dmootstrapcom
1000 repeticbes (FELSENSTEIN, 1985). A distancial@sionaria foi computada usando o
meétodo Kimura 2-parameter(KIMURA, 1980) e a analise filogenética foi condile no
programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007).

3.4 Avaliacdo da Diversidade dos Isolados
3.4.1 Andlise de restricdo dos fragmentos amplifics (ARDRA)

a) Amplificacdo do gene 16S DNAr

Para a amplificacdo do fragmento, foi utilizadaoanbinacdo de iniciadores 27f e
Amp2 (Tabela 3). Cada reacédo de amplificacdo cdomwe final de 5Qul foi composta de 50
ng de DNA gendmico; tampao 1X; Tween 201,25X; 2 & MgCh; 200 mM de cada

foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ RebgaOs ciclos de amplificacdo
constituiram-se de uma etapa de desnaturacdo a P&°Cl5 segundos, uma etapa de
anelamento a 62°C por 45 segundos e uma etapaeatesasa a 72°C por 2 minutos. Ao final
de 35 ciclos, foi efetuada uma ultima etapa densgie a 72°C por 5 minutos. Ao final da
reacdo os produtos de PCR foram analisados enofeletse em gel de agarose conforme
descrito no item 3.3 ().

Tabela 3 Iniciadores utilizados nas reacdes de amplificgu@ra amplificacdo do gene 16S

DNAr.
Iniciador Sequéncia 55 3’ Referéncia
27f AGA GTT TGATCC TGG CTC AG FURUSHITAt al., 2003
Amp2 AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA WANG et al., 1993

b) Analise de restricdo

As enzimas foram selecionadas com base na analiseqliéncia do gene 16S DNAr
de espécies bacterianas do gérigphingomonasiepositadas no banco de dados, realizada
pelo programa de analise de DNA pDRAW 32.

De um total de 5@l do produto amplificado, fl foram digeridos separadamente a
37°C por 2 horas, utilizando-se 10 U das enzimased&icdoHinfl, Hindlll, Rsd (Gibco
BRL"), Mbol, Hadll eHhal (Invitrogeri™) (Tabela 4) e tampé&o correspondente 1X. Ao final
da digestao, os produtos foram seperados em eletsaf em gel de agarose 3 % em tampao
TAE 1X. Todo o volume da amostra, juntamente coml 4e tampdo de amostra, foram
submetidos a uma voltagem de 50 volts por 4 h&masseguida, o gel foi corado conforme
descrito no item 3.3 (c).

c) Analise dos perfis de restrigcdo
A imagem foi analisada com o programa GelCompévidlecular Analyst Programa
Fingerprinting Plus Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif.). O ped#& bandeamento foi
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usado para construir um dendrograma usando o méied@aMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetical Average{SNEATH & SOKAL, 1962) e os coeficientes de
correlacéo de Pearson e Jaccard.

Tabela 4.Sitios de restricdo das endonucleases utilizad@sdigestdo de produtos de PCR
da regido 16S DNAr dos isolados e estirpes-tip§gl@ngomonas

Endonuclease Sitios de restricdo Endonuclease Sitios kstricao
Hhal 23232 %Ag:g Mbol g::Ag TA AT GCA:g:
Hinfl Yo e Rsd G AT G

Hindill g::?AﬁcGGC ATAX:E: Hadll g::g (G:,fg g:g’:

A - Sitio de corte das endonucleases

3.4.2 Polimorfismo do tamanho de fragmentos amplidados (AFLP)

A técnica de AFLP foi utilizada com o propésitoaaliar a diversidade dos isolados
e comparacdo com o perfil produzido pelas estitipesdo génerd&phingomonasA técnica
consiste no desenvolvimento de inlUmeras etapastdssa seguir:

a) Digestdo com endonucleases de restricdo e ligac@s ddaptadores

O DNA das amostras foi digerido com as endonucteaserestricdo e ligado aos
adaptadores seguindo o protocolo recomendado akténte do Kit AFLP Core Reagent
(Invitrogen™). Em tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, foram imdiado 500 ng de DNA
gendmico, 5ul de tampédo 5X, qul das endonucleasdscoRI/Msd e agua de PCR para
completar o volume final de 38. Esta mistura foi homogeneizada, centrifugad&eapente
e incubada por 2 horas a 37°C em banho-maria. Gmdse as amostras foram mantidas sob
temperatura de 70°C em banho-maria durante 15 asireifposteriormente acomodadas no
gelo. A esta mistura foram adicionadosi®4le solugcao de ligacdo aos adaptadoresilede
T4 DNA ligase. As amostras foram incubadas a 2@ phoras.

b) Reacao de pre-amplificacéo

Apés a ligacdo dos adaptadores, as amostras forapiifieadas usando uma
combinacédo de iniciadores sem nucleotideo adicioa@xtermindade IMsd+ 0 eEcaRl +
0). Cada reacdo de amplificagdo com volume findd@gl foi composta por pul do produto
de ligacdo; tampé&o para PCR 1X; 2 mM de Mg200 mM de cada dNTP; 1U de TB{NA
polimerase e 0,5 pmol de cada iniciador. As reagfieamplificacdo foram realizadas em
termociclador PTC 100 (MJ Research). A amplificacaastituiu-se de 27 ciclos com uma
etapa de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,tapzade anelamento 60°C por 1 minuto e
uma etapa de extensdo a 72°C por 1 minuto. O grquétamplificado foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose 1% conforme desaritiem 3.3 (C).

¢) Marcacdao radioativa dos iniciadores especificos

Como o método de revelacdo do gel foi a autoradfiagrfoi necessaria a marcacéo
do iniciador dirigido ao adaptador da endonuclaeBseorte raroEcoRl, com o radioisétopo
[y*?P]-ATP. A marcacao foi feita com tamp&o 10X, 0,21&/enzima polinucleotideo kinase,
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10 ng do iniciador e 600 ci/mmol do radiois6togd?P]-ATP. A reacéo foi incubada a 37°C
por 1 hora, e posteriormente mantida a 80°C ponihQtos para inativacdo da enzima.

d) Reacdo de amplificacao seletiva

Nesta segunda fase, foram usados iniciadores comugteotideo adicional na
extremidade 3, isto para que apenas o0s fragmemjoe possuem nucleotideos
complementares aos nucleotideos seletivos fossepiifisados. Os produtos da pré-
amplificacéo, foram reamplificados com os iniciakdcoRI+A/Msd+C, Ecarl + CMsd+
G eEcoRKG/Msd+C. As reacdes de amplificacdo com volume finaR8g@l ocorreram com
a mistura de tampéao 1X; 2 mM de MgQ200 mM de cada dNTP; 1 mM do iniciadecoRl
marcado com radiois6topg’tP]-ATP; 1 mM do iniciadoMse; 2 U de Tagq DNA polimerase
e 5l do produto da pré-amplificacdo diluido 5 vezes. rdagbes de amplificacdo foram
realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Resea@hkiclos de amplificacdo constituiram-
se de uma etapa de desnaturacdo a 94°C por 1 mimuoetapa de anelamento a 62°C por
30 segundos e uma etapa de extensdo a 72°C peg@0des; este ciclo foi repetido 9 vezes
com diminuicdo de 0,7°C da temperatura de anelamgott ciclo. O ultimo ciclo, onde a
temperatura de anelamento atingh6°C, foi repetido mais 22 vezes.

e) Preparacao do gel e migracao das amostras

Para montagem do gel de poliacrilamida utilizouxssepar de placas de vidro com 40
cm de comprimento e 30 cm de largura. As placasrianicialmente lavadas com detergente
alconox 5% e agua destilada. Posteriormente a secagb temperatura ambiente, as placas
foram limpas com etanol P.A. e submetidas a afdicade repelente de agua para vidros
(Proautd), bem distribuido sobre as duas placas. As pléarasn colocadas uma sobre a
outra, separadas por espacadores de 1 mm de espessedadas com fita timlver tape
(Adelbras)). O gel foi preparado pela mistura de 100 ml daggm para gel (Anexo B), 500
pul de persulfato de amoénio 10% e 1Q0 de TEMED (N, N, N, N - tetra
metiletilenodiamina). Apds polimerizacdo do gel,pdescas foram acomodadas em cuba de
eletroforese vertical e submersas em tampao TBE(Tr¥hidroximetilaminometano 89
mmol/l; &cido bérico 89 mmol/l e EDTA 1 mmol, pH28,a 50°C e submetidas a 1568 volts
por 30 minutos. As amostras foram desnaturadasspminutos a 95°C e imediatamente
transferidas para o gelo. Aliquotas de |Hl0de cada amostra foram aplicadas no gel de
poliacrilamida e migraram por 1 hora e 30 minutob 8s mesmas condi¢cdes anteriores.
Depois da eletroforese, o gel foi transferido para papel de filtro e acomodado em uma
secadora de gel (Bio-Rad), por 2 horas a 80°C.g@lpeom o gel aderido, foi acomodado em
cassete e exposto a um filme de raio-X a - 80°C2pdias. O filme de raio-X foi revelado
pela imersdo em solucéo reveladora Kodak D 79 (8rBx A avaliacdo do perfil gerado foi
feita conforme descrito no item 3.4 (c).

3.4.3 DGGE do gene 16S DNAr

O DNA dos isolados bacterianos foi submetido a dimatdo por PCR em reacdo
com volume final de 50 pl, contendo 50 ng de DNAGyeico, tampédo 1X, 0,2 uM de cada
iniciador (Tabela 5), 200 mM de cada dNTP, 3 mMWeCI,, 2 U de Tag DNA polimerase.
As reacdes de amplificacdo foram realizadas emao@oiador PTC 100 (MJ Research). Os
ciclos de amplificacdo constituiram-se de uma etipaesnaturacdo a 93°C por 1 minuto,
uma etapa de anelamento 55°C por 1 minuto e urpa €@ extensdo a 72°C por 2 minutos.
Ao final de 30 ciclos, foi efetuada uma ultima etale extensdo a 72°C por 5 minutos.

ApoOs o término da reacdo de amplificacdo, 5 pl dmyto de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%orooaf descrito no item 3.3(c).
Posteriormente a verificagdo em gel de agarose anlupy amplificado foi utilizado
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diretamente para analise de DGGE em gel de pdéadda conforme descrito por Muyzer et
al. (1993) com algumas modificagées. Um gel deapalamida a 6% em TBE 1X com
gradiente de desnaturacao de 55 para 65% foi ymadoanalise de DGGE. A eletroforese foi
realizada a uma voltagem constante de 120 voltd@dworas em tampao de corrida TAE 0,5
X (20 mM Tris acetato e 0,5 mM EDTA), sob tempeamatde 60°C em uma eletroforese
vertical para DGGE (INGENYphorU-2; INGENY Internaial BV). Apos a eletroforese, o
gel foi submetido a etapa de coloracdo com nitdatgrata (AgN@) para visualizacdo das
bandas segundo a metodologia descrita por Creda )2

Tabela 5. Iniciadores utilizados nas reacdes de amplificagédma analise por DGGE e
respectivas sequéncias de nucleotideos.

Inicador Sequéncia 55 3’ Referéncia
R 1378 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG
MUYZER et al.,
E gg8rge CCC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG 1993

GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAACCT TAC

3.5 Determinagéo do Posicionamento Taxondmico e Refo Filogenética
3.5.1 Hibridizacaoin situ por fluorescéncia (FISH)(KIRCHHOF et al., 2001)

a) Fixacao das células bacterianas

Aliquotas de 1 ml de bactérias cultivadas em migisido DYGS foram centrifugadas
a 5.000 rpm por 5 minutos, lavadas duas vezes arhde tampédo PBS estéril e novamente
centrifugadas. O precipitado formado foi ressupgmddm 1 ml de paraformaldeido 4 %
(PFA:PBS), permanecendo por | hora sob temperatumdiente. Logo apés, foram
centrifugados, lavados em PBS, novamente centdhgaressuspendidos em 1 ml de
etanol:PBS (6:4) e, por fim, armazenados em free2@fC.

b) Montagem das laminas

As laminas contendo 6 campos de marcacdo foramapmente lavadas em agua
destilada e submetidas a um processo de sonicegérsas em alcool isopropanol por 10
minutos. Posteriormente as laminas foram secagesuperatura ambiente e banhadas em
Bacto Gelatin (Difco) a 1% em agua milli-Q. Apésanho permaneceram secando durante a
noite sob temperatura ambiente.

Em cada campo da lamina de hibridizagdo foram edog 10ul da suspensédo de
células armazenadas em etanol:PBS. Essas lamnaas $ecas sob temperatura ambiente por
30 minutos e entdo, imersas por 3 minutos em setuge etanol a 50, 80 e 100%,
sucessivamente.

c) Processo de hibridizacao

Para o processo de hibridizagdo foram utilizadasla® especificas para o dominio
Eubactérias e para as subclassese 3 de proteobactérias disponiveis na Embrapa
Agrobiologia (Tabela 6).

Tabela 6.ldentificacdo das sondas oligonucleotidias utilézapara FISH.

Sondas Organismo Alvo Sequéncia (55 3’) Referéncia

EUB338 Eubacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT  AMANN et al., 1990

BET42a p-Proteobacteria gcc TTC CCACTTCGT TT
ALF1b o-Proteobacteria cGT TCG YTC TGA GCC AG

MANZ et al., 1992
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Foram adicionados Al de tampé&o de hibridizacdo eyl de sonda oligonucleotidia
por poco da lamina. Em seguida, as laminas forambisdas a 46°C em tubos cénicos (tipo
Falcon), contendo papel embebido com 2 ml do tande&ubridizac&o correspondente, por 1
hora e 30 minutos, lavando-se logo apds, com tang®idavagem por 20 minutos a
temperatura de 48°C. Posteriormente, as laminammfdavadas em agua destilada para
remover 0 excesso de tampao de lavagem e secasmspératura ambiente. A avaliacéo foi
feita em microscopio de epifluorescéncia com adiddsolucdo de glicerol:PBS 1:1 sob a
laminula e entre os campos.

3.5.2 Género-especifico

a) PCR

Para a amplificacdo do fragmento especifico do r@éBphingomonadfoi utilizada a
combinagéo de iniciadores 108f e 420r conformerdesgor Leys et al. (2004) (Tabela 7).
Cada reacao de amplificacdo com volume final deu5fdi composta de 50 ng de DNA
gendbmico; tampé&o para PCR 1X; Tween 20 1,25X; &Fb de MgCh; 200 mM de cada
dNTP; 2U de TadNA polimerase; 0,5 pmol de cada iniciador. As emcde amplificacdo
foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ RebgaOs ciclos de amplificacéo
constituiram-
se de uma etapa de desnaturacao a 94°C por 1 mumiéoetapa de anelamento 56°C por 1
minuto e uma etapa de extenséo a 72°C por 2 miupds 30 ciclos, foi efetuada uma ultima
etapa de extensdo a 72°C por 5 minutos. ApoOs oinéraa reacdo de amplificacdo, os
produtos de amplificacdo foram submetidos a eletese em gel de agarose 1%, conforme
descrito no item 3.3 (c).

Tabela 7.Iniciadores utilizados nas reacdes de amplificgudta analise por PCR e DGGE
de um fragmento especifico do gene 16S DNAr e otispas sequéncias de
nucleotideos.

Iniciador Seqléncia 55 3’ Referéncia
108f GCG TAACGC GTG GGAATC TG

Sphingo420r TTACAACCCTAAGGCCTTC

CGC GGG CGG CGC GCG GCG GGC GGG
Sphingo420rGCGCG GGG GCG CGG GGG G TTA CAA CCC
TAAGGCCTT C

LEYS et al., 2004

b) DGGE

O DNA obtido foi submetido a amplificacdo por PCR ema reacdo com volume
final de 50 ul, contendo 25 ng de DNA molde, tamd&g 0,12 pmol dos iniciadores
sphingo420r por sphingo420r*GC (Tabela 07); 200 dgeMcada dNTP; 2 mM de Mggl
5,0 U de Hot Start Taqg DNA polimerase. A reacaocf@bcada em termociclador PTC-100
(MJ Reserch, Inc. USA), programado para gerar ussnaturacdo inicial de 15 minutos
a 95°C, e 50 ciclos com uma etapa de desnatura@#3@ por 5 segundos, uma etapa de
anelamento a 62°C por 10 segundos, e uma etapateles& a 72°C por 30 segundos,
seguidos de uma extensdo final de 10 minutos a.72f@s o término da reacdo de
amplificacdo, os procedimentos para analise de D&B&mn realizados conforme o item
3.4.3.
3.5.3 Sequenciamento do gene 16S DNAr

a) Purificacdo do produto amplificado

32 ul do produto de amplificacdo da regido 16S DMNBtido no item 3.4 (a) foram
preciptados em uma reagao com 8 pl de NaCl 5M gl 4@ polietilinoglicol 8000 22 %. A
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mistura foi incubada sob temperatura de 4°C duramteite, e posteriormente centrifugada a
14.000 rpm por 30 minutos, sendo o sobrenadantadado e o precipitado lavado com 500
ul de etanol 70%. ApGs o processo de lavagem, tumai$oi centrifugada a 4°C por 15
minutos e mantida a temperatura ambiente para eecdg precipitado foi ressuspendido em
20 pl de agua milli-Q esterilizada.

Visando verificar a qualidade de material ampldicae estimar a concentracao para
posterior reacdo de sequenciamento, o produto diicpgdo foi analisado por eletroforese
em gel de agarose a 1% conforme o item 3.3 (c).

b) Reacao de sequienciamento
A reacado de sequienciamento do gene 16S DNAr dizslsobacterianos foi realizada
conforme descrito no item 3.3 (d) com os iniciadatescritos na tabela 8.

Tabela 8. Iniciadores utilizados para sequenciamento do dgH8® DNAr dos isolados
bacterianos

Iniciador Sequéncia (55 3’) Referéncia

27f AGA GTT TGATCC TGG CTC AG FURUSHITAt al., 2003

108r CAG ATT CCC ACG CGT TAC GC LEYS et al., 2004

Amp2 AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA WANG et al., 1993

420r TTA CAACCCTAAGGCCTTC LEYS et al., 2004

16S1203f GAG GTG GGG ATG ACG TCA AGT CCT C SOARES-RA4 et al., 2003
16S1110r TGC GCT CGT TGC GGG ACT TAACC SOARES-RAME&SI., 2003

¢) Analise de similaridade e filogenia

A pesquisa por similaridade foi realizada no Gekbarpelo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com as sequénciastiguras possuindo em média 1.400 pb
conforme descrito no item 3.4 (e).

3.5.4 Hibridizagdo DNA:DNA

a) Preparacao das amostras

Inicialmente, 8ug do DNA gendmico das amostras foram digeridos d¢onJ da
endonucleas&coRl em tampéo correspondente 1 X. As amostras famaobadas durante a
noite sob temperatura de 37°C em banho-maria. Apos dgyéstal, 3ug do DNA digerido
foi separado por eletroforese em gel de agarosesiBmetido a uma corrente de 20 volts por
24 horas em tampao de corrida TAE 1X. Em seguidgelopassou por um processo de
lavagens sucessivas de: (i) depurinizagdo, comsatgao de HCI 0,25 N durante 7 minuto
sob leve agitacdo, seguida de trés lavagens com degstilada; (ii) desnaturacdo com de
NaOH 0,5 N + NaCl 1,5 M com 2 lavagens consecutdagl5 minutos; (iii) neutralizacéo
com solucao de SSC 6 X (Anexo B) com 2 lavagerklo@a. O processo de transferéncia do
DNA para a membrana de nitrocelulose Hybond-C (Am&n Bioscienses) ocorreu por
capilaridade, com a imersdo em solucdo de SSC 10poX, 36 horas (Figura 5).
Posteriormente, procedeu-se a fixacdo do DNA a mamabatravés da incubagdo por um
periodo de 2 horas sob temperatura de 80°C.

b) Marcacéo da sonda e processo de hibridizacao
Como sonda para a hibridizag&o foi utilizado umuaoe 20 pl contendo 100 ng de
DNA de Sphingomonas azotifigekgerido comEcaoR| durante a noite, sob temperatura de
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37°C. A sonda passou por um processo de desnaiypacdb minutos sob temperatura de
95°C e em seguida foi marcada cam*fP]-dCTP, conforme descrito pelo fabricante do Kit
Random primers DNA labeling system (Invitrogéhn

=

-\
/

Papel de filtro

Papel
absorvente

Membrana de
| nitrocelulose

Papel de filtro

Figura 5. Representacdo esquematica do processo de téamséedo DNA impregnado no
gel de agarose para a membrana de nitrocelulosete:Faadaptada de
www.gbiosciences.com/Image/BE315.jpg

A membrana foi tratada com sonda marcada e o woods hibridizagcdo ocorreu
durante a noite a temperatura de 65°C. Em segaidaembrana passou por lavagens
sucessivas com solucéo de: (i) SSC 3 X SDS 10%mtuB®d minuto a 65°C; (ii) solucdo SSC
1X durante 30 minutos a 65°C e, (iii) solucdo SSTX0a 65°C para eliminar possiveis
hibridizacdes inespecificas. Encerrado o processtavhgens, a membrana foi acomodada
em cassete e exposto a um filme de raio-X 8G8tbr 2 dias. Apds exposicéo, o filme de
raio-X foi revelado pela imersdo em solucédo revaiadodak D 79.

3.6 Caracteristicas Fenotipicas e Quimiotaxonémicas
3.6.1 Curva de crescimento bacteriano

Para a determinacdo da curva de crescimento fecisehda a estirpe 194 de
Sphingomonaspp.. Uma aliquota de 1 ml de cultura crescidar@io DYGS por 24 horas
foi adicionada a um erlenmeyer de 1 litro conte®d® ml de meio de cultura DYGS com pH
6,0, permanecendo sob agitacdo constante de 15@ moma temperatura de 30°C. Durante
um periodo de 67 horas, aliquotas de 2 ml foramadets do tubo para determinacdo do
namero de células viaveis e densidade otica (DO).

A estimativa do numero de células viaveis foi feteavés de diluicdes decimais da
cultura bacteriana em meio DYGS, seguido do espwhto de uma aliguota de cada
diluicdo em placas de Petri contendo meio DYGSdeoINesta etapa, 1Q@ da cultura foi
adicionada a 90Qul de meio DYGS liquido e em seguida, diluicbes et sucessivas
foram feitas até que a cultura fosse diluida>Mezes. Posteriormente, aliquotas dei@as
diluicdes foram plaqueadas separadamente em ptacasndo meio DYGS sdlido com o
auxilio de uma alca de Drigalski. As placas foragubadas por 48 horas sob temperatura de
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30°C e apds o crescimento das coldnias foi reaizacbntagem das placas que apresentaram
um numero entre 30 e 300 colbnias.

O aumento da biomassa total da cultura bacterialti@azla em meio DYGS liquido
foi monitorado por medidas da densidade Optica dura. Aliquotas de 1 ml da cultura
foram retiradas nos intervalos de tempo pré-detexdas e mediu-se a absorbancia da
amostra em um comprimento de onda de 600 nm (canj&. Os dados obtidos sobre o
namero de unidades formadoras de colbnias e delesiaglica por unidade de tempo foram
plotados em gréfico para a determinagéo da cureaedeimento dos isolados.

3.6.2 Morfologia de colbnia

Para o conhecimento da morfologia das col6nias aetébas diazotroficas de
Sphingomonaspp. foram utilizados os meios de cultura geratmetilizados para as demais
bactérias diazotroficas: LGI (sacarose 0,5%), L@ ¢sacarose 10%), JNFb (malato), NFb
(malato), JMV (manitol 0,5%), Meio 79 (manitol 1%)atata (N, malato e sacarose), Batata —
P (N, malato e sacarose 10%), NB (Nutriente — DretDYGS (Anexo A). Foram avaliadas
caracteristicas culturais como tempo em dias paesenvolvimento das coldnias, coloragéo,
consisténcia, diametro, producdo de goma, elevaigiima, bordo, superficie e detalhe
optico. A morfologia das coldnias nos diferentesamée cultura foi analisada aos 7 dias de
crescimento.

3.6.3 Morfologia celular

a) Microscopia 6tica

A morfologia e motilidade celular foram avaliadasnccélulas vivas. Uma aliquota da
suspensao bacteriana cultivada previamente em B¥é®BS por 24 horas foi posicionada
entre a lamina e a laminula e observada ao migpas@ptico de contraste de fase, através
das objetivas de 40X e 100X.

b) Microscopia eletrénica de transmissédo (MET)

As bactérias foram crescidas em placas contendo s@dido DYGS por 48 horas a
30°C. Posteriormente ao periodo de incubacéo, iesldmdividualizadas foram isoladas com
bastbes de vidro oco, onde se adicionou [1l08e agua destilada estéril. Apdés 10 minutos,
uma aliquota de 2(l da suspenséao foi depositada sobre uma placardecogma grade de
cobre, previamente preparada com um filme de Far®wia% em cloroférmio, foi colocada
sobre a suspensao durante 2 minutos. A grade Vfadd&por 2 minutos em agua destilada
estéril e, em seguida, adicionada sob uma solue&acetato de uranila 5% por 2 minutos.
Apos a retirada do excesso do contrastante, a gexeaneceu secando sob papel de filtro
por 2 horas para posterior visualizacdo ao miciuscéletronico de transmissdao (MET)
(VIDEIRA, 2003).

3.6.4Reacédo de Gram

De acordo com o protocolo sugerido por Yano et(E91), as bactérias foram
crescidas em meio solido DYGS e o esfregaco prdpasgpartir de uma colbnia isolada. A
técnica consistiu na seguinte marcha: (i) prepardedum esfregaco em lamina de vidro; (ii)
secagem ao ar e fixacdo das células em chamagdbirtura da lamina com cristal violeta
por 1 minuto; (iv) lavagem em agua corrente; (vipestura da lamina com lugol por 2
minutos; (vi) lavagem com agua corrente; (vii) deamento com alcool-acetona; (viii)
lavagem da lamina com agua corrente; (ix) cobertora safranina diluida por 30 segundos
e, por fim, procedeu-se a lavagem da lamina com,&pcagem e avaliacdo da coloracao das
células em microscopio 6tico de contraste de fase a objetiva de 100X com oOleo de
imersao.
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3.6.5 Testes enzimaticos

a) Oxidase

Uma aliquota de 5QI de suspenséao bacteriana cultivada previamentaeimDYGS
foi depositada em tiras de papel de filtro. Posterente, uma gota de solu¢cdo aquosa de
TEMED (1%) foi depositada sob a cultura no papelfiteo. O aparecimento de uma
coloracdo roxa indica teste positivo para a enzifenhuma mudanca da cor dentro de 1
minuto indica um teste negativo (KOVACS, 1956).

b) Catalase

As bactérias foram crescidas durante 7 dias sopeeatura de 35°C em meio DYGS
sélido. Em seguida, uma gota de peroxido de hidriogé 3% (v/v) foi depositada sob as
colonias bacterianas formadas no meio de culturgprésenca de enzima catalase nas
bactérias € indicada pelo desprendimento de bdikas (YANO et al., 1991).

c) Hidrolise de tween-80

Para a determinacédo da atividade esterasica fiziaghd o meio de cultura descrito por
Sierra (1957), contendo (em gramas por litro): mept10, NaCl 5, CagPH,O 0,1, agar
18,0, pH 7.4. ApoOs a esterilizagcdo do meio de caftadicionou-se Tween 80 (previamente
esterilizado) numa concentracao final de 1% (W¥)meio foi vertido sob placas de Petri
esterilizadas e apds solidificacéo, |#0de suspens¢do bacteriana previamente cultivada em
meio DYGS liquido por 24 horas foram inoculadossoperficie das placas e incubadas por
um periodo de 7 dias sob temperatura de 30°C.vidatie lipolitica positiva € indicada pelo
aparecimento de zonas opacas ao redor do cresoilmgcteriano.

d) Gelatinase

As bactérias foram crescidas em tubos de ensairmbm 8 ml de meio preparado
com (em gramas por litro ): extrato de levedura &ptona (5) e gelatina (B.D.H.) (120).
Apés incubacdo por 24 horas, os tubos foram tredsfe para geladeira por 2 horas sob
temperatura e 4°C e depois para nova incubagéperagio foi repetida durante 5 dias. A
presenca das enzimas proteoliticas extracelularesliéada pela liquefacdo do meio de
cultura apos refrigeracédo (YANO et al., 1991).

3.6.6 Condicdes ideais de pH e temperatura

A influéncia do pH para o desenvolvimento bacterjdni avaliada sob condicdes de
fixacdo de nitrogénio em frascos contendo 5 ml @gonde cultura LGl semi-sélido sem
nitrogénio e sob condi¢cbes 6timas de crescimentdubims contendo 5 ml de meio liquido
LGI acrescido de KN@ (10 mM). Os frascos e tubos contendo meios deureuitom os
diferentes indices de pH (4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 8,8; 7,5; 8,0; 9,0) foram inoculados com|#0
de bactérias previamente cultivadas em meio DY@8ido. Os frascos foram incubados
durante 10 dias a 30°C e os tubos mantidos soacagitde 150 rpm a temperatura de 30°C
por 48 horas.

A temperatura 6tima para o crescimento dos isoléoioavaliada sob condicbes de
fixacdo de nitrogénio, em frascos contendo 5 mhd#o de cultura LGl semi-sdlido sem
nitrogénio. Os frascos foram inoculados comuB@e bactérias cultivadas em meio liquido.
Os frascos foram incubados durante 10 dias sobetetyvas de 25, 28, 30, 32, 34, 36, 38 e
40°C.
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3.6.7 Tolerancia a NaCl

Para avaliacdo de tolerdncia a NaCl, as bactéviasnf crescidas em meio liquido
DYGS por 24 horas a 30°C. Posteriormente, uma atidgde 1 ml de cultura foi transferida
para um tubo de microcentrifuga (tipo eppendor8ste submetido a uma centrifugacéo a
8.000 rpm a 25°C por 4 minutos. O sobrenadantédscartado e as células ressuspendidas
em 1 ml de tampéo PBS estéril. O processo de lavalges células foi repetido 3 vezes. Em
seguida, aliguotas de 10 das células em suspensédo foram inoculadas emasptie Petri
contendo meio DYGS com diferentes concentracddsadd em sua composicao (0, 10, 20,
30, 50, 80 e 100 gramas por litro). Na avaliacadotlrancia a salinidade, foi observada a
presenca ou auséncia, assim como a intensidadeesigingento no meio de cultura, apés 6
dias de incubacgéo a 30°C.

3.6.8 Tolerancia a sacarose

Para avaliacdo de tolerancia a sacarose, solugdediferentes concentracdes deste
acucar (2, 5, 10 e 20 %) foram preparadas sepaeadare esterilizadas em filtro milipore
0,22 um. As solucdes foram adicionadas a frascogerdo 5 ml de meio LGl semi-sadlido,
sem acido malico e ajustado para pH 6,0. Em segBitial de bactérias cultivadas em meio
liquido foram inoculadas nos frascos, sendo estegados a 30°C e avaliados aos 3, 4,6 e 7
dias de cultivo quanto a formagéo de pelicula.

3.6.9 Metabolismo de carbono

a) Meio semi-sélido livre de nitrogénio

Para avaliar o cultivo das bactérias sob condigfiesixacdo de nitrogénio foram
utilizados diferentes meios de cultivo semi-sélidoses de nitrogénio, como JMV, LGI-P,
LGI, INFb, NFb e LG+79. O indculo foi obtido a pado cultivo das bactérias em meio LGI
liquido suplementado com 10 mM de KN&®30°C por 24 horas, sob agitacdo de 150 rpm.
Em seguida, 3@ da suspenséo bacteriana foi inoculada em frasmotendo 5 ml de meio
de cultivo e estes incubados a 30°C. As avalia¢desn feitas aos 7 e 12 dias apos a
inoculacdo, sendo considerado como crescimentotiypsiaqueles frascos onde houve
formacgé&o de pelicula caracteristica de diazotréfico

b) Biolog

Os isolados foram cultivados em meio liquido DY@® agitacdo de 150 rpm sob
temperatura de 30°C por 24 horas. Em seguida, uiaota foi estriada em meio BUG
sélido (Kit BIOLOG) e as placas foram incubadas #8rhoras sob a temperatura de 30°C.
As colbnias puras foram retiradas cuidadosamergepldeas com o auxilio de um cotonete
estéril éwal) e suspendidas em um fluido inoculante (Kit BIOLDO&ustando-se a
concentracdo das células para 52% de transmitgrci@%) com o auxilio de um
espectrofotdmetro com filtro de 590 nm (TANG et £098).

Com o auxilio de um pipetador multicanal, }8@lesta suspensao foram adicionados
em cada um dos 96 pocos da microplaca BIOLOG GNR RKOLOG). As placas foram
tampadas e mantidas sob temperatura de 30°C, sendwaliacdes realizadas apos 4 e 24
horas de incubacédo. A cor purpura resultante iaagfio das diferentes fontes de carbono foi
caracterizada como crescimento positivo. Os regodtdoram avaliados pelo banco de dados
BIOLOG MICROLOG 1 Release 4.01B.

3.6.10 Producédo de acido-3-indolacético (AlA)

Os isolados e estirpes-tipo foram analisados quant@roducdo de &acido-3-
indolacético através do método de microplaca desgaor Sarwar & Kremer (1995). Para este
teste, 1ul de cultura bacteriana cultivada previamente pébrhdras em meio DYGS foi
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inoculada em 20 ml de meio DYGS suplementado cortriptofano na concentracéo final de
200 ug mr*. Os tubos permaneceram no escuro sob agitacd6Qlepin a temperatura de
30°C. Aliguotas de 1 ml foram retiradas ap6s 242 ehdras de cultivo e centrifugadas a
10.000 rpm por 15 minutos. Em microplacas de 96ogpogma aliquota de 15@ do
sobrenadante foi misturado a 3fiGo reagente de Salkowski (1 ml de 0,5 M Feh 49 ml

de &cido perclorico 35 %) previamente preparadoarestras permaneceram no escuro por
30 minutos sob temperatura ambiente e a leiturabderbancia foi feita em um leitor de
microplaca (Labsystem iems reader MF, Labsystemyimncomprimento de onda de 540 nm.
A quantificacdo de compostos indol foi avaliaddizendo da curva de calibracdo preparada
com diluicdes seriadas de padrdes de AIA (1Q@éni?). Para padronizacéo das amostras os
resultados foram expressos na unidaglenl de AIA por unidade de DO. Todas as amostras
de AIA foram analisadas em triplicata nas placaS@leocos e o resultado foi decorrente de
uma média das 3 leituras.

3.6.11 Solubilizagéo de Fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato insolfimelestada em meio de cultura GL
sélido (Anexo A) conforme descrito por Sylvesterley et al. (1982). Depois de
esterilizado e com temperatura em torno de 50%@nfadicionados a 200 ml de meio, 50 ml
de K:HPO, (10 %) e 100 ml de Cag(1l0 %) para formacdo de precipitado insolavel de
CaHPQ. O meio cuidadosamente foi distribuido em placasPetri a fim de evitar a
formacao de bolhas que dificultam a visualizagabaio.

As bactérias foram previamente cultivadas em me¥GD por 24 horas e uma
aliquota de 2Qul foi inoculada na superficie da placa de Petri, feorma de pontuacdes.
Foram estabelecidas 3 aliquotas por placa e 3 lasaisolado. O diametro do halo de
solubilizagéo, percebido como uma area translUeidaorno da colbnia, foi medido apds 7
dias de incubacéo.

3.6.12 Esteres Metilicos de Acidos Graxos Celularé6SAME)

Esta andlise foi realizada pelo Laboratorio de d&ginblogia e Biodiversidade para o
Meio Ambiente, no Departamento de Microbiologialdl@versidade Federal de Vigosa. Os
acidos graxos foram analisados em bactérias cdéisz&m meio sélido TSA (Anexo A) por
48 horas sob temperatura de 30°C. Os acidos gecakaares foram saponificados, metilados,
extraidos e analisados por cromatografia gasosgcolelo com o0s procedimentos descritos
pelo método Sherlock Microbial Identification Syst€éMIDI, Inc., 2008). A identificacdo e
comparacao dos resultados foram feitas utilizandd@reco de dados de Sherlock Microbial
Identification System (TSBA 50 5.00). O dendrogrdwiaconstruido pelo préprio programa
MIDI (sistema Tracker).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ativacao dos Isolados

Durante a etapa de recuperacao da colegéo bacat@iatal de 82 isolados, somente
51 puderem ser reavivados. Os isolados utilizadas ptapas subsequentes estdo
descriminados no Anexo C.

4.2 Qualidade e Quantificagdo do DNA Gendmico

O método de extracdo de DNA gendmico forneceu unA @ qualidade para as
andlises moleculares, sem a necessidade de etapgmirificacdes posteriores. Foram
observadas algumas variacbes na quantidade de D&dngco entre as amostras,
provavelmente em funcéo da diferenca do nUmercthidas de cada bactéria no momento da
extracdo. Comparando-se com concentracdes conkedelaDNA lambda, as amostras
apresentam uma média entre 50 e 10Qlfg

4.3 ldentificacdo de Bactérias Diazotroficas

a) Atividade de nitrogenase

Durante o ensaio de reducao de acetileno, somentid® 51 isolados e a espeSie
azotifigensformaram pelicula caracteristica de bactériasotliéficas e mostraram atividade
da nitrogenase sob condi¢cdes microraerofilicasu(gigs). Os isolados que apresentaram
valores nulos ndo foram apresentados.

A figura 6 mostra que houve grande variabilidadeuantidade de etileno produzido
pelos diferentes isolados, apresentando valores @ e 180 nmol de etileno por mg de
proteina total, no periodo de 1 hora de incubagd@tenosfera de acetileno. Outros autores
também encontraram grande variabilidade na atieidda nitrogenase entre isolados de
bactérias dos géneradderbaspirillum isoladas de arroz (RODRIGUES et al., 2003) e
Burkholderiaisoladas de cana-de-acucar (PERIN, 2007).
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Figura 6. Atividade da nitrogenase (ARA) dos isolados, estirpadroes d8phingomonas
Azospirillum amazonengsealores referentes a média de trés repeticoes.
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O método de reducéao do acetileno vem sendo amptaraglizado como uma técnica
indireta para mensurar a atividade da nitrogenasaraostras naturais, organismos isolados,
extratos de células ou tecidos vegetais (STAAL let 2001). A técnica de ARA foi
desenvolvida por Stewart et al. (1967) e Hardy let(E968), tornando-se uma técnica
popularizada por apresentar baixo custo, sensaoiéice um rapido tempo de resposta.

Esta técnica determina teoricamente a quantidad¢ @iée o organismo ou o sistema
estaria fixando, entretanto, muitos fatores interfenos resultados desta analise incluindo a
luminosidade, quantidade de oxigénio, concentragiacetileno, difusdo de gas por longos
periodos de incubacéo, limite de deteccdo do cxmrefo utilizado, entre outros (FAY,
1992; ZUCKERMANN et al., 1997; STAAL et al., 2009lém do estado fisiolégico dos
organismos fixadores de nitrogénio. Por isso, apdsaser considerada por muitos autores
uma analise quantitativa, optou-se neste estudoapiyuir um carater qualitativo a esta
analise, ndo tendo como objetivo quantificar coratid@o a taxa de fixacdo biolégica de
nitrogénio das bactérias em estudo.

b) Amplificacdo e sequenciamento do gemafH

Durante muitos anos a amplificacdo por PCR do geft¢ tem sido realizada em
comunidades de diazotroficos do solo (ROSADO et a098; POLY et al.,, 2001,
BURGMANN et al., 2004; WAKELIN et al., 2007) e emssaciacdo com plantas (UEDA et
al., 1995; BURGMANN et al., 2004; KNAUTH et al., @8 ZHANG et al., 2007). Embora a
sequéncia do gemefH seja altamente conservada entre os diazotréfitessos iniciadores
para PCR tem sido desenhados para amplificar regiéste gene muito semelhantes ou com
diferentes niveis de degeneracdo a fim de estusldwscgrupos ou populacbes dentro de
comunidades microbianas (AUMAN et al. 2001; MEHTak 2003).

Neste estudo optou-se por utilizar o par de inaiesl degenerados para o geifél
(codifica para Fe-proteina da nitrogenase) despotoUeda et al. (1995). Todos os isolados
recuperados foram utilizados nesta analise. Odta€®s mostraram que somente 0s isolados
que apresentaram atividade da nitrogeivaséro e S. azotifigensamplificaram um framento
de aproximadamente 390 pb correspondente ao giéHe O isolado 103 ndo mostrou
atividade da nitrogenase pela ARA, entretanto dropli o fragmento correspondente ao
gene nifH. Outros autores também relatam que algumas estigmplificam genes
relacionados com a nitrogenase, mas nao apresattadade da mesma (ACHOUAK et al.,
1999; BERGE et al., 2002; DING et al., 2005).

Sphingomonas truepeeS. paumobilisido mostraram resultado de amplificacéo para
o genenifH (Figura 7). Resultados semelhantes foram enabodgraor outros autores para
estas estirpes. Kamper et al. (1997) demostraraadaiividade da nitrogenase e fragmentos
de genes relacionados com a nitrogenase nao feetentddos ers. trueperi Embora alguns
trabalhos relatem que algumas estirpes Sie paucimobilis apresentam atividade da
nitrogenase (REINHOLD-HUREK & HUREK, 2000; FERNANBEet al., 2001; XIE &
YAKOTA, 2005a), nenhum trabalho comprova sua cajzte de fixar nitrogénio através da
deteccdo de genes relacionados com a FBN. Xie &0téak2006) reportaram que um
fragmento do genenifH foi amplificado por PCR enS. azotifigense a atividade da
nitrogenase foi comprovada pela ARA, descrevendéoen primeira espécie diazotrofica
deste género.

Dentre os fragmentos do gen#H amplificados por PCR, 6 foram selecionados ao
acaso para a etapa de sequenciamento. As sequésraias alinhadas com seqUéncias de
outras proteobactérias e o alinhamento foi utilizpdra gerar a arvore filogenética. A analise
de similaridade realizada pelo programa MegaBLAZHANG et al.,, 2000) no banco de
dados NCBI, mostrou que as sequUéncias parciaigafménto do genaifH amplificado
apresentaram elevada similaridade com sequénci@s-geoteina da nitrogenasefd) de
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto delifeompdo da regido
flanqueada pelo par de iniciadores 19f e 407r paganenifH. PM: Marcador de
Peso Molecular 1 Kb DNA ladder - Invitrogen, S&: azotifigensSp: S.
paucimobilise St:S. trueperi Isolados (4-54).

Sphingomonas azotifigerfa® de acesso no GenBank AB217474.1) e clones fdecdies
bactérias diazotroficas ndo cultivaveis obtidas Seartina alterniflora Similaridades
moderadas foram encontradas para sequéncias dongéhe&e outros representantes de
proteobactérias.

A sequéncia do gendfH foi selecionada como um outro marcador filogemépara
elucidar as relacdes evolucionarias entre bactédiagotroficas. Este gene tem sido
examinado como parte do grupo dos genes da FEFNLOK), apresentando regides muito
conservadas e algumas regifes variaveis, e suiaeteth sido altamente consistente com a
filogenia do gene 16S DNAr (YOUNG, 1992; ROSADOakt 1998; ZEHR et al., 2003;
RAYMOND et al., 2004; XIE & YOKOTA, 2004). Baseadm analise de filogenia dufH,
foi observado que os isolados apresentam grandsitade entre si, formando um grupo
separado das outras bactérias diazotroficas wdizainclusiveSphingomonas azotifigens
(Figura 8). Para a andlise filogenética as seqéaérfciram alinhadas e submetidas a uma
edicdo para que todas apresentassem o mesmo ndenarteleotideos, ~ 250 pb. Embora a
analise de similaridade mostre que as bactériagseptam maior identidade com
Sphingomonas azotifigens provavel que durante a edicdo das sequénadiagid de maior
similaridade tenha sido removida, utilizando-sedentma regido com maior variabilidade
genética.

34



93

32

43

233

100

75

79
190

196

194

Burkheolderia brasilensis M130

Azospirillum oryzae N7

Herbaspirillum seropedicae 267

Arohydromonas lata IAM 12599

Sphingomonas azotifigens NBRC 15497

99

Paenibacillus polymyxa ISSDS-307

0.05

Figura 8. Arvore

filogenética baseada nas sequéncias pardaisifH, incluindo as

sequéncias dos isolados e outras proteobactéxaofias de nitrogénio do banco
de dados NCBI. A arvore foi gerada pelo métadmhbour-joining A anélise de
bootstrappingoi calculada com 1000 repeticdes.

4 .4 Diversidade Genética

4.4.1 ARDRA

A amplificagdo por PCR usando os 2 iniciadores degelos para amplificagdo do
fragmento correspondente ao gene 16S DNAr, 27f epZnfoi testada com DNA
cromossomal dos 23 isolados bacterianos que apaessna capacidade de fixar nitrogénio e
as 3 estirpes-tipo d8phingomonasFoi obtido um fragmento Unico de aproximadamente
1.500 pb, que corresponde ao tamanho esperado paree 16S DNAr (Figura 9).

1.600 po—>
800 pb__,

e e e e B

i e e e 0 e -

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto ddifemagéo do gene 16S DNAr
flanqueado pelos iniciadores 27f e Amp2 para okd@eas bacterianos e estirpes-
tipo. PM: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA ladd Invitrogen, Neg.:
controle negativo, S&. azotifigensSp: S. paucimobili® St:S. trueperi
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O método de ARDRA foi primeiro aplicado aos isokdd estirpes tipo usando a
enzimaMbol para verificar se 0 método era capaz de promavdiscriminacdo entre as
bactérias. A analise do perfil de ARDRA obtido canendonucleas®lbol mostrou que o
método foi capaz de diferenciar as bactérias tastain 3 grupos polimorficos distintos
(Figura 10).

De acordo com o dendrograma (Figura 10), os iselddoam divididos em dois
grupos distintos, sendo os isolados 68, 71, 7598798, 100, 103, 109, 111, 173, 177, 194,
196 e 252 componentes do grupo 1, e os isolado$%374, 79, 190, 233 constituem o
segundo grupo polimorfico juntamente com as espé&iazotifigen® S. trueperi A estirpe
de S. paucimobilisapresentou um perfil com bandas semelhantes ebanda diferenciada,
formando um grupo separado.

Jaccard (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
sandyardra
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Figura 10. Dendrograma de ARDRA gerado pela eletroforese emndg agarose 3%
ilustrando a relacéo entre os diferentes isoladestiges-tipo d&phingomonas
spp. O perfil de ARDRA foi obtido pela digestdo dene 16S DNAr
amplificado por PCR com a andonuclediigol. O dendrograma foi construido
com o programa GelCompar Il e 0 agrupamento faito método UPGMA.

Representantes de cada grupo formado na digestddlbol foram selecionados e o
fragmento do gene 16S DNAr, amplificado por PCR, utllizado para novas digestbes
individuais com as endonucleaddmfl, Hindlll, Hadll, Hhal e Rsd. O resultado gerado
com estas endonucleases mostrou perfis de restidgaicos para todos os isolados e
estirpes-tipo, com excecédo para a endonucldaseque revelou um perfil diferenciado para
S. paucimobilisEm todos os casos, a soma dos tamanhos de fraggrgarados no perfil de
restricdo foi aproximadamente 1.500 pb, tamanhioasi@a do fragmento da 16S (Figura 11 —
A-F).
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose %m perfil de restricdo dos fragmentos
amplificados do gene 16S DNAr gerados apés digestéo as enzimadbol
(A), Hhal (B), Hinfl (C), Hindlll (D), Rsd (E), Hadll (F). PM: Marcador de
Peso Molecular 1 Kb DNA ladder - Invitrogen, S&: azotifigensSp: S.
paucimobilise St:S. trueperi

Lindstrom et al. 1998 em estudos de taxonomia d&bas diazotroficas, mostraram
gue este método € uma ferramenta poderosa patinatesa rapida de relacdes filogenéticas.
Muitos estudos tém mostrado que além da separagdgéderos, esta técnica pode ser
utilizada para separar espécies e estirpes. Ditssagspécies de bactérias diazotroficas dos
génerosAzospirillum Herbaspirillume Burkholderiatém sido facilmente distinguidas através
da utilizacdo desta técnica (ECKERT et al., 20 ISRIUNIOR, 2002; RODRIGUES, 2003;
BRASIL et al., 2005; PERIN, 2007). Para avaliarigesidade intraespecifica de estirpe de
Azospirillum amazonensReis Junior et al., (2004) utilizaram os geneS @23S DNAr e o
espaco intergénico 16-23S DNAr (IGS). Estes autamesstataram maior variabilidade
genética apresentada pela IGS quando comparadasoagides 16S e 23S DNAr (regides
mais conservadas). Brasil (2001) utilizou com ssmegssa mesma técnica para o
agrupamento de isolados Aeospirillumprovenientes de gramineas forrageiras da regiao do
Pantanal Sul Mato-Grossense.

De acordo com os resultados citados anteriorméressivel que a utilizacédo da IGS
para as analises de ARDRA forneca resultados ngnffisativos quanto a diversidade dos
isolados bacterianos e estirpes-tipo testados eesido.

4.4.2 AFLP

A analise de AFLP foi realizada com DNA genbémicoldebactérias dos diferentes
grupos gerados pela ARDRA. Fragmentos de restregéie 50 e 800 nucleotideos foram
obtidos durante a etapa de digestdo com as en@asesl de corte rafecaRl e de corte
frequente Msd (Figura 12-A). Os fragmentos foram ligados aospddores para as
respectivas endonucleases e o produto da ligacBaitiiizado para a etapa de pre-
amplificacdo. A maior parte dos produtos resulmrda pré-amplificacdo apresentou um
tamanho variando de 50 e 600 nucleotideos (FigH)1
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1% com produto giestdio do DNA total das
bactérias com as endunucleagesR| e Msd (A) e fragmentos gerados pela pré-
amplificagdo com iniciadordscaR1+0/Msd+0. PM: Marcador de Peso Molecular
1 Kb DNA ladder - Invitrogen, S&. azotifigensSp: S. paucimobilise St: S.
trueperi

No AFLP, o numero de bandas gerado € determindddgeanho e complexidade do
genoma e numero de nucleotideos seletivos preseasesxtremidades 3’ dos iniciadores na
etapa de amplificacéo seletiva (LIN et al., 199@S/et al., 1995). Blears et al. (1998), em
revisdo sobre a técnica de AFLP e suas aplicagfiemaram que genomas pequenos (como
das bactérias) necessitam de apenas um ou doeotidelos seletivos na extremidade 3’ de
cada iniciador para que o polimorfismo do DNA s#jaervado.

Neste estudo, optou-se por utilizar um nucleotisieletivo para cada iniciador nas
combinagbesEcoRI+A/Msd+C; EcoRI+C/ Msd+G e EcoRKG/Msd+C. Considerando
somente as bandas de alta intensidade no gel, @orgerarem ambiguidade, foram
observadas uma média de 150 bandas para cada egdtirOs perfis de AFLP obtidos
foram analisados com o programa GelCompar Il (Rigd3). Analisando-se os 3
dendrogramas, € possivel observar a formacdo deu@og distintos conil 20% de
similaridade, sendo os isolado$ eazotifigengonstituintes de um anico grup®, trueperie
S. paucimobilifsormando dois outros grupos polimorficos distintBste resultado mostrou
que esta técnica, diferentemente de ARDRA, foi zaga gerar um perfil de AFLP
caracteristico para cada espécie Sfghingomonadestada, diferenciados pelo numero e
distribuicdo das bandas (Figura 13).

A maior semelhanca dos isolados cBmazotifigeng decorrente do grande namero de
bandas monomodrficas encontradas entre eles (sdtdas3. O perfil dos isolados apresentou
[050% de similaridade com o perfil gerado gorazotifigensDentro do grupo formado pelos
isolados, foi observado uma divisdo em dois sulmguponstituindo o subgrupo 1 os isolados
190, 233, 79 e 0 subgrupo 2 os isolados 177, 184196 e 111. Este resultado mostra que a
classificagéo por AFLP foi correlacionada com odogaobtidos no ARDRA (indicados pelos
simbolos no dendrograma). Dentro destes subgrusosolados 190 e 233 mostraram um
perfil de AFLP altamente homogéneo para todas asbic@cdes de iniciadores testadas.
Resultado semelhante foi observado entre os isela8d, 111, 98 e 196, que revelaram
bandas especificas entre si (seta em traco) (Fig)ra
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Figura 13. Dendrograma gerado pelo método UPGMA, construidn base no coeficiente
de correlacdo de Pearson, a partir da analise elds gerados por AFLP de
isolados e estripes-tipo. Os iniciadores usadaarioA - ECORI+A/Msd+C; B -
EcoRI+C/ Msd+G e C EcoRkG/Msd+C. ¢ Isolados do grupo 1 de ARDRA; *
Isolados do grupo 2 de ARDRA.

39



Na técnica de AFLP, quando se faz uma comparacémddeo genoma de organismos
com certo grau de parentesco, € comum e impreseingile bandas monomorficas sejam
obtidas em todos os perfis. Dentre as combinadilieadas, foi possivel observar claramente
a presenca destas bandas somente nas combinagd@@gdeta em losango).

De acordo com Jansenn et al. (1996), a combinaedmidiadores utilizada neste
estudo,EcoRI/Msd, é mais adequada para genomas pobres em G+C l@negpdes como
Apd/Tad para genomas ricos em G+C, como por exemplo bastédo género
Sphingomonasgue apresentam % G+C entre 58 e 69%. Embora aicagdio de iniciadores
utilizada tenha mostrado que o AFLP pode ser cermmitb uma poderosa técnica para
diferenciacdo das espécies &phingomonasestadas, é possivel que combinacbes de
endonucleases de restricAo mais apropriadas paganmsnas estudados revelem resultados
mais promissores na analise de diversidade gerd#ibactérias deste género.

4.4.3 DGGE

O produto amplificado por PCR com iniciadores ursaes para o gene 16S DNAr
R1378 e F968-CG desenhados por Muyzer etal. (1988aram uma banda de tamanho
esperado (450 pb), e uma banda inespecifica (7pPara todos os isolados e estirpes-tipo
utilizadas (Figura 14). Este produto foi utilizadicetamente para a analise de DGGE.

700 pb Y
500 ph ——>

100pb ——>

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de &@Q#tificado com o par de
iniciadores R1378 e F968-CG. PM: Marcador de Pesteddilar 1 Kb DNA
ladder - Invitrogen, S&. azotifigensSp: S. paucimobilige St:S. trueperi

Na analise de DGGE, o produto de PCR amplificadpagir de uma amostra,
contendo fragmentos de DNAr do gene 16S de mesm@romento, mas com sequéncias de
bases diferentes, pode ser separado de acordo cawmportamento de desnaturacéo
particular de cada fragmento, relacionado ao cootédtal de G+C e a distribuicdo destas ao
longo do fragmento (CANHOS & MANFIOS, 2001).

O resultado desta analise mostrou um padrdo idédédandas de DNA, distribuido
ao longo do gradiente de desnaturagdo do gel pdragmento do gene 16S DNAr dos

40



isolados e estirpes tipo (Figura 15). Embora osrealde %G+C total sejam diferentes entre
as espeécies testad& paucimobilis- 64%;S. trueperi- 65,6% €eS. azotifigens- 68%) e a
sequéncia do 16S DNAr d& paucimobilisapresente similaridade menor que 96% com as
outras duas espécies testadas, o perfil de migeagdgel de DGGE néo foi diferenciado. Este
resultado sugere que a técnica de DGGE utilizandarale iniciadores R1378 e F968-CG é
invidvel como ferramenta para determinacdo da sid#ade genética dos membros do género
Sphingomonatestados.
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Figura 15. Andlise de DGGE do fragmento de DNA amplificado amgriniciadores R1378 e
F968-CG. M: Marcador, S&. azotifigens$Sp: S. paucimobili® St:S. trueperi
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Alguns autores tém relatado a dificuldade em sephierentes sequéncias bacterianas
através desta metodologia (KOWALCHUK et al., 199ALLAEYS et al., 1997; JACKSON
et al.,, 1999). Jackson et al. (1999) observaram dpss sequéncias que apresentaram 0
mesmo perfil de migracdo em gel de DGGE, emborasaptassem o mesmo conteudo de %
G+C, diferiam em 5% de seus pares de base, o qderipoteoricamente revelar uma
migragao diferenciada das bandas. Posteriormentges e autores demonstraram
experimentalmente que sequéncias parciais do gE®NAr diferentes por mais de um par
de base podem migrar em posicOes idénticas no geD@GE, sem necessariamente
confirmar a presenca de uma mesma espécie baeterian

Embora estas limita¢cdes nao eliminem a utilizaghi®@GE nos estudos de avaliagéo
de diversidade de espécies microbianas, algunsresutsugerem que outras analises
complementares sejam feitas para gerar conclusaes precisas (JACKSON et al., 1999;
MARIEL et al., 2005).

4.5 Posicionamento Taxondmico e Relacao Filogenétic
4.5.1 FISH

Neste estudo foram utilizados 23 isolados bactesiamifH®, estirpes-tipo de
Sphingomonas outras bactérias fixadoras de nitrogénio peeteies as diferentes subclasses
de proteobactéria. Como sondas foram utilizadas 38BALF1b e Bet42a disponiveis na
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Embrapa Agrobiologia. Na avaliacdo da técnica d&HFpara a identificacdo dos isolados e
diferentes estirpes-tipo, verificou-se que todasastérias testadas apresentaram sinal de
hibridacdo positivo com a sonda EUB338, universatapo dominio especifico Eubateria
(AMANN et al., 1990). Todos os isoladosRhizobium tropigi Azoarcussp, Azospirillum
amazonense Gluconacetobacter diazotrophicagpresentaram também sinal de hibridizacao
positivo para a sonda especifica para membros lodassen de Proteobacteria (ALF1b). A
fim de verificar a confiabilidade dos resultadopton-se por utilizar uma sonda especifica
para um outro grupo de proteobactérias. Conformespgerado, nenhum isolado e outras
bactérias da subclassede Proteobacteria hibridizou com a sonda Betd@aeddfica para a
subclassd3 de Proteobacteria. SomerBerkholderia tropicae Herbaspirillum seropedicae
apresentaram sinal positivo para Bet42a, confirmaaskim a especificidade desta sonda
(Tabela 9).

Thomas et al. (1997), desenharam uma sonda, SPHIN- (
ATCCAGCCGAACTGAAGGAAAGTG-3'), especifica para disas espécies de
Sphingomonas(ndo especificadas pelo autor), entretanto, samemha estirpe deS.
paucimobilisfoi identificada pela sonda. No mesmo ano, Sneidal., desenvolveram uma
sonda para FISH especifica para a esp8cieapsulataNenhum trabalho até o momento
relatou a sintese de sondas de FISH para idegfificdla maioria das espécies do género
Sphingomonas

Tabela 9. Resultados da técnica de FISH dos isolados epesiiadroes de outras

proteobactérias.
Estirpes/Sondas EUB338 ALF1b BET42a
Rhizobium tropici +1 + R
Burkholderia tropica + - +
Azoarcussp. + + -
Azospirillum amazonense + + -
Herbaspirillum seropedicae + - +
Gluconacetobacter diazotrophicus + + -
Sphingomonas trueperi + + -
Sphingomonas azotifigens + + -
Sphingomonas paucimobilis + + -
Isolados + + -

1.presenca de sinal; 2. auséncia de sinal.

3.5.2 Sequenciamento e analise filogenética da r@gil6S DNAr

Depois de amplificados, os produtos de PCR daaefi®& DNAr foram purificados e
sequenciados em um sequenciador automatico MegaBa@@. Os nucleotideos foram
reunidos e submetidos a montagem de sequUénciagjwasmtcom o auxilio de programas
PHRED/PHRAP pelo setor de bioinformatica da Embrsgrabiologia.

De forma geral, o resultado da andlise de siméaledrealizada no GenBank pelo
programa BLASTnN para os isolados mostrou similaedde até 99% com estirpes do género
Sphingomonas
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A arvore filogenética baseada na sequéncia do @éSe DNAr mostrou que 0s
isolados apresentam similaridade maior que 95% &nazotifigens(n® de acesso no
GenBank AB217471.1) 8. trueperi(n® de acesso no GenBank X97776.1), confirmando os
resultados da analise de BLAST (Figura 16). Emlmsrasolados e estirpes tipo, exc&o
paucimobilis tenham apresentado elevado nivel de similaridame, isolados foram
distribuidos em 2 grupos semelhantes aos encost@EcARDRA e AFLP.
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Figura 16. Arvore filogenética baseada nas seqiiéncias pardmigene 16S DNAr dos
isolados, estirpes-tipo d8phingomonase outras proteobactérias fixadoras de
nitrogénio. A arvore foi gerada pelo métodeighbour-joining A analise de
bootstrappingoi calculada com 1000 repeti¢des.

O gene 16S DNAr é considerado atualmente o melhamcador filogenético para
procariotos, principalmente por apresentar um éewvaivel de conservacdo ao longo dos
tempos (ROSADO et al., 1997). Entretanto, algurieras vém discutindo o uso desta técnica
para classificar espécies de bactérias muito prxifPEARCE et al., 2003). Algumas
espécies podem apresentar até 99,5% de similaridadeqiiéncia deste gene, e ainda assim
serem consideradas espécies distintas, como pompdxeS. azotifigeng S. trueperi(XIE &
YAKOTA, 2006), Herbaspirillum frisingensee H. seropedicadKIRCHHOF et al., 2001).
Ash et al. (1991) também demonstraram que as espédeBacillus anthracisB. cereuseB.
thuringiensisapresentam nivel de similaridade nas sequéncigen® 16S DNAr maior que
97%.
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A recomendacao da utilizacdo de outras técnicasaldas em DNA genbmico total,
como AFLP e hibridizacdo DNA:DNA, sdo procedentdsto que a analise do gene 16S
DNAr pode apresentar elevado nivel de conservacadegta forma revelar baixo
polimorfismo entre diferentes espécies.

4.5.3 ldentificagdo com iniciadores especificos

a) PCR

O produto amplificado por PCR com os iniciadorepeefficos, sphingol08f e
sphingo420r, desenhados por Leys etal. (2004)xrger uma Unica banda de tamanho
esperado (300 pb) para todos os isolados e estigmesitilizadas (Figura 17). Emboi&.
azotifigensndo tenha sido utilizada para desenho dos inioead@presentou amplificacdo do
fragmento, confirmando a especificidade dos inmiad para os membros do género
Sphingomonas

TR
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Figura 17. Eletroforese em gel de agaro4é&o do produto de amplificagcdo da regiao
flanqueada pelos iniciadores sphingo108f e sphid@o4M: Marcador de Peso
Molecular 1 Kb DNA ladder - Invitrogen, S&: azotifigens$p: S. paucimobilis
e St:S. trueperi

Bactérias do géner&@phingomonagém sido encontradas em muitos ambientes.
Entretanto, um numero limitado de estudos tem tedortécnicas para deteccao especifica
deste género. Leung et al. (1997) foram os primmerdesenvolveram um par de iniciadores
degenerados (SPf-190/SPr1-852) para deteccdo pdR BE diferentes espécies de
Sphingomonaspresente nos solos. Entretanto, estes iniciadoées apresentaram uma
cobertura total das espécies descritas e, a deg@uwefeita nos iniciadores foi direcionada
para detectar diretamente a diversidade $ighingomonasnos solos por DGGE.
Posteriormente, Leys et al. (2004) desenharam umdeainiciadores - sphingol08f e
sphingo420r - né&o-degenerados para deteccdo aspeat todas as espécies de
Sphingomonasonhecidas por PCR e permitindo a diferencia¢c&ontesmas por andlise de
DGGE. Posteriormente ao desenvolvimento destemdupes especificos, muitos trabalhos
mostram a eficiéncia dos mesmos na deteccdo dériaacido génerc@phingomonasie
diversos ambientes (CUNLIFFE et al., 2006; UYTTEBRCet al., 2007; SHI & BENDING,
2007).

b) DGGE

Conforme citado anteriormente, os iniciadores 4rgpl08f e sphingo420r*GC - tém
sido utilizados para avaliar a diversidade de aspé&teSphingomanapor analise de DGGE.
No intuito de verificar o perfil de DGGE dos isotade estirpes tipo do género, analisou-se
todas as amostras com os iniciadores citados entegelGGE 6%. Todas as estirpes testadas
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amplificaram um unico fragmento de aproximadam@&ai@ pb. A anédlise do gel de DGGE
mostrou que as diferentes espécies e os isoladesesmparam o mesmo perfil nas condigbes
testadas (Figura 18). Correlacionando este resuttach aquele obtido pela analise de DGGE
para o gene 16S DNAr, era esperado que as espésitaslas ndo apresentassem perfis
diferenciados. Leys et al. (2004), embora tenhasemntegado um par de iniciadores para
verificar a diversidade de bactérias do gén8mhingomongstambém mostraram que
diferentes espécies com similaridade > 97% do @é8cDNAr apresentaram o mesmo perfil
de DGGE.

De forma geral, a utilizacdo deste par de iniciaddoi eficiente na identificacdo de
bactérias do géne®phingomonganas a avaliagdo da diversidade para as espéstasias e
isolados foi inviavel.

Figura 18. Analise de DGGE do fragmento de DNA amplificado ca iniciadores
sphingo108f e sphingo420r*"CG. Marcador (&) paucimobiligSp),S. trueperi
(St) eS. azotifigengSa).

4.5.4 HibridizacdoDNA:DNA

Apos digestéao total do DNA gendmico com a endoraselecaRl, a eletroforese em gel
de agarose 1% mostrou uma elevada concentracamg®mentos de alto peso molecular
(Figura 19). Provavelmente, este resultado foidabpiela existéncia de um baixo niumero de
sitios de corte desta endonuclease no genoma digsibs estudadas. Uma grande quantidade
de fragmentos de tamanhos semelhantes interfengrot@esso de marcacdo com a sonda
radioativa e na revelacdo da autoradiografia, dewidlta sensibilidade do filme de raio-X
utilizado. Conforme o esperado, ap0s o processewisacado da autoradiografia, observou-se
grande intensidade de sinal na parte superior aexsteas, ocasionando uma saturacao de
sinal, impossibilitando a quantificacdo para aeatla % de homologia das bactérias testadas
(Figura 20).

Embora o processo ndo tenha sido concluido sobigmsl ideais, foi possivel

observar que o DNA d8. azotifigensligerido apresentou maior intensidade de singljide
por S. trueperique apresenta maior similaridade quando compamesS. paucimobilisOs
isolados também apresentaram elevada intensidasiealeOs isolados 172, 179, 184, 192 e
248 foram identificados previamente como bactatmgénercSphingomonasao fixadores
de nitrogénio. Dentre estes isolados, com excegamsalado 248, o sinal de marcacgéo foi
semelhante aos demais isolados identificados caxaddres de nitrogénidderbaspirillum
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seropedicagZAEG67) foi utilizada como controle negativo e ham grau de marcacéao foi
observado, confirmando a especificidade da sonlilzads.

IRRRRL L LAL A ERAR

Figura 19. Digestéo total do DNA genémico com a enziB@RI| em gel de agarose 1% de
Sa: S. azotifigensSp: S. paucimobilise St:S. trueperj ZAE67: Herbaspirillum
seropedicae

ZaT

Figura 20. Autoradigrafia da membrana apos hibridizagdo condaale DNA genbémico de
Sa: S. azotifigensSp: S. paucimobilise St:S. trueperj ZAE67: Herbaspirillum
seropedicae

Esta técnica, assim como o sequenciamento do gEh®MNAr, sdo primordiais para
0 posicionamento taxondmico de novas estirpesjgsor novas analises estdo sendo feitas
para que esta metodologia seja concluida de mamegeisa e eficiente. Resultados
preliminares mostram que a digestdo do DNA genontital com a endonuclease de
restricdo,Rsd, apresenta distribuicdo mais homogéna dos frameegerados (analise em
andamento).

A avaliacao geral dos testes moleculares utilizgdoa determinagao da diversidade e
posicionamento taxonémico dos isolados indicamagumesmos se dividem em dois grupos
distintos, onde um dos grupos apresenta maior aichlde genética cor. azotifigens
guando comparado co$ trueperie S. paucimobilis

4.5 Caracteristicas Fenotipicas e Quimiotaxondmicas
4.5.1 Curva de crescimento

O cultivo dos organismos em condicGes laboratomdaism pré-requisito para um
estudo adequado e, portanto, é necessario o comdr@o de suas exigéncias. Quando
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bactérias séo transferidas para um meio de culiemm, que qualquer mudanca tenha sido feita
no mesmo, 0 crescimento segue uma curva tipica temdpo e forma de cada fase desta
curva varia entre as diferentes bactérias. Emi®izaeatérias desenvolvam-se bem em meios
de cultura sdlidos, os estudos de crescimentoestis fessencialmente em meios liquidos e as
consideracfes que seguem sao validas para esskhgiesn

Ao se fazer o experimento para estimativa do nurdergélulas viaveis, através da
contagem do numero de células, e a determinacdaudwnto da massa bacteriana com
medidas da densidade otica (DO) $ighingomonaspp. (estirpe 194), observou-se que 0s
resultados obtidos foram estreitamente correspaesiéAnexo C) e 0 seu crescimento seguiu
uma curva caracteristica apresentando 4 fasestdss{(iFigura 21).

Na Fase Lag, obtida no periodo de 0 a 4 horas iapéslacédo, ndo houve aumento
significativo do numero de células. Este periodorsiderado pelos microbiologistas como o
periodo para adaptacéo das células ao novo ambiente
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Figura 21. Curva de crescimento dgphingomonaspp. (estirpe 194) em meio de cultivo
DYGS, pH 6,0 mantido sob agitacdo de 150 rpm e ¢eatpra de 30°C.

A segunda fase, denominada Fase Exponencial oudcogrida entre 4 e 20 horas de
cultivo, as células se multiplicaram a uma taxastamte até atingir um maximo de
crescimento. Apds 20 horas de cultivo, iniciou-9eaae Estacionaria, onde a relacdo entre o
namero total de células em divisdo e ao numeroé&lidas mortas, resulta na verdadeira
populacdo celular estacionaria. Geralmente, est& ¢hega ao final devido a escassez de
nutrientes essenciais, diminuicdo de oxigénio elurauaerdbia ou acimulo de metabolitos
toxicos. Na ultima fase da curva, a Fase de Dexlini possivel observar que o numero de
células viaveis diminuiu, assim como o valor de D{@sta fase, as condi¢gbes se tornam
fortemente impréprias para o crescimento, as clséareproduzem mais lentamente e as
células mortas aumentam em ndmeros crescentes (RLABEM, 2004).

Em todas as fases da curva de crescimento foinoéaree observado que o numero de
células viaveis esta diretamente relacionado a daede DO do meio de cultivo. As
informacfes geradas por este ensaio sdo de extrepmatancia para o conhecimento do
comportamento fisiolégico destas bactérias nasicoesd testadas. Além disso, a estimativa
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do numero de células viaveis a partir de mensusagéeDO é uma grande vantagem, visto
gue a técnica de contagem, embora eficiente, é@mats laboriosa.

4.5.2 Morfologia de coldnias

As colonias apresentaram coloracdo variada de @acooin o meio de cultivo
utilizado: amarela em meios sem indicador; verda corante azul de bromotimol e laranja
em meios com sacarose, de forma circular com b@wglaar, elevacao lente, superficie lisa e
de caracteristica opaca. Nos meios ricos como D¥@tata, houve maior producédo de
goma quando comparados com 0s outros meios deaccukimaioria dos isolados apresentou
maior semelhanca de col6nias c&mazotifigenscom excec¢éo do isolado 103 que foi mais
similar aS. paucimobilisA figura 22 mostra o aspecto geral das colén@Sphingomonas
spp. (estirpe 194) nos diferentes meios de cuittizados. De forma geral, a morfologia de
colénias corrobora com os dados descritos natiteraonde a coloracdo amarela surge como
indicativo da producdo do carotendide nosthandina aspecto gomoso das colbnias,
provavelmente esta relacionado a producdo de agepoarideo por membros do género
SphingomonaéYABUCCHI et al., 1990).

Figura 22. Morfologia das col6nias degphingomonaspp. (estirpe 194pm 7 dias de cultivo
nos meio Batata (A), NFb 3x (B), LGI (C), DYGS (9 (E); LGI-P (F); JNFb
(G); Batata-P (H); JMV (I) e NB (J).

4.5.3 Morfologia celular

De forma geral, os isolados apresentam célulasvithdilizadas em forma de
bastonete, movimento espiraldide, semelhantes Bsagéde Herbaspirillum spp., com
dimensdes de 2,5 a 3}0n x 1,0 a 1,5um. Ao microscopio eletrénico de transmisséao foi
possivel observar a presenca de flagelos polaaescterizando as bactérias como lofotriquia
(Figura 23).

4.5.4 Reacao de gram e testes enzimaticos

As bactérias foram identificadas como Gram-negstivapresentando testes de
oxidase, hidrélise de Tween-80 e gelatinase nemmtiév catalase positivo (Tabela 10). Sob
condic¢des 6timas de crescimento em meio liquidcagitcdo os isolados cresceram em uma
faixa de pH entre 5,0 a 7,5, e sob condi¢cbes @&gdia de nitrogénio a faixa foi mais restrita,
de 5,5a6,5.
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Figura 23. Micrografia de microscopia eletrénica de transnus@dET) de Sphingomonas
spp. (estirpe 194), evidenciando a célula em fodmdastonete e a estrutura da
insergéo dos flagelos.

Os isolados foram capazes de crescer sob tempegatatre 22 a 34°C (Tabela 10).
De acordo com as faixas de pH e temperatura ercadr as bactérias foram classificadas
como neutrdéfilas e mesdfilas, respectivamente.

Os resultados encontrados para faixas de pH e tampe reacdo de gram e testes
enzimaticos estdo de acordo com as caracterigrass encontradas em bactérias do género
Sphingomonaslescritas por Yabucchi et al. (1990). No niveledpécie, a grande maioria
segue o padrao descrito no género. Resultados lsmmesd foram encontrados por Xie &
Yakota (2006) no trabalho de descricdo da espi@ddra de nitrogénid. azotifigens

4.5.5 Tolerancia a NacCl

Neste estudo, a concentracdo maxima tolerada pededos cultivados em meio
DYGS suplementado com diferentes concentracdes af®d foi de 50 g1 (5 %) para a
maioria dos isolados testados. Alguns isolados nioieapazes de se desenvolver na
concentracéo de 80 ¢ (8 %) (Tabela 10).

Em 2001, Daane et al. detectaram a presenca déribactlo géner&phingomonas
associadas a plantas de ambientes salinos, emtret@nm avaliaram o nivel de tolerancia das
estirpes. S. azotifigens também isolada de plantas de arr@presentou inibicdo de
crescimento na concentracdo de 2,5 % de NaCl (XIEAKOTA, 2006). Nobrega et al.,
(2004) trabalhando comzospirillum irakenseespécie isolada de raizes de arroz, mostraram
gue esta espécie foi tolerante a 5 % de NacCl.

Estes resultados sugerem que, provavelmente, dseribactestadas possuem um
mecanismo de osmoadaptacdo que evita a desidradagdoélulas, apresentando resposta
adaptativa a condicdes salinas.

4.5.6 Tolerancia a sacarose

Foi possivel observar crescimento dos isoladosmess com concentracdo de até 10
% de sacarose (Tabela 10). Este resultado sugeregjisolados testados apresentam alta
tolerancia osmotica, assim como outras bactériastrdficas comoBurkholderia spp.
(PERIN, 2007) e Gluconacetobacter diazotrophicu§DOBEREINER et al., 1995)
encontradas no interior de plantas de cana-de-ag@edn (2007), na etapa de identificacdo
de isolados obtidos do interior de plantas de ckmaeucar, obteve 4 bactérias identificados
pelo sistema Biolog com®Bphingomonaspp.. (comunicagéo pessoal).
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Tabela 10.Resumo de algumas caracteristicas fisiologicasedtipes tipdS. trueperie S.
azotifigense isolados bacterianos.

Caracteristicas S. trueperi S. azotifigens Isolados
Cor da Colonia Amarela Amarela Amarela
Reacao de Gram -* -* -
Motilidade + + +
Flagelos +* +* +
Toleréancia a NacCl Até 10%* Até 2,5%* Até 8%
Toleréncia a sacarose nd nd Até 10%
Temperatura nd 25 a 37°C* 25 a 34°C
pH nd nd 5-75
Oxidase +* v* -
Tween 80 +* +* -
Catalase +* +* +
Gelatinase -* v* -
Cresc. semi-sdlido - + +
ARA - + +

Solubilizacao de fosfato - - -

Producao de AIA + + +

* Informacdes extraidas dos trabalhos de descrilgio espécieS. trueperi(KAMPFER et al., 1997) &.
azotifigengXIE & YAKOTA, 2006); v - dados variaveis entretieges; nd - ndo determinado.

A cana-de-acucar foi identificada com hospedeiralidersas espécies de bactérias
diazotréficas endofiticas, sendo as principaiSluconacetobacter diazotrophigus
Herbaspirillum spp.. eAzospirillumspp. (JAMES & OLIVARES, 1997; BALDANI et al.,
1997; JAMES, 2000; BODDEY et al., 2003). Sabe-se gunterior de plantas de cana-de-
acucar apresenta teores de sacarose elevadosdpairconsiderado um fator limitante para
o estabelecimento de microrganismos pelo potensralbtico gerado. Desta forma, € possivel
que as bactérias testadas apresentem um mecanesieEntbadaptacdo, podendo colonizar
plantas como a cana-de-agucar.

4.5.7 Metabolismo de carbono

Dobereiner et al. (1995) descreveram uma metodmlegpecifica para o isolamento
de bactérias diazotroficas, apresentando como jatacipal o desenvolvimento de meios de
cutivos semi-solidos. Admitindo-se que o metabalisde carbono bacteriano apresenta
grandes variagdes, cultivamos os isolados nos milisados para os diferentes géneros e
espécies de diazotréficos, conforme descrito pobebginer et al. (1995). Os isolados
formaram pelicula caracteristica de diazotréficosente nos meios JNFb, LGI, LGI-P e
NFb. O tempo para a formacéo da pelicula variob @d.0 dias de incubacao.

O sistema BIOLOG é uma ferramenta comumente uldizaa geracdo de perfis
fisioloégicos bacterianos (BIOLOG manual, 1993; MdGAet al., 2001; TORSVIK et
al.,1996). As microplacas de BIOLOG GN (Gram-neggtséao tipicamente empregadas nos
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estudos de diversas estirpes bacterianas e aeapaliaseada na utilizacdo de 95 diferentes
fontes de carbono.

Os isolados 79, 98, 111, 177, 190, 194, 196 e 23phengomonaszotifigense S.
trueperiforam cultivados no meio de cultura BUG e postenemte testados em microplacas
de BIOLOG GN. Comparando-se o perfil de utilizagho fontes de carbono gerado com
resultados do banco de dados Microlog, todos okdee foram identificados como
Sphingomonaspp., apresentando similaridade com as esp8&cipaucimobiliee S. sanguis
O teste auxiliou na identificagdo do género, mas é@@ossivel utiliza-lo para determinar o
posicionamento taxondmico dos isolados. A utilipadas 95 fontes de carbono apresentou
variabilidade entre isolados e estirpes tipo. Eatte, 11 fontes de carbono foram usadas por
todas as bactérias testadas e somente 4 difere@natotifigeng S. trueperi(Tabela 11).

Embora este teste seja muito eficiente na deteg&mado perfil fisioldgico,
proporciona uma boa resolucédo a nivel de espéeas,tem mostrado uma menor eficiéncia
na discriminacdo de estirpes (McSPADDEN-GARDENERakt 2000; McCAIG et al.,
2001). Outra limitacdo deste teste € que ele coasomito tempo (McCAIG et al., 2001).
Além disso, o sistema BIOLJGpode identificar incorretamente os isolados banies
devido a limitacdo do bando de dados da MicroloGHI®UAK et al., 1999; PICARD et al.,
2000).

Tabela 11 Perfil geral do teste em microplacas de BIOLOG @&l isolados 8. azotifigens
eS. trueperi

Fontes de carbono S. azotifigens  S. trueperi  Isolados

a-ciclodextrina, dextrina, glicogénio, tween 40,
tween 80, N-acetil-glucosamina, gentiobiose,
D-glucose, maltose, acido succinico, D-galactose,
L-arabinose, celobiose

L-alanina -
L-aspartato
Frutose
Piruvato

+ + +
+ + +
1

4.5.8 Solubilizacéo de fosfato

Das estirpes testadas neste est@dwkholderia vietnamiensie B. tropica utilizadas
como controles positivosprmaram em torno de si um halo facilmente vispp@ contraste
com o0 meio opaco, indicando capacidade de solabdia de fosfatan vitro, conforme
descrito por Perin (2007). JA&. silvatlantica os isolados bacteriano§. azotifigensS.
paucimobilise S. trueperindo solubilizaram fosfato nas condicdes testadas.

O fésforo é um nutriente essencial as plantas, masontra-se em baixa
disponibilidade em solos tropicais. Muitos micranganos participam no ciclo do fésforo
transformando e disponibilizando esse elemento aanplantas, através da imobilizacdo de
fosfato soltuvel ou pela solubilizacdo de fosfateoldvel, apresentando potencial de uso na
forma de inoculante (SILVA FILHO et al., 2002; SOMIE et al., 2005). Um maior
entendimento da capacidade e da eficiéncia de rgamesmos em solubilizar diferentes
fosfatos pode levar a sele¢do de isolados compaitencial de uso para a inoculacdo em
plantas (SOUCHIE et al., 2007).
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4.5.9 Producao de AIA

O triptofano é considerado o principal precursorbdmsintese de AlA, por isso foi
utilizado como substrato no meio de cultivo paraaliaa de compostos inddlicos,
principalmente AIA. A producdo de AIA pelos isolade estirpes-tipo foi detectada por
colorimetria usando o reagente de Salkowski. Adiag@es foram feitas com 24 e 42 horas.
Alguns trabalhos de producdo de compostos indol h@mtérias mostram que o maior
acumulo de AIA ocorre na fase estacionaria de oresto (TSAVKELOVA et al., 2005;
2007). Para determinar a fase de maior acumuloldelAs bactérias em estudo, foi realizado
um ensaio preliminar consphingomonasspp. (estirpe 194), cultivada em meio DYGS
acrescido de 20Qug mI* de L-triptofano. Este ensaio mostrou que a produi@oAlA
comecou a partir de 4 horas de cultivo e obteve pnoalugdo maxima apos 42 horas.
Confrontando estes dados com a curva de crescimmeatizada previamente (Figura 21),
concluiu-se que efetivamente a maior acumulacd@Aecorreu durante a fase estacionéria.

Todos os isolados bacterianos e estirpes-tipo fotapazes de produzir AIA na
presenca de L-triptofano nas condi¢Oes testadasveHgrande variagdo na producao deste
fitohormdnio entre os isolados (Figura 24). A maodos isolados €5. azotifigens
apresentaram uma producdo média dadl&nl™ de AIA por unidade de DGCS. trueperie 0s
isolados 63, 74, 173, 190 e 233 mostraram 0s megnvadores na producdo deste
fitohormonio, enquanto os isolados 194, 177, 108. ¢paucimobilisapresentaram a maior
producdo. Durante o cultivo, houve acumulo de Abkapalguns isolados, enquanto outros
mostraram diminui¢cdo na sua concentracdo (Figura 24
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Figura 24. Producdao de AIAIn vitro por estirpes-tipo deSphingomonase isolados
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Muitos trabalhos relatam a variabilidade na produgéste composto por bactérias
fixadoras de nitrogénio, apresentando uma médipragucdo de 20 a 106y de AIA mf*
(RADWAN et al., 2002; PEDRAZA et al., 2004; REIS NIOR, 2004; MARCHIORO,
2005). Tsavkelova et al. (2005; 2007) relatam aréomia de uma estirpe @&phingomonas
spp., isolada de plantas de orquideas, com elepatincial de producdo de AIA. Estes
autores mostram que com 20§ ml* de DL-triptofano, a estirpe d8phingomonaspp.
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testada foi capaz de produzir B§ ml* de AIA por unidade de DO. Além da producdo de
AlA, também foi demonstrado por estes autores oedstimulatorio de AlA produzido por
Sphingomonaspp., na formacao do sistema radicular de plétlgafeijdo e na germinacao
de sementes de orquideas.

4.5.10 FAME

A composicdo de acidos graxos de bactérias do g&mringomonagem sido muito
utilizada na identificacédo de diferentes espedemnalise de FAME foi feita com os isolados,
79, 98, 111, 177, 190, 194, 196, 2%3,trueperie S. azotifigensO resultado da analise de
acidos graxos mostrou que houve uma baixa siméldedentre os perfis dos isolados,
Sphingomonas azotifigemsS. trueperie a biblioteca de referéncia do sistema Sherlack d
MIDI. Todos os isolados &. azotifigensapresentaram maior similaridade com a espécie
Novoshingobium capsulatyrembora com indice de similaridade muito proxineolienite
minimo aceitavel pelo sistema Sherlock (0,300) (fég25). A espéci&. trueperindo foi
similar as espécies do banco de dados utilizad®saptando valores de similaridade de
0,594. Neste teste, uma boa identificacdo apreseitees de indice de similaridade > 0,500.
Valores acima de 0,300 indicam que o isolado é epmesentante atipico dentro de uma
espécie. Este resultado indica que os isolados estapes deéSphingomonasestadas nao
pertencem a qualquer espécie presente na biblidecaferéncia TSBA 50 5.00, entretanto
apresentam uma elevada relacdo com bactérias @vog&phingomonasvisto que o género
Novoshingobiuné uma subdivisédo dgphigomonagorposta por Takeuchi et al. (2001).
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Figura 25. Dendrograma de similaridade construido com baseenbl de acidos graxos
celulares dos isolados e estirpes-tipcsgaingomonas

A andlise do agrupamento dos perfis de acidos grésistema Tracker) indicou que
todos os isolados ®. azotifigengertencem a mesma espécie (distancia euclididy. €sta
analise também mostrou que os isolados 190 e 2&3eaypam perfis idénticos, assim como
98 e 111 (distancia euclidiana < 2) (Figura 25).i€#dados foram subdivididos em dois
grupos semelhantes aos encontrados por ARDRA e Affidicados pelos simbolos). O
perfil de acidos graxos dos isolados e estirpes-@ipcontra-se na tabela 12. Conforme o
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esperado, o acido oléico (C18:1) foi o maior congm@ dos acidos graxos totais, e 0 acido
miristico (C14:0 2-OH) o maior acido graxo hidrexib em todos os isolados e estirpes-tipo
testados. Nenhum acido graxo 3-OH foi encontradoismados e estirpes-tipo.

Quando se comparou os resultados obtidos nestseamaim os descritos por Xie &
Yakota (2006), no trabalho de descricdo da espcezotifigensobservou-se uma variacao
nos valores encontrados e presenca de acido pioitq16:kbc) em S. azotifigense o
acido pentadecandico (2-OH 15:0) en trueperi ambos ndo encontrados pelos autores.
Outra diferenca observada foi a presenca de addocbd (2-OH 12:0) nos isolados de
Sphingomonaspp. e sua auséncia &nazotifigengTabela 12).

Os perfis de lipideos tém encontrado muitas apesicha quimiotaxonomia
bacteriana, incluindo a circunscricao $ighingomonaspp. Caracteristicas distintivas destes
organismos incluem a auséncia de acidos 3-OH,resempca de acidos miristicos (2-OH-14:
0) e oléico (18:1) como principais componentes, tgomente com uma série de
glicosphingolipideos (YAMAMOTO et al., 1978; YABUUA et al., 1999; KAWAHARA et
al., 1991; TAKEUCHI et al., 1995; KAMPFER et al997). Com o0 avanc¢o desta técnica, o
método MIDI foi desenvolvido para extrair acidosvgys de culturas puras de isolados
bacterianos com propésito de identificacdo desganismos (SCHUTTER & DICK, 2000).

Tabela 12. Composicdo de acidos graxos celulares (%) dosdss)&. azotifigense S.
trueperi

Acidos graxos 190 233 79 177 98 111 194 196

Acidos saturados

C14:0 073 058 09 000 053 068 09 0,84
C16:0 1934 19,68 179 17,35 19,25 18,83 19,69 17,24
C18:0 063 051 09 080 068 055 091 094

Summed feature3* 1,17 1,19 2,24 1,27 1,04 1,04 1,70 1,54

Acidos insaturados

C1l7:1u6c 1,41 1,77 3,27 3,76 1,10 1,07 1,94 2,34
C18:1wrc 53,16 52,64 52,83 49,79 57,56 57,18 57,70 53,83
C18:wbc 2,49 0,00 3,14 2,35 1,54 166 205 221

11 methyl 18:7c 4,46 4,02 6,15 559 4,38 3,74 525 5,57

Acidos hidroxilados

2-OH C14:0 12,77 14,79 9,02 1430 10,56 11,56 7,06 12,74
2-OH C16:0 0,77 1,27 0,00 1,00 0,82 095 084 0,85
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5. CONCLUSOES

v" Dos 50 isolados provenientes de plantas de aroozeiste 22 apresentam o gemnfH e
fixam nitrogénio em condi¢des microaerofilicas;

v" O resultado da analise de diversidade genéticdoegeie os isolados se dividiram em 2
grupos distintos;

v A andlise da seqiiéncia de nucleotideos do gendNg8, juntamente com os demais
testes realizados para obtencdo do posicionamemtindmico dos isolados, permitiram
identificA-los como membros do gén&phingomonags

v Em nivel de espécieS. azotifigensapresentou maior similaridade genética com as
bactérias testadas;

v A andlise polifasica baseada nos testes molecul@ieguimicos e fisiolégicos foi
consistente na classificacdo dos organismos erdaestu

v" Nenhuma estirpe-tipo e os isolados testados foegrazes de solubilizar fosfato;

v' Todos os isolados testados foram capazes de wotilizatriptofano como precursor na
biossintese de AlA.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos estudos de bactérias associadasoa asta relacionada a fixacao
biolégica de nitrogénio, entretanto, estudos detifleacdo e avaliacdo de diversidade da
populacdo de bactérias do gén&phingomonasle tecidos de plantas de arroz ainda nao
foram realizados.

Na presente dissertagdo, as bactérias diazotrdadas de tecidos de arroz e isoladas
em estudos prévios, foram identificadas e caraetéais de acordo com uma abordagem
polifasica. A taxonomia das bactérias foi baseatlatestes moleculares como ARDRA,
AFLP, DGGE, sequenciamento parcial do 16S DNAr eandlise do perfil fisiologico e
bioguimico. Primeiramente foi demostrado que somé&0fb6 dos isolados obtidos de tecidos
de plantas de arroz apresentaram o gene relacichndel®N e foram capazes de mostrar
atividade da nitrogenasa vitro. Dentre os isolados fixadores de nitrogénio, csiltados
obtidos pelo ARDRA, AFLP e FAME mostraram claraneegtie os isolados se dividiram em
dois grupos distintos, onde 27 % dos isolados aptaseam maior similaridade com a espécie
S. azotifigensAs analises da sequéncia parcial do gene 16S DNAs demais técnicas
utilizadas para posicionamento taxondmico dos dasapermitiram a sua classificagdo no
nivel de género. Embora a técnica de hibridizacBidDNA n&o tenha sido finalizada, os
resultados preliminares sugerem que o0s isolad@seapiam maior similaridade genética com
as espécieS. azotifigenseguida da espéck trueperi Na classificacéo polifasica utilizada,
embora na maioria das vezes 0os métodos tenhanteimrdantes, em alguns casos esses
resultados foram ambiguos, resultando na alocagfasdlados em grupos diferentes pelos
métodos utilizados. Isso pode ser devido ao fatgude as vezes, uma mesma espécie de
bactéria pode apresentar perfis bioquimicos e ldigicos diferenciados em funcédo da
expressao diferenciada dos seus genes.

Os resultados dos testes fisiolégicos mostram gtees évactérias tém potencial para
contribuir no desenvolvimento das plantas hospasgeiatravés da combinacdo dos
mecanismos de fixagdo bioldgica de nitrogénio eygéo de AlA. Vale a pena ressaltar que
estas bactérias podem apresentar outros mecanggnasdo na promocao de crescimento
vegetal, por isso, estudos posteriores devem akzados.
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CAPITULO I

EFEITO DA INOCULAGCAO DE Sphingomonas spp. EM PLANTAS
DE ARROZ

81



RESUMO

A cultura do arroz de terras altas (sequeiro) teamde importancia econémica e social no
Brasil, pois contribui com 32% do total do arroodguzido no Pais. Entre os principais
nutrientes essenciais para as plantas, o N, jumtgn@m o P, sdo 0s que mais limitam a
produtividade das culturas anuais, incluindo ozade terras altas. Embora o N seja o maior
represente entre os componentes do ar atmosfé@lieajecessita ser reduzido para que se
torne disponivel para as plantas. Esta reducdo podeer através da fixagdo industrial,
responsavel por 20% de todo o N fixado por anoe fpsbcesso € oneroso e envolve a
utilizagdo de recursos néo renovaveis da natuf@atio processo € a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), responsavel por 80% do N fixador mano, realizado por alguns
microrganismos, denominados diazotréficos. Dengepkantas que se associam a estes
microrganismos o arroz tem sido caracterizado cdmabitat de inumeros grupos de
diazotroficos, que podem contribuir para a promagéarescimento destas plantas. Apesar
dos extensos estudos de FBN em plantas de arroz.exidtem informacdes sobre as
contribuicdes de N via FBN de bactérias do géismeingomonadJm experimento de casa
de vegetacao foi conduzido com o objetivo de avaliafeito da inoculacdo de bactérias do
géneroSphingomonasm plantas de arroz de terras altas cultivar BRISnfo. Foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado em fatdita x 4 com 6 repeticdes. Os
tratamentos constituiram de uma testemunha abs8lulases de nitrogénio (20, 50 e 100 kg
ha') e inoculacdo corerbaspirillum seropedicaéZAE94) e 5 estirpes dBphingomonas
sendo efetuadas 4 coletas para cada tratamento’@3@05 e 128 dias apds plantio). Os
resultados obtidos pela técnica de NMP mostram aumaior populacdo de bactérias
diazotréficas foi encontrada nas raizes. Resultasigsificativos foram obtidos pela
inoculacéo das bactérias na cultivar BRS Talen® r&3ultados mostraram que as estirpes
inoculadas responderam de modo diferenciado no @olude biomassa seca da parte aérea,
nitrogénio, fosforo e potassio, durante os estédéodesenvolvimento desta cultivar de arroz.
Quanto a producdo de gréos, os tratamentos inasiladm ZAE94,S. azotifigensS.
trueperi e Sphingomonasspp. (estirpe 179) apresentaram efeitos positiposlendo ser
observado aumento de até 48 % na producédo de@réoslacdo ao controle ndo inoculado.

Palavras — chavePromocéo de crescimento vegetal. NitrogéOiyza sativa
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ABSTRACT

The cultivation of upland rice has high economid &ocial importance in Brazil, because
contributes with 32% of the total rice producedtlie country. Among the main essential
nutrients for plants growth, the N, together withdPe the most limit for productivity of
annual crops, including upland rice. Although theisNthe largest representing among
components of the atmosphere, for becoming availéabl the plants is necessery to be
reduced. For this, two processes are known: thestnidl setting, responsible for 20% of the
N fixed per year, it's very expensive process anlves the use of non-renewable resources
of nature. The other process is the biologicabgin fixation (BNF), responsible for 80% of
N fixed per year, held by some microrganisms nashadotrophics. Among the plants that
are associated with these microorganisms, thenaseéboeen characterized as a habitat of many
groups of diazotrophics, which can contribute te ginowth promotion these plants. Despite
extensive studies of BNF in rice plants, there asimformation about the contributions of
BNF by Sphingomonagenus. A greenhouse experiment was conductedtetiobjective to
evaluate the inoculation effects of type strainsSphingomonagenus and some isolates
previously obtained from rice plants. The treatreewere control without nitrogen and
bacteria, three nitrogen doses (20, 50 and 100aKy énd inoculation witfSphingomonas
strains andHerbaspirillum seropedica@ZAE94). The rice root presented the higher vahfes
the diazotrophic bacteria population mensured byNM®ignificant results were obtained by
inoculation of bacteria in the rice cultivar BRSIdr#o. The results showed that the strains
inoculated responded differently to the accumutatdd dry biomass, nitrogen, phosphorus
and potassium, during the stages of culture dewsdop. In addition, the production of grains
the treatments inoculated with ZAE98, azotifigens, S. truepeand Sphingomonaspp.
(strain 179) had positive effects and increasedytha production in up to 48% in relation to
the control.

Key words: Plant growth-promoting. NitrogeQryza sativa.
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1. INTRODUCAO

Arroz, trigo e milho sdo os trés principais cereaisizados na alimentacdo da
populacdo mundial. A cultura do arroz extrai ceted 6-17 kg N para produzir 1 Mg de peso
seco de graos, incluindo palha. A maioria dos salosmundo, principalmente aqueles
localizados em clima tropical, sdo deficientes emsBndo necessérias aplicacdes de N
fertilizantes para a obtencdo de um bom rendimeetagréos deste cereal. Infelizmente,
menos de 50% dos adubos nitrogenados aplicadolizadidi pelas plantas. Esta baixa
eficiéncia de utilizacdo € essencialmente causae@s pprocessos de volatilizacéo,
desnitrificacdo, e perdas por lixiviacdo. Estescessos causam inumeros problemas
ambientais, dentre eles a contaminacao de curagsia’e aumento da concentracdo de gases
do efeito estufa. Fontes alternativas de N taisccamuso de tecnologia da FBN pode
completar ou substituir o uso destes fertilizagigsnicos.

A maioria dos estudos de bactérias associadastaplde arroz esta relacionada com
a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Bactérias diedfutas pertencentes aos géneros
Azospirillum, Azoarcus, Herbaspirillune Burkholderia parecem ser colonizadores mais
freqlentes dos cereais e, por isso tém sido exsnente estudadas. Entre as bactérias
fixadoras de nitrogénio associadas ao ar®ghingomonasazotifigensfoi recentemente
isolada das raizes deste cereal, entretanto, estemlore 0 seu efeito sobre as plantas
hospedeiras nédo foram realizados.

Levando em conta que muitos microrganismos sadezadibds como inoculantes
agricolas por estimular o crescimento vegetal,vagada fixacdo bioldgica do nitrogénio
atmosférico, producdo de hormdnios vegetais, antrigos outros efeitos positivos gerados
pela interacdo planta-bactéria, este capitulo eéefera avaliacdo do efeito da inoculacdo de
Sphingomonaspp. identificadas no capitulo | desta dissertacdo

Os principais objetivos foram: (i) observar o com@mento populacional das
bactérias diazotréficas do géne8phingomonasnas plantas de arroz e, (i) avaliar o
crescimento de plantas de arroz de terras altgadse) frente aos tratamentos de inoculacéo
e diferentes doses de nitrogénio aplicadas, awhiae o efeito benéfico ou néo, na producao
de biomassa seca da parte aérea, acumulo de tegriproducédo de graos e teor de proteina
dos gréos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nitrogénio na Cultura do Arroz

Diversos historiadores e cientistas apontam o seidizsAsia como o local de origem
do arroz. Na india, uma das regides de maior di@de e onde ocorrem numerosas
variedades endémicas, as provincias de BengalaaA&m sido referidas como centros de
origem dessa espécie. Duas formas silvestres séagias na literatura como precursoras do
arroz cultivado: a espéci@ryza rufipogon procedente da Asia, originanddOa sativa e a
Oryza barthii (= Oryza breviligulatd, derivada da Africa Ocidental, dando origenDa
glaberrima O génerdOryzaé o mais rico e importante da tribo Oryzeae eadrggcerca de
20 espécies, dispersas espontaneamente nas regjdieais da Asia, Africa e Américas. A
espécieD. sativaé considerada polifilética, resultante do cruzamele formas espontaneas
variadas (EMBRAPA, 2007). De acordo com a classifi®o de Cronquist (1988), estas
plantas sdo monocotiledéneas da fanfl@ceae(antigaGramineag, que se caracterizam
por possuir caules ocos, flores reduzidas de aoleve aquénios especializados, ou cariopses,
como frutos (PINHEIRO, 2006). E uma planta cult&aubs cinco continentes, tanto em
regides tropicais quanto temperadas.

O arroz é o alimento basico para mais de 2 billd@epessoas no mundo e, segundo
estimativas, até 2050 a producdo mundial deveréadplara atender a demanda da populagéo
(NAVES & BASSINELLO, 2006). No Brasil, o arroz ocaia terceira posicao em termos de
producdo de graos, sendo antecedido pela sojahe.nide acordo com dados do IBGE, o
arroz, o milho 12 e 22 safras e a soja, detém ac@1% da producéo brasileira de graos.
Para o arroz, a producao esperada para 2008 #ofdlip milhdes de toneladas sendo 7,8%
maior que a colhida em 2007 (IBGE, 2008). O gramg®ento na producéo deste cereal tem
estimulado experimentos na busca de contribuicheggpduzam menor impacto ambiental e
aumento no rendimento desta cultura, de forma @znedeu custo de producdo e aumentar a
produtividade (CHOULHURY & KENNEDY, 2004).

Dentre as varias formas de incrementar a produegetal, destaca-se a importancia
do suprimento de nutrientes. A planta de arroz stab#ée exigente em nutrientes, sendo
necessario que eles estejam prontamente dispomiwgsisnomentos de demanda, para néo
limitar a produtividade. Depois do K, o N € o neitie que a planta de arroz mais acumula.
As aplicacdes de nitrogénio em plantas de arroemofhvorecer o crescimento vegetativo,
promover o perfilhnamento e a expanséo foliar, adanem numero de paniculas por area, o
namero de espiguetas férteis e a massa dos gasbaindo diretamente para o aumento de
producao de graos (WADA et al., 1986; AKITA, 198ASTILLO et al., 1992; FAGERIA et
al., 2003). E na fase reprodutiva, porém, que at@lapresenta maior eficiéncia na absorgéo
do nitrogénio para a producédo de gréos. E nestagias o sistema radicular se encontra mais
desenvolvido e, consequentemente, com maior palerd® absor¢cdo de nutrientes
(SCIVITTARO & MACHADO, 2004).

O aporte de N aos solos pode ser por meio de dexgdp de material organico,
descarga elétrica, utilizacdo de fertilizantesogiénados e fixacdo biolégica de nitrogénio.
Dentre estas possibilidades, a utilizacdo de ifaatites sintéticos €, sem duavida, a pratica
mais empregada para reposicdo do N aos solos &udisr Estes fertilizantes sao
demasiadamente dispendiosos, custeando para aulagdccerca de U$$ 45 bilhdes
anualmente (LADHA & REDDY, 2003). Atrelado a estdr, inimeros danos sdo gerados
guando estes fertilizantes sédo aplicados. Cerca0&e do nitrogénio aplicado é utilizado
pelas plantas, o restante deste nutriente é peddidistema solo-planta gerando um grande
dano ambiental e econdmico. O uso excessivo destiemte vem causando contaminagéo de
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recursos hidricos devido a mobilidade no solo ésado fluxo de massa, além de grandes
perdas por volatilizagdo e denitrificagdo (STOLZFRSAI., 1997; SAIKIA & JAIN, 2007).

Nesse contexto, processos bioldgicos de incorpordedN ao sistema solo-planta,
como a fixacao biologica de nitrogénio (FBN) vémade amplamente estudados para avaliar
0 potencial de sua utilizacdo nos sistemas de pémdagricola (BODDEY et al., 1995;
MIRZA et al., 2000; MALIK et al., 2002; GUIMARAES:t al., 2003; DOBBELAERE et al.,
2003; FERREIRA, 2004; MUTHUKUMARASAMY et al., 200GOVINDARAJAN et al.,
2008).

2.2 Fixacéo de Nitrogénio

O nitrogénio molecular (), embora seja o principal componente da atmosfera
terrestre (aproximadamente 78,084 %), € quimicaeneénérte a temperatura ambiente
(SPRENT & SPRENT, 1990), e diferentemente de owttesentos, suas reservas minerais
sdo relativamente escassas. Apesar de termodimaemita favoravel, a reacdo de reducao de
nitrogénio molecular a aménia — fixagcdo do nitragén requer uma energia de ativacao
extremamente alta, ndo ocorrendo espontaneamemte asepresenca de catalisadores
adequados. Na industria, a fixacdo do nitrogénieitd pelo processo de Haber (também
conhecido como Processo Haber-Bosch) desenvolhddé& itz Haber e Carl Bosch em 1909
e patenteado em 1910. Neste processo o hidrogémiaittogénio (do ar) sdo combinados
para produzir amodnia (Figura 1). Esta reacdo disata com o ferro, sob condi¢cbes de 200
atmosferas de pressdo, a temperatura de 450°Cp geswkssario mais de 1 Mg de
combustivel fossil para produzir 1 Mg de amoniak& REES, 1994).

H, i 2H4
N, = Noaw = 2N
No+H,, = NH,
NH, +H, = NH, .4
NH; .4 + Hog : NH; o4
NH; .o -— NH,

Figura 1. llustracdo simplificada do processo quimico de pcdd de amonia (N
(processo Haber-Bosch). Fonte: http://upload.wikim®rg/wikipedia/en/thumb/
7/74/HaberBoschProcess.png

Na natureza, nem as plantas nem o0s animais comsegeaizar a fixacdo de
nitrogénio, sendo este um processo restrito a alguganismos procariéticos, como certas
espécies de bactérias e cianobactérias. Estesorgandenominados fixadores de nitrogénio
ou diazotroficos, sdo capazes de reduzir nitrogénadecular (N) a amoénia (Nk) em
condicBes normais de temperatura e pressao. Emsespo, denominado fixagc&o biologica do
nitrogénio (FBN), é realizado por procariotos queeaentam o complexo protéico da
nitrogenase, que hidrolisa 16 adenosinas trifogf&id®) e transfere 8 elétrons por molécula
de N fixado (EADY & POSTGATE, 1974) (Figura 2).

Os sistemas biolégicos fixam aproximadamente 100/@& milhdes de Mg de N
anualmente, sendo este um valor que se mantevws/aaiante constante no ultimo século.
Quanto a fixacdo industrial de N através do pracelesHaber, no ano de 2002 a producéo
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anual foi cerca de 80 milhdes de Mg. A fixacdo bamdgica de nitrogénio, em virtude da
energia fornecida pelos relampagos, correspondae \@alor comparativamente insignificante,
de cerca de 10 milhdes de Mg por ano de N, valtg gge se admite ndo ter variado
significativamente ao longo dos tempos (http://wesw.
escola.pt/site/topico.asp?topico=387&canal=5). ®é&stma, pode-se concluir que o processo
de FBN é um dos dois maiores processos que regulbaioia no planeta, juntamente com a
decomposicao da matéria organica e a fixacéo baadge carbono (fotossintese).

¥ @

®i®—L &L&L B A

\ nitrogenase
/
&

Figura 2. llustracdo simplificada do processo biolégico dedpcdo de amonia (NH
(fixacdo biolégica de nitrogénio). Fonte: adaptade www.cegep-ste-
foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/botanique

nitrogenase redugdo

2.3 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio em Arroz

A pesquisa de FBN amoaceaeno Brasil foi iniciada por Johanna Ddbereiner Ggom
descoberta dBeijerinckia fluminensisa rizosfera de plantas de cana-de-acucar em £958,
Azotobacter paspalassociada &aspalum notatuntv batatais em 1966 (BALDANI &
BALDANI, 2005). Embora estas descobertas tenham f@idas na década de 60, somente a
partir da década de 70 € que os estudos envohveradsociacdo de bactérias diazotroficas
com diversas plantas da famiPmaceaede importancia econémica se intensificaram. Esta
época coincidiu também com a crise do petrole@nda com que o interesse por alternativas
bioldgicas ao uso de fertilizantes nitrogenadoagrécultura fosse despertado (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002).

Devido a importancia do potencial econdmico e anthle a fixacdo bioldgica de
nitrogénio tem atraido muitos estudos. Um dos mmomgportantes nas pesquisas de FBN
atualmente é a procura por bactérias diazotrofisaeciadas a plantas ndo-leguminosas como
cana-de-acucar, arroz, milho, trigo e algumas graas forrageiras (BALDANI et al., 1997;
2002; BODDEY et al., 2003; JAMES et al., 2000; L@Ret al., 2004; BRASIL, 2005;
ZHANG et al., 2007; MEHNAZ et al., 2007).

A cultura do arroz remove cerca de 16-17 kg de M paoduzir uma megagrama de
peso de arroz bruto, incluindo a palha (DE DATTA81, PONNAMPERUMA &
DETURCK, 1993; SAHRAWAT, 2000). Como a maioria dados sédo deficientesem N e a
aplicacdo de N fertilizante € onerosa e causass@rnoblemas ambientais, a FBN pode ser
utilizada para complementar ou suprir as necessglatk N pelas plantas de arroz
(KENNEDY et al., 2004).

Bactérias de diversos géneros tém sido isoladgdatas de arroz, conilebsiella
oxytoca, Enterobacter cloacaBradyrhizobium, Alcaligensizospirillumspp.,Paenibacillus
azotofixans Acetobacter, IdeonellaHerbaspirillum spp, Burkholderia spp., Klebsiella
Sphingomonas azotifigenBleomorphomonas oryzaézorhizobium caulinodansAzospira
oryzae Phytobacter diazotrophicysdentre outrajLADHA et al., 1983; BALDANI &
DOBEREINER, 1980;MALIK et al., 1981; FUJIE et al., 1987; TOU & ZHOUW,989;
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ROSADO et al., 1998; REINHOLD-HUREK & HUREK, 200BNGELHARD et al., 2000;
KIRCHHOF et al., 2001; XIE & YAKOTA, 2006; 2005a,BHANG et al., 2007). Entretanto,
bactérias pertencentes aos génekmespirillum Azoarcus Herbaspirillum e Burkholderia
parecem ser as colonizadoras mais frequientes deséal e tém sido extensivamente
estudadas.

Segundo Evans & Burris (1992), as bactérias diéfiotrs podem ser: (i) de vida livre,
que fixam o nitrogénio para seu proprio uso; (@3aciativas, que de acordo com Baldani et
al. (1997), sdo subdivididas em endofiticas fatiulia (podem colonizar tanto a rizosfera
como o interior dos tecidos) e endofiticas obrigagd(colonizam o interior dos tecidos sem a
formacao de uma simbiose); e (iii) simbidticas, qg@belecem uma interagdo muito estreita
entre o0 macro e microsimbionte, formandos estrataliéerenciadas denominadas nodulos
(FRANCO et al., 1995).

Atualmente, as maiores contribuicbes da FBN sdoordgradas pela simbiose
Rhizobiurdleguminosa, entretanto, experimentos de inoculadgibactérias diazotroficas em
plantas de arroz vém mostrando efeitos positivosio8ulacdo déd. seropedica@m plantas
de arroz mostrou um aumento no rendimento dos g@@usalente a aplicacdo de 40 kg N ha
! (PEREIRA & BALDANI, 1995), enquanto inoculacéo Aeospirillumsp. contribuiu com
30% do N total nas plantas (MALIK et al., 2002).Idzai et al. (2000) mostraram que, em
condicOes de casa de vegetacédo, estirpes MALBBH{olderiasp.), ZAE94 K. seropedicaee
M209 Burkholderiasp.) contribuiram com 20, 17 e 11 % respectivaeéiat nitrogénio
acumulado na massa seca das plantas de arroz. IG@egr(@003) mostrou que a inoculacao
de estirpes dél. seropedicaee Burkholderiabrasilensiscontribuiu no aumento de matéria
seca, acumulo de nitrogénio e producdo de gracsrrde nas cultivares Guarani, IR42 e
IAC4440. Mais recentemente, Sabino (2007) utilizaagd mesmas estirpes ldeseropedicae
e B. brasilensisndo observou influéncia da inoculacdo na produgigréos, no entanto, o
teor de nitrogénio nos grédos aumentou significatimate nos tratamentos com bactérias e
sem a adicao de nitrogénio. Resultados semelhéot@m®s encontrados por Rodrigues et al.
(2000), avaliando o efeito de estirpes Aeospirillum spp. em plantas de arroz. Ja os
resultados obtidos por Mirza et al. (2000) mostrargue a inoculagéo dA. lipoferum
aumentou significativamente o rendimento de platéaarroz.

Embora muitos resultados individualizados de gand®sproducdo e acumulo de
nitrogénio nos graos de plantas de arroz fornegdonmacdes significativas, de forma geral,
dados contraditorios sdo frequentemente observ@®sacordo com Bashan & Levanony
(1990), o principal problema dos experimentos d&a cke vegetacdo e campo séo as respostas
inconsistentes da planta a inoculacdo, apresentbata repetibilidade. Muitas variaveis
contribuem para a complexidade da resposta a iag&o] como o0 genotipo da planta
utilizada, estirpe inoculada, condi¢cbes de culevambiente, disponibilidade de nitrogénio no
substrato, dentre outros (BODDEY, 1995; GUIMARAHESIe 2001; BALDANI et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2002; SALA et al.,, 2005; SABINO,0Q7). Embora os resultados
relacionados com a FBN em plantas de arroz sejadaanconclusivos, alguns trabalhos tém
mostrado que parte do nitrogénio acumulado em gdante arroz € oriundo da FBN
(OLIVEIRA, 1994; BALDANI et al., 2000; KENNEDY, 200 GUIMARAES et al., 2000).

A maioria das pesquisas em plantas de arroz teno cipetivo principal o estudo de
bactérias promissoras a FBN, entretanto estasaglgmidem receber das bactérias outros
beneficios (PATRIQUIN et al., 1983; STURZ et al997; DOBBELAERE et al., 2003).
Vérios trabalhos mostraram que as bactérias di#mas presentes na rizosfera e no interior
dos tecidos vegetais sdo capazes de estimular swiroento, através da producdo de
substancias promotoras como os fitorhorménios, ca@endolacético (EL-KAWAS &
ADACHI, 1999; BACA & ELMERICH, 2007), citocininasTAKEI et al., 2001) e giberilinas
(CASSAN et al., 2001), inibicdo da sintese de mtil¢GLICK et al., 1999), solubilizacio e
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hidrolise de fosfatos (GYANESHWAR et al., 2002)pdontrole (BALLY & ELMERICH,
2007), melhora na assimilacdo de N, P e K (WU t28105), dentre outros. Bactérias que
apresentem mais de uma caracteristica para a paont® crescimento vegetal, como por
exemplo, fixar nitrogénio e produzir fitohormoéniasu solubilizar fosfato e produzir
sideroforos, entre outras, sdo almejadas e rassgaala uma possivel aplicacdo no campo,
objetivando a producéo agricola (VERMA et al., 2001

Considerando o progresso dos resultados de FBN lamap de arroz, Baldani &
Baldani (2005) sugerem que as pesquisas devemrmuaanteé novas estratégias de estudo da
interacdo planta-bactéria, como por exemplo, azagfo de biofertilizantes contendo uma
mistura de bactérias deve ser explorada a fim ideizar este processo biolégico de grande
interesse para 0s sistemas agricolas.

Oyaizu-Masuchi & Komagata (1988) reportaram o ismato de um grande namero
de bactérias fixadoras de nitrogénio da rizosferaizes de plantas de arroz. Posteriormente,
estas bactérias foram identificadas e 3 isolad@srfaclassificados como a primeira espécie
fixadora de nitrogénio do génef&phingomonasS. azotifigengdXIE & YAKOTA, 2006).
Conforme revisado no capitulo 1 desta dissertamdtnos estudos mostram o isolamento de
bactérias deste género de inumeras plantas, imelusi arroz, entretanto nao existem
informacdes sobre o efeito da inoculagdo destaiti@s em plantas de arroz. Desta forma,
este capitulo propde estudar o efeito da inoculalgfdiferentes estirpes de bactérias do
géneroSphingomonagso crescimento, acumulo de nutrientes e produgagr@ios de plantas
de arroz sob condi¢des de casa de vegetacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de Estudo

O experimento de inoculacdo em plantas de arroz taetérias do género
Sphingomonafoi conduzido sob condi¢cdes de casa de vegetagdB@ampo Experimental da
Embrapa Agrobiologia (CNPAB), Seropédica, RJ, enganeses de novembro e janeiro de
2007.

3.2 Cultivar Utilizada

Em funcdo de trabalhos realizados com a inoculagibactérias diazotroficas em
plantas de arroz no Maranh&o, a cultivar BRS Talaptesentou o maior ao potencial para a
fixac&o biolégica de nitrogénio (FBN), sendo ergdoolhida para este estuéfouma cultivar
que tem, em sua base genética, uma forte contéibule ancestrais altamente adaptadas as
condicbes de terras altas como IAC 47, cultivaditianal de arroz de terras altas, ja
amplamente utilizada no Brasil (CASTRO et al., 2002

3.3 Delineamento Experimental

As parcelas experimentais constituiram-se de vasoanjados em um delineamento
experimental inteiramente casualizado com 10 tratdéos, 4 épocas de coletas e 6 repeticoes.
Em decorréncia da analise de atividade de reduedacdtileno e deteccdo do geméH
realizadas no capitulo | desta dissertacéo, forleci®onadas 4 estirpes com capacidade de
fixar nitrogénio, representadas pBphingomonaspp. (estirpes 98 e 233, azotifigense
Herbaspirillum seropedica€ZAE94); 2 estirpes ndo néo fixadoras de nitrogé8i trueperi
e Sphingomonaspp. (estirpe 179); 3 tratamentos adubados corng@émio mineral, sob a
forma de nitrato de aménio, com doses de 20, 5D ha'; e 1 tratamento testemunha sem
inoculacdo e sem adubo nitrogenado.

3.4 Preparo do Inoculante

As estirpes foram cultivadas em 50 ml de meio DY&BE agitacdo de 150 rpm a uma
temperatura de 30°C durante 24 horas. Em seguidas tas suspensdes bacterianas foram
ajustadas para uma densidade 6tica de 0,8=a600 nm, em um espectrofotdmetio 1(0°
células mt).

O inoculante foi preparado a base de turfa prevideneoida, seca e analisada, com a
acidez corrigida, com carbonato de calcio. A tpdasou por um processo de esterilizacédo a
temperatura de 121°C em autoclave por 2 dias ctarvalos de 24 horas (FERREIRA et al.,
2003; GUIMARAES, 2006). Os inoculantes foram prepas com a adicdo de 15 ml de
suspensao bacteriana em sacos de polietileno cm8&ng de turfa. O inoculante foi mantido
por 24 horas sob temperatura de 30°C antes detiseado. Apds o0 preparo, as sementes
foram imersas em goma ardbica a 3 % e em segoidan fenvoltas na turfa e colocadas para
secar a sombra antes do plantio (FERREIRA et @032GUIMARAES, 2006).

3.5 Implantacéo do Experimento

Como substrato do experimento foi utilizado os pims 20 cm do horizonte A de um
Argissolo Vermelho Amarelo, Série ltaguai, colesadm campo experimental da Embrapa
Agrobiologia. A deficiéncia de alguns nutrientes dorrigida mediante analise quimica da
terra (Tabela 1). A adubac&o de plantio consistiindorporacéo de 120 kg hde BOs na
forma de superfosfato simples e 60 kg'hde FTE-BR12 a terra no momento do
acondicionamento nos vasos.
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Tabela 1 Resultado da analise quimica de terra utilizadexperimento.

pH em

H,0 Al Ca+Mg Ca Mg P K
------ LS L — —-------mg dn----—--
5,6 0,1 22 1,5 0,7 23 90,0

O plantio foi feito em vasos com capacidade pdrads, onde foram acondicionados
0 equivalente a 4 kg de terra homogeneamente aduwad fésforo e micronutrientes. Apds
a semeadura de 5 sementes por vaso, a terra cowsdaasos foi umedecida até 30% da
capacidade de campo e durante o cultivo os vasamfarigados diariamente para que a
umidade ficasse sempre em torno deste valor. Quilgseapos a emergéncia das plantas foi
feito um desbaste, deixando-se 3 plantas por vaso.

A adubacao nitrogenada, quando realizada, foi digiém trés aplicacdes, sendo a
primeira com o equivalente a 10 kg de N'heealizada 10 dias ap6s a germinacdo em todos
os tratamentos nitrogenados. As outras duas adeb&giam feitas em cobertura aos 30 dias
apos o plantio (DAP) por ocasido do inicio da @ifeiacdo floral e aos 60 DAP por conta da
floracdo, ambas na forma de nitrato de amonio.

Foram realizadas 4 coletas de acordo com quatamliestde desenvolvimento da
planta de arroz, sendo a primeira no periodo dendessimento vegetativo (30 DAP); a
segunda no estaddio de diferenciacdo da paniculaD&P); a terceira no estadio de
florescimento (105 DAP) e a quarta, no estadio dauracdo completa dos graos (128 DAP).
Em cada coleta o0 vaso representante de cada tratarfoe retirado por inteiro e as plantas
contidas no mesmo foram separadas para as detefiaga

3.6 Determinacdes
3.6.1 Contagem do numero mais provavel (NMP)

A técnica do NMP foi utilizada de acordo com a rdetogia descrita por Débereiner
et al. (1995) para a contagem do numero de bastpriesente no substrato, nas sementes
utilizadas no plantio e no material vegetal prodazdurante os diferentes estadios de
desenvolvimento das plantas cultivadas.

a) substrato e semente

Foi utilizado para a contagem 10 g de substratadevente homogeneizado e 10 g de
sementes esterelizadas superficialmente com hipioctte sodio 10% conforme descrito por
Dobereiner et al. (1995). Ambas as amostras forguamadas em 90 ml de solucédo salina e 1
ml da solucdo precedente foi retirado, para azagdio das diluicdes seriadas at&.1Bm
seguida, 0,1 ml de cada dilui¢cdo foi inoculada easdos contendo 5 ml de meio semi-solido
LGI, LGI-P, NFb, JNFb e JMV com 3 repeticdes. Apodias de incubacdo sob uma
temperatura de 30°C procedeu-se a contagem dagribactsendo considerados com
crescimento positivo aqueles que apresentavamieulaelcaracteristica de crescimento de
bactérias diazotroficas (na condicdo microaerafjlid contagem da populacdo de bactérias
diazotroficas foi realizada pela técnica de NMHRljzaindo a tabela de McCrady para trés
repeticdes por diluicio (DOBEREINER et, d1995).

b) material vegetal

O material vegetal obtido nas diferentes coletasdéwidamente lavado com agua
destilada e separado em raizes, colmos e foltag, (@ara a primeira e segunda coletas) e 10
g (para a terceira e quarta coletas) de cada foartigturada em 9 e 90 ml de solucéo salina,
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respectivamente e 1 ml da solucdo precedente tioada, para a realizacdo das diluicbes
seriadas conforme descrito anteriormente.

A contagem do numero mais provavel de bactériamottiaficas foi feita nos meios
LGI, para os tratamentos inoculados c&phingomonaspp. e JNFb para o tratamento
inoculado comHerbaspirillum seropedicae (ZAE94). Para os tratamentos nitrapena a
testemunha absoluta foram utilizados ambos os meios

3.6.2 Acumulo de biomassa e nutrientes

Para determinacdo da biomassa seca da parte f@éfeda a secagem das plantas em
uma estufa de circulagéo forcada, a uma temperatunstante de 65°C por um periodo de 48
horas.

A producao de graos foi determinada apos a coketgpdniculas de todas as plantas.
Os gréaos foram retirados de cada panicula, e enidseg peso foi determinado.

Apods a colheita, a parte aérea e os graos foramwsscseparadamente, pesados,
moidos e analisados quimicamente, determinanda-¢eoves de N, P e K. Para a digestao
das amostras, 200 mg de material vegetal, seco idomforam colocados em tubos de
digestdo, adicionando 1 ml de solucdo conteng®,th 30 %, 1,5 ml de acido sulfurico
concentrado e, por ultimo 0,7 g de uma misturalisatiora contendo 100 g de sulfato de
sédio, 10 g de sulfato de cobre e 1,0 g de sel@&soamostras foram mantidas no bloco
digestor até digestao total do material vegetal.

Para a quantificacdo do teor de nitrogénio, foitadid metodologia proposta por
Tedesco et al. (1985), a qual possibilita a reagir do nutriente de forma semelhante a
obtida com o método de Kjeldahl. Nos mesmos exratmeralizados, foram determinados
os teores de P e K, pelo método colorimétrico vattatholibdato (TEDESCO et al., 1995), e
por espectrometria de chama (EMBRAPA, 1979), rdsmeuente. O acumulo de N, P e K
foram obtidos pelo produto entre a massa secateooss dos nutrientes em cada parte do
vegetal.

Para se obter o teor de proteina bruta dos grésjatmres de N total foram
multiplicados por 5,95, fator baseado em 16,8% Id&lina, a principal proteina de reserva
do arroz (JULIANO, 1985).

3.6.3 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados no programa SAEG 8.0 (FDES, 1983) quanto a sua
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidagesariancia (teste de Cockran e Bartlet).
Em seguida, foram feitas analises de variancia eomxilio do programa SISVAR 5.0
(FERREIRA, 2003) e comparacdo de médias pelo testdt-Knott (SCOTT & KNOTT,
1974) a 5 % de probabilidade. A anédlise dos dagidgitra para cada coleta separadamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante as fases de experimentacamylavar BRS Talento satisfez a expectativa em
todas as regides para as quais € recomendada comaoAas, Goias, Maranhao, Minas
Gerais, Mato Grosso, Piaui, Rondbnia e TocantimsndCnenhum estudo com esta cultivar
foi realizado nas condigOes testadas neste tralb@illconstruida sua fenologia de acordo com
algumas fases do desenvolvimento baseadas eniosritéorfologicos (Figura 3).

s V4 Rl R4 R7 R8
23 18 60 20 7

[] Periodo vegetativo ] Periodo reprodutivo ] Formagao @iemento dos gréos

S = semeadura;

V4 = colar visivel da 42 folha do colmo principal;

R1 = diferenciagdo da panicula;

R4 = antese;

R7 = inicio da maturagéo dos gréos; R8 = maturagaopleta dos grédos

Figura 3. Descricdo dos eventos e marcadores morfolégamsdjas apOs plantio) relativos
as fases e estadios de desenvolvimento da cuBR& Talento durante o periodo
de experimentagao.

4.1 Numero Mais Provavel (NMP)

a) Solo e semente

Entre a populacdo de bactérias diazotroficas ptesena terra utilizada como
substrato para a implantacdo do experimento (T&)eleerificou-se que a maior populacéo
bacteriana foi recuperada em meio LGI, semi-esigecifaraAzospirillum amazonense
Sphingomonaspp.. Os demais meios de cultivo utilizados, JigavaHerbaspirillumspp.)
NFb (A. brasilensee A. lipoferun), JMV (Burkolderia spp.) e LGI-P Gluconacetobacter
spp.) apresentaram valores populacionais menores queeL&imelhantes entre si. J& nas
sementes, a maior populagéo foi recuperada no hiid?, apresentando os demais meios
valores inferiores e semelhantes entre si.

O solo constitui um dos principais reservatorioscdgbono organico da Terra € um
dos mais importantes habitats para microrganismm®cipalmente o0s procariotos
(WHITMAN et al., 1998). Dentre microbiota do sofmrticularmente da rizosfera, estd uma
grande parte das bactérias diazotréficas (POLY.,e2@01; WAKELIN et al., 2007).

Tabela 2 Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazatasf presente na terra utilizada
como substrato e nas sementes utilizadas.

Numero de células / g de massa (log)

Amostra
JNFb LGI-P JMV LGI NFb
Solo 1,84 1,84 2,17 3,65 2,60
Semente 2,30 3,17 2,95 2,30 2,30

Estas bactérias utilizam os exsudatos radiculaaes geu desenvolvimento e além de
contribuirem na incorporacdo do nitrogénio atmasféso sistema, podem atuar na promogao
do crescimento vegetal através da liberacdo deté&ubas promotoras de crescimento,
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mineralizacdo de compostos organicos, disponilgiiaade nutrientes, etc. (DOBBELAERE
et al.,, 2003). Dentre as bactérias diazotroficass nestudadas, algumas espécies foram
caracterizadas como endofiticas, caBhaliazotrophicusHerbaspirillumspp. eBurkholderia
spp., apresentando baixa sobrevivéncia em solosudes (REIS et al.,, 2000, 2006;
OLIVARES et al., 1996). Entretanto, bactérias d#aVivre, capazes de sobreviver no solo e
também colonizar as plantas, representam o maigogde diazotréficas, compreendendo
principalmente espécies dezospirillum spp., Azotobacterspp., Beijerinkia sp, Derxia sp,
entre outras.

A existéncia de um elevado numero de bactériastiiEicas associadas ao interior de
tecidos de plantas de arroz é bastante conheaiti@tanto, pouco se sabe sobre bactérias
endofiticas nas sementes de arroz (MANO et al.6R0Baldani et al. (1992), localizaram
bactérias do génetderbaspirillumna faixa interna do tegumento de sementes de. Rz
et al. (1994), por sua vez, sugeriram a dissemmdedluconacetobactepor duas formas,
sendo uma delas a disseminacao pelas sementegatasp, inclusive arroz.

b) Material vegetal

A contagem do NMP de bactérias diazotréficas mastpee as raizes tiveram maior
namero de bactérias quando comparadas com o coamdahas. Comparando-se somente a
parte aérea das plantas, o colmo apresentou maiero de células bacterianas que as
folhas, que em alguns casos apresentou valoregne® aos niveis minimos de deteccao pela
técnica de NMP (Tabela 3). Estes resultados foraserwados durante todas as fases de
desenvolvimento das plantas em todos os tratameintdgsive na testemunha absoluta. A
quantificacdo da populacdo diazotréfica feita puertos autores em diferentes cultivares de
arroz revelam numeros mais elevados nas raizesdgueomparada com a parte aérea
(BARRAQUIO et al. 1997; GUIMARAES, 2001; RODRIGUE& al., 2006; SABINO,
2007). Brasil et al. (2005) também encontram enguoéaia, capim carona e capim mimoso
maior numero de bactérias diazotréficas nas ralaepie na parte aérea ou no solo.

Os tecidos da superficie da planta sofrem mudadgasticas nas suas condicdes
fisicas constantemente (temperatura, umidade,g&alidV). Essa situacdo de estresse impde
uma restricdo no crescimento de populacdes bautsrinas folhas (HIRANO & UPPER,
2000). Além disso, os exsudatos das folhas consiste aglcares, aminodcidos, acidos
organicos e outros compostos que exige dos mianmg®s uma grande versatilidade
metabdlica (MERCIER & LINDOW, 2000).

Os tratamentos inoculados, assim como o tratameoo 20 kg de N Hae a
testemunha absoluta apresentaram valores supeaiosesatamentos com 50 e 100 kg de N
ha' (Tabela 3). Entre os tratamentos nitrogenados daxm decréscimo do ndmero de
células bacterianas por grama de massa fresca eumento da dose de nitrogénio aplicada.
Estes resultados sugerem que plantas crescidadm@populacao de bactérias diazotroficas
naturais pode atingir populacées semelhantes asnauk®s nos tratamentos inoculados
(BALDANI, 1996; SABINO, 2007). As adubacdes com tilezantes nitrogenados nas
poéceas, também tém influenciado na populacdo d@rizes diazotroficas, principalmente
nas raizes (SALA et al.,, 2005). Na presenca deadtewnivel de N-mineral ocorre uma
reducdo na populacdo de bactérias diazotroficagupoa FBN ocorre em resposta as
necessidades da planta e desta forma nao ha es@niBN. O grau de inibicdo pode variar
de acordo com a fonte de N utilizada e com as espgegetais (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006). Entretanto, alguns resultados tém mostradgpgquenas doses de N podem beneficiar
a FBN, funcionando como dose de arranque em detadas culturas, principalmente em
culturas anuais e leguminosas que apresentam adulardia, como o feijao (ALVES et al.,
2003; GUIMARAES, 2006; SABINO, 2007).
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Tabela 3 Populacédo de bactérias diazotréficas recuperatiatgcnica de NMP durante o ciclo de desenvolvimea cultivar de arroz BRS

Talento.
Numero de células por grama de massa fresca (lgjy
Tratamentos Vegetativo Diferenciacao da Antese Maturagéo do Gréo
panicula
Raiz Colmo  Folha Raiz Colmo Folha Raiz Colmo  Folha Raiz Colmo  Folha
ZAE 94 (nifH") 5,17 4,04 4,14 6,17 3,97 3,65 7,17 2,84 3,65 7,17 5,39 4,97
S. azotifigengnifH") 565 5,17 5,17 6,65 6,17 3,97 6,30 3,65 3,97 6,97 4,17 3,97
S. trueperinifH’) 4,54 2,84 3,47 6,17 4,17 3,65 5,30 3,97 4,17 6,97 3,97 3,65
98 (nifH") 517 4,87 4,30 7,17 3,97 3,65 6,65 3,97 3,65 6,65 4,87 2,84
233(nifH") 6,17 5,17 3,65 6,17 3,65 3,84 6,65 3,97 3,65 7,17 4,65 6,17
179(nifH’) 5,65 4,17 3,95 7,17 4,97 3,95 7,65 4,17 2,95 6,97 3,97 3,97
20 kg N h& LGl 504 395 284 8,65 4,65 3,60 6,65 295 3,65 6,87 4,65 3,17
IJNFb 4,54 2,84 3,95 6,17 3,95 3,65 4,20 3,95 3,14 5,17 4,20 3,95
50 kg N ha LGI 365 284 ND 365 284 3,39 395 365 295 565 397 3,65
JNFb 3,39 3,65 1,77 3,04 2,60 2,60 3,65 2,84 2,84 4,20 3,65 3,17
100 kg N h& LGI 395 260 ND 2,84 260 3,65 397 284 3,65 497 365 3,97
JNFb 2,95 2,84 1,47 3,39 2,95 1,47 295 284 2,47 3,95 2,84 2,47
Testemunha LGl 4,17 2,95 ND 6,17 4,65 3,95 5,65 4,17 3,97 4,47 3,17 2,95
JNFb 530 4,17 2,95 6,65 397 3,65 6,17 3.65 2,84 6,17 3,65 2,84
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Observando-se a dinamica da populacdo de bactdiaastroficas nas condicdes
testadas, no decorrer do ciclo da cultivar de aBR% Talento, ndo se verificou diferencas
acentuadas no valor numérico da populacédo engpasas de coleta para colmo e folha. Nas
raizes foi possivel verificar que houve um pequammento nos valores posteriormente ao
periodo vegetativo. Estes dados mostram que nacehoua tendéncia definida a respeito de
qual seria 0 comportamento das bactérias testadastd o ciclo da cultivar de arroz BRS
Talento. Em geral, para a cultura do arroz, a gamada populacéo de bactérias diazotroéficas
em tratamentos de inoculacdo e sem adubacdo madgeindica que o nimero de bactérias
diminui com a idade da planta, havendo um equdibmdo estadio de maturacdo, o que
corresponde a fase final do ciclo da cultura (BAINDA1996; BARRAQUIO et al., 1997;
GUIMARAES, 2001; FERREIRA, 2004).

4.2 Biomassa da Parte Aérea (BMS) e Acumulo de N,&K

Os resultados obtidos na analise de variancia (@lmxmostraram que nao ocorreram
diferencas estatisticas significativas entre osarmmantos testados ao nivel de 5 % de
probabilidade, na biomassa seca da parte aéraamicde N, P e K no periodo vegetativo
da cultivar BRS Talento. A Tabela 4 mostra as ngdi#idas para cada parametro analisado.
Ja a analise de variancia dos resultados obtid@sgsademais estadios de desenvolvimento
mostrou diferencas estatisticas significativas iaelrde 5% de probabilidade para todos os
parametros analisados, inclusive para a produc@oéds (Anexo D; Tabelas 4 e 5).

Com relacdo a inoculacédo com as bactérias diarmss)fo tratamento inoculado com
Herbaspirillum seropedicagZAE94) apresentou acumulo de biomassa da panteaaé
estatisticamente igual e/ou superior as plantabaatis com 50 e 100 kg N*haos periodos
de diferenciagdo das paniculas, no florescimentma ematuracdo dos grdos. Resultados
semelhantes foram observados para a estir® deotifigensnos periodos de florescimento
e maturacdo dos grdos. Os demais tratamentos delagéo apresentaram valores de
acumulo de BMS iguais aos tratamentos nitrogensdimente no periodo de diferenciacédo da
panicula, com excec¢do do tratamento inoculado caestigpe 179 (ndo-fixadora), que foi
semelhante & tetemunha em todas as fases de deseemto. GUIMARAES (2006)
também verificou que o acumulo de massa seca riagaces de arroz IR42 e 1AC4440
inoculadas com a estirpe ZAE94, apresentou vabmgsa aos do controle, e estatisticamente
iguais aos tratamentos com doses de 50 e 100 lk&'N h

O acumulo de biomassa da parte aérea da cultivaarde estudada mostrou
crescimento inicial lento e semelhante, até proxans 40 dias apds a emergéncia (DAE)
(Tabelas 3 e 4). A partir dai, o acimulo de BMSnf@iis intenso até a fase de diferenciacéo
da panicula. De acordo com Fageria et al. (20643, &cumulacéo até aproximadamente 100
dias de idade estéa relacionada com o aumento fithpere de area foliar. Posteriormente a
fase de florescimento, foi possivel observar quevbaima diminuicdo do aumento de BMS
para a maioria dos tratamentos inoculados e patastemunha. O tratamento co#
azitifigens por sua vez, apresentou uma taxa intermediari@cdmulo de biomassa seca na
fase de diferenciacdo da panicula, porém, mosteacicnento linear que se estendeu até a
fase de maturacdo dos gréos. Resultados semeltiaraes obtidos para os tratamentos que
receberam adubac¢des nitrogenadas. Segundo Fagalig¥997), a diminuicdo do acumulo
de BMS da parte aérea de cultivares de arroz dastaitas apos o periodo de floracdo esta
associada com a translocacao do produto fotoSsmigdra os graos.
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Tabela 4 Efeito da inoculacdo de bactérias diazotréficagproducdo de biomassa da parte aérea (BMS) e &x@aWN, P e K durante os
periodos vegetativo e diferenciacdo da paniculai@rae 4 repeticdes). Valores seguidos da mesingarido diferem entre si pelo
teste Scott-knott ao nivel de significancia 0,05.

Vegetativo Diferenciacdo da panicula
Tratamentos BMS N P K BMS N P K

(g/planta)  --------m-m--m-- (mg / planta)-------------- (g/planta) --mmmmememeeee- (mg / planta)-----------
ZAE94 (nifH™) 1,10 63,67 0,46 6,4 4,99 a 88,87 b 2,49 b 142 b
S. azotifigengifH* 0,71 45,12 0,28 4.4 4,06 b 87,87 b 1,79c 13,8 b
S. trueperinifH’) 0,84 51,14 0,32 5,4 5,04 a 103,35 a 2,43 b 19,7 a
98 (nifH") 1,02 58,03 0,39 6,2 521 a 109,88 a 1,86 ¢ 16,3 a
233(nifH") 0,90 54,52 0,36 5,4 559a 111,61 a 3,54 a 18,7 a
179 (nifH’) 0,98 60,12 0,39 5,9 3,63 Db 68,89 b 1,68c 12,3 b
20 kg N hd 1,08 63,99 0,41 6,5 4,87 a 73,92 b 2,53 Db 19,0 a
50 kg N ha 1,05 63,65 0,42 6,4 5,02 a 115,19 a 2,62 b 17,1a
100 kg N hd 1,03 61,97 0,43 6,3 4,70 a 106,45 a 2,44 b 15,7 a
Testemunha 0,86 50,90 0,37 4,9 3,50 b 59,47 b 1,66 c 8,92 c
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Tabela 5 Efeito da inoculacdo de bactérias diazotréficagproducdo de BMS da parte aérea e acumulo deeNK Rlurante o periodo de
florescimento e maturacdo do grdo (média de 4 igges).Valores seguidos da mesma letra ndo diferem enpels teste Scott-
knott ao nivel de significancia 0,05.

Antese Maturacéo dos graos
Tratamentos BMS N P K BMS* N P K
(g /planta) = --------------- (mg / planta)---------------- (g/planta) = - (mg / planta)-----------
ZAE94 (nifH™) 6,69 a 95,40 a 2,82a 43,5a 6,47 a 63,74 b 0,97b 40,1 a
S. azotifigengnifH®) 6,46 a 86,06 a 291a 28,3 b 7,50 a 79,60a 1,18a 46,3 a
S. trueperinifH’) 541Db 65,85b 1,71b 169c 4,59 b 45,51 Db 0,73 c 29,1c
98 (nifH") 531b 76,07 a 2,05b 18,5¢ 527b 57,80b  0,72c 329b
233(nifH") 4,62 b 66,08 b 2,77 a 171c 537Db 60,53 b 1,10 a 369D
179(nifH’) 501b 61,00 b 1,85b 30,0b 491b 54,23 b 0,93b 36,2b
20 kg N h& 4,60 b 66,25 b 1,59 b 16,9 c 6,61 a 64,83 b 1,42 a 45,3 a
50 kg N ha 542D 86,27 a 2,09b 20,5c 6,92 a 72,18 a 0,97b 459 a
100 kg N hd 4,97 b 83,06 a 2,79 a 23,6c 6,98 a 77,80 a 0,95b 46,6 a
Testemunha 3,60 b 49,77 b 127D 13,3 ¢ 4,07 b 48,36 b 0,61c 239c

*A biomassa seca da parte aérea na maturacao d@los gicomposta de colmo e folhas.
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Em relacdo ao acumulo de N na parte aérea, odaessldos tratamentos inoculados
foram variaveis durante os diferentes estadiosederd/olvimento da cultura, com excecéo do
tratamento conSphingomonaspp. - estirpe 179 - que apresentou valores samek a
testemunha em todos os estadios de desenvolvir(ieatbelas 4 e 5). O tratamento inoculado
comS. azotifigengpresentou acumulo de N estatisticamente igualratasnentos adubados
com as doses de 50 e 100 kg N'mms estadios de florescimento e maturacdo dos.gréo
Resultados semelhantes foram observados na indoutagn ZAE94 e a estirpe 98 no estadio
de florescimento. A maioria dos resultados de ifag@o de ZAE94 em plantas de arroz
mostra efeito positivo no acumulo de N, principattee no estadio de florescimento
(GUMARAES, 2001, 2006; SABINO, 2007). Os tratamensémlubados com 50 e 100 kg N
ha' foram estatisticamente superiores no acimulo da parte aérea das plantas em todas as
fases da cultura.

O acumulo de fosforo na parte aérea das plantasrade também apresentou
diferencas estatisticas variaveis no decorrer gerd®lvimento da cultura com relacdo aos
tratamentos inoculados e adubados com diferentessdde nitrogénio (Tabelas 4 e 5). Os
tratamentos inoculados cd® trueperi e Sphingomonaspp. - estirpes 98 e 179, assim como
o tratamento adubado com 50 kg N'fea testemunha absoluta, apresentaram 0os menores
valores de acumulo deste nutriente em todos odiestde desenvolvimento das plantas. Os
tratamentos inoculados con$. azotifigense ZAE94 apresentaram acumulo de P
estatisticamente igual ao tratamento adubado cdirkgN h&' no estadio de florescimento.
Além disso, S. azotifigensmostrou valores estatisticamente superiores aasnientos
adubados com 50 e 100 kg N'heo estadio de maturacdo de gréos, semelhantataméanto
adubado com 20 kg N HaO tratamento de inoculac&o com a estirpe 233 squapresentou
valores de BMS da parte aérea e acumulo de N santekhaos tratamentos nitrogenados na
fase de deferenciacdo da panicula, apresentou raeionulo de P em todas as fases da
cultura, inclusive na diferenciacdo da paniculagdeorapresentou valor estatisticamente
superior aos demais tratamentos.

Da mesma forma que os resultados encontrados pdfa da parte aérea, N e P,
houve diferenca significativa no acumulo de K eodratamentos com variagcdes durante os
diferentes estadios de desenvolvimento (Tabelas5). é&No estadio de diferenciacdo da
panicula somente os tratamentos inoculados@®oazotifigeng ZAE94 apresentaram valores
significativamente inferiores aos tratamentos adabacom N, mas, significativamente
superiores a testemunha. Ja no estadio de florestamo tratamento inoculado com ZAE94
apresentou valor estatisticamente superior aosiddg¢mtamentos. Embora o tratamento com
S. azotifigengdenha sido estatisticamente inferior ao de ZAH®4,superior aos demais,
inclusive aqueles que receberam adubacdes nitrdgenaNo Ultimo estadio de
desenvolvimento, ambas estirpes mostraram val@tsisticamente iguais aos tratamentos
nitrogenadosS. trueperie a testemunha apresentaram os menores valoaesimelo de K.

A interacdo entre ions é um assunto bastante estugar ser um fator importante no
aproveitamento dos nutrientes pelas plantas (MALAV® et al., 1980). O acumulo de N
pela cultivar de arroz utilizada seguiu 0 modeloadémulo de biomassa da parte aérea,
embora tenha apresentado valores elevados do awUdeulN nos estadios iniciais de
crescimento da planta. O acumulo de N atingiu susentracdo maxima no estadio de
diferenciagcdo da panicula, decrescendo linearmatitea fase de maturacdo de gréo. O
acumulo de P na parte aérea de plantas de arrezempou-se lento no inicio do ciclo da
cultura e aumentou até a idade de 100 dias (pedadtoracédo). Posteriormente, da mesma
forma que o N, a acumulacdo de P diminuiu, provagate devido a translocacdo destes
nutrientes para os graos, seguindo o padrao deuwdacéio de BMS discutido anteriormente.

O acumulo de K nos tecidos da parte aérea dasaplapresentou valores mais baixos
nos estadios iniciais de crescimento aumentan@armente até o estadio de maturacdo de
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graos. Quanto aos valores de acumulacdo maxima, d& eNK houve divergéncia quando
comparados com o0s resultados obtidos por Fagerial.et(2004), onde K seria o
macronutrientes de maior acumulacéo, seguido d@aNMg e P. E possivel que as diferencas
observadas na literatura, quanto a absorcdo dest€jam relacionadas com as diferencas
existentes entre os cultivares utilizados (FAGERIASOUZA, 1995; CRUSCIOL et al.,
1999). O K, apesar de juntamente com o N seremais absorvidos pela planta, ndo se tem
verificado resposta a aplicacdo deste nutriente temta freqii€ncia como para o fosforo, em
termos de aumento de produtividade de graos de E@RUSCIOL et al., 1999; FAGERIA,
2004).

Takenaga (1995) relata que em arroz a taxa de @iwsate todos 0s nutrientes
essenciais € maior durante a fase vegetativa eachegvalor maximo até o estadio de
floracdo. Aproximadamente 80% dos nutrientes qéaata absorve durante seu ciclo sdo
absorvidos até a fase de floracdo. A maior parstedenutrientes € acumulada nas folhas e
colmos e translocadas para os graos durante oiestadenchimento de grdo. Entre os
macronutrientes, a translocacdo de N, P e S papdos é maxima e a de K, Ca e Mg é
minima (TAKENAGA, 1995).

De modo geral, todos os tratamentos encontram+geodea faixa de suficiéncia para
o teor de N nos estadios vegetativo e de diferedoiala panicula, entretanto, nas ultimas
duas fases de desenvolvimento da cultura mantiveeaabaixo do limite adequado de 2,6 a
4,2% (dados néo apresentados). Para o teor de Ptadés os tratamentos apresentaram
valores abaixo do limite adequado preconizado &% 00,48% e 1,5 - 4%, respectivamente
(FAGERIA, 2006). Embora a deficiéncia nutricionaldnacronutrientes N, P e K tenha sido
detectada pela analise quimica da planta, nenmions visual de deficiéncia foi observado
durante a conducdo do experimento. O teor de ntéri@ usado como indicador de
deficiéncia ou suficiéncia na planta, por issoapainterpretacdo dos resultados das analises
realizadas neste estudo buscou-se na literatutanaky informagdes para estabelecer um
padrdo de comparacao para cada nutriente. Enetaimite-se que a absorcéo e a eficiéncia
e utilizacdo de nutrientes pelas plantas de arstgaen condicionadas também a processos
fisioldgicos inerentes a cultivar utilizada, coritks ambientais, propriedades fisico-quimicas
do solo, dentre outros fatores bidticos e abiot{EGEGERIA et al., 1995).

Com relacdo a avaliacdo dos graos, foram observaf®s significativos na
producdo e acumulo de N, P e K. Na producédo desggrdeor de N, com excecdo das estirpes
de Sphingomonaspp. 98 e 233 todos os demais tratamentos foratistisamente iguais aos
tratamentos adubados, os quais ndo apresentararentdids entre si (Tabela 6). Os
tratamentos inoculados com ZAE%, azotifigensS. trueperie Sphingomonaspp. (estirpe
179) apresentaram efeitos positivos, podendo sareddo aumento de até 48% na producéo
de grdos em relacdo a testemunha. EmBmangomonaspp. (estirpe 179), identificada
previamente como nao fixadora de nitrogénio, temloatrado resultados significativamente
menores quanto aos demais parametros analisadas,preulucdo de grdos foi boa,
provavelmente devido a presenca de uma, ou mas;tedsticas relacionada a promocao de
crescimento vegetal. Toescher et al. (2005), awddiaa produtividade de diversas cultivares
de arroz de terras altas mostraram que, em corgdigéais de cultivo, a cultivar BRS Talento
teve uma producdo média de 2,21 gramas por plarddycao esta semelhante a encontrada
neste trabalho.

Aumentos na produgdo de grdos e no conteludo degé@itio dos grdos de outras
cultivares de arroz também foram observados emriexpetos realizados por outros autores.
Ferreira (2004) verificou contribuicées que vamarde 13 % a 19 % em plantas que foram
inoculadas com a estirpe ZAE94. Resultados sinsildoeam obtidos em experimentos de
inoculagdo conAzospirillumspp.. na cultura do milho, com aumentos de 17 %roducédo
de grdos (CAVALLET et al., 2000). Estes autoreseolmam que a inoculacdo contribuiu
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para o aumento na producao dos graos, independent&nejo da adubacéo nitrogenada. A
adubacgao com N, isoladamente, ndo aumentou a prioldate dos graos de milho, sugerindo
que os efeitos da bactéria podem ser outros, aééfixacao bioldgica de nitrogénio, como
por exemplo, efeitos hormonais que promovem o ato@mvolume radicular.

Em relac&o ao teor de P dos grdos, somente o gatarmoculado com a estirpe 98
de Sphingomonaspp. apresentou valor estatisticamente inferia éemais tratamentos,
inclusive a testemunha (dados ndo mostrados). Oded< encontrado nos graos também
mostrou diferenca significativa, sendo os tratamenhoculados cont. azotifigensS.
trueperi ZAE94 e 179 estatisticamente iguais ao tratamedttado com 50 kg N fee
superiores aos demais.

O teor de proteina dos gréos ndo mostrou difereigg#icativa entre os tratamentos e
a testemunha. Os valores encontrados neste estnd@mteina dos gréos da cultivar BRS
Talento foram superiores ao encontrados por M&iilonet et al. (2006) (6,7% de proteina).
Entretanto, a quantidade de proteina no gréo padarwde 7 a 14%, sendo esta influenciada
também pelas condi¢cdes de cultivo e fatores do etdi(LIU et al 2005). Vale a pena
ressaltar que a avaliagdo deste parametro € ddegrarportancia, j& que a qualidade dos
alimentos envolve multiplos fatores e para o aromga das mais importantes € a quantidade
de proteina no grédo (KRISHNAN & WHITE, 1995).

Tabela 6 Efeito da inoculacdo de bactérias diazotrofiaapmoducdo, acumulo de N, Pe K e
teor de proteina dos gréos (média de 4 repeticalres seguidos da mesma letra
nao diferem entre si pelo teste Scott-knott aolmigesignificancia 5%.

Tratamentos Massa N P K Proteina
(g/planta)  ------mm-mememee- (mg / planta)----------- (%)
ZAE94 (nifH") 3,40 a 79,42 a 2,28 a 3,1a 13,92
S. azotifigens 3,43 a 80,99 a 2,07 a 3,8a 14,01
S. trueperinifH) 3,20 a 75,22 a 1,97 a 3,3a 13,94
98 (nifH") 2,16 b 51,75 Db 1,30 b 20Db 14,17
233 (nifH") 2,56 b 50,29 b 1,74 a 1,7b 11,55
179(nifH") 3,43 a 74,66 a 2,02a 3,5a 13,07
20 kg N h& 3,07 a 67,97 a 2,03a 1,9b 13,21
50 kg N h& 3,35a 77,57 a 2,00 a 3,1a 13,79
100 kg N h& 3,43 a 87,19 a 2,30 a 2,0b 15,06
Testemunha 2,35b 56,35b 1,28b 15b 14,30
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5. CONCLUSOES

v" A maior populacéo de bactérias diazotréficas issdaihs plantas de arroz foi encontrada
nas raizes.

v As estirpes inoculadas repercutiran efeito difeéesipara a producéo de biomassa seca
da parte aérea, acumulo de nitrogénio, fosforoagsid e producdo de grdos de arroz na
cultivar testada.

v' Os tratamentos inoculados cdierbaspirillum seropedica€ZAE94), S. azoitifgensS.
trueperie Sphingomonaspp. (estirpe 179) promoveram aumento de até 48 goducédo de
graos em relacao ao controle néo inoculado e nitoaaid.

v" Nao houve relacdo entre a populacdo de bactérmmrdficas presente nos tecidos
vegetais e os parametros analisados nos diferestédios de desenvolvimento em que as
plantas foram coletadas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Na microbiologia do solo, a FBN é uma das areastgmerecebido maior atencédo da
pesquisa no mundo todo, devido ao fato de a aplicggatica do processo ser vidvel em
importantes leguminosas cultivadas e culturas anueazendo beneficios econdémicos e
ambientais. Desde o0 inicio dos estudos a simbiBb&obiurAdleguminosa tem sido
grandemente explorada, proporcionando uma econemitgertilizantes nitrogenados de pelo
menos R$ 8 bilhdes anualmente (ZILLI, 2005). Dente cereais, 0 arroz tem sido
caracterizado como habitat de inUmeros grupos deottdficos, que podem contribuir
significativamente para a nutricdo nitrogenada ategilantas (KENNEDY et al., 2004).
Apesar dos extensos estudos de FBN em plantas, asozonhecimentos atuais sobre as
contribui¢cdes de N sdo predominantemente relacamadactérias dos génerfmospirillum
Burkholderia Herbaspirilum e Azorcus (BALDANI, 1996, 2000; CHOUDHURY &
KENNEDY, 2004; KENNEDY et al., 2004).

Embora muitos trabalhos mostrem a associacéo dériascdo géner8phingomonas
com plantas de arroz desde 1960, somente em 200@lefxrita a primeira espécie
diazotrofica deste géners, azotifigens Com o objetivo de avaliar se bactérias destergén
obtidas de plantas de arroz, poderiam promover asconento vegetal desta cultura,
implantou-se um experimento de inoculacdo das mesena uma cultivar de arroz sob
condicbes de casa de vegetacdo. De forma gerag-gmdoncluir que as informacdes
preliminares obtidas neste experimento indicamajueculacdo d&. azotifigene ZAE94
na cultivar de arroz BRS Talento apresentam refadtpromissores quanto a suplementacgéo
de N, P e K, além de ganhos de biomassa da padea aéroducdo de graos. No entanto,
novos experimentos deverdo ser feitos buscandazatimas condi¢cdes para que se obtenha
uma melhor interacao planta-bactéria.

Da mesma forma que se iniciaram as pesquisas amulatdo de bactérias de outros
géneros em plantas de arroz, € provavel que esprétiminares de selecdo de estirpes de
bactérias diazotréficas do géne&phingomonasque apresentem outras caracteristicas
relacionadas a promocao de crescimento vegetalfrenosresultados mais satisfatorios
quanto ao aumento dos rendimentos de gréaos, rettuandependéncia em relacdo aos
fertilizantes sintéticos. Além de caracteristicatsimsecas das bactérias, alguns autores tém
mostrado que interacbes entre bactéria-gendétipmtipe-ambiente, dentre outras, também
interferem diretamente na eficiéncia da promocaamscimento das plantas hospedeiras
(OLIVEIRA, 1994; KENNEDY, 2004). Sendo assim, aéntacdo das bactérias diazotroficas
caracterizadas e testadas neste estudo nas mesiteares que foram isoladas podem
apresentar resultados mais promissores devidoliomiateracao planta-bactéria.

Cocking (2002) e muitos outros pesquisadores vémstrarado a importancia da
utilizacé@o destes biofertilizantes no mundo agecél utilizacdo destes produtos contribuiria
muito na superacédo de problemas como a baixa pvathde dos cereais obtida por pequenos
produtores, devido a falta de recursos para custedertilizantes sintéticos, além de atuar
como uma medida mitigadora dos impactos ambiem@ggtivos causados principalmente
pela utilizacdo de fertilizantes quimicos em exaeBk entanto, muitos trabalhos cientificos
ainda precisam ser feitos para que o uso destderiaacpossa ser utilizado na producéo
agricola sem colocar em risco a producao.
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CONCLUSOES GERAIS

O resultado obtido pelo sequenciamento do gene [8&r, juntamente com as
informacOes geradas pelos demais testes moleculsedogicos e quimiotaxondmicos
foram eficientes na determinacédo do género dagiti@sisoladas de plantas de arroz.

Em nivel de espécie, os isolados testados revelaraior similaridade genética com a
espécie fixadora de nitrogéniSphingomonas azotifigen€Entretanto, somente apos a
realizacdo da técnica de hibridizacdo DNA:DNA spoissivel obter maior precisdo na
determinagao taxonomica dos isolados.

Os métodos fenotipicos mostraram informacdes retegsaguanto ao metabolismo das
bactérias testadas como, por exemplo, a tolerémosevadas concentracdes de NaCl e
sacarose, fixacdo biologica de nitrogénio e prodw&AIA in vitro, utilizacdo de diferentes
fontes de carbono, dentre outras. Além dessas,seabde novas caracteristicas como a
producdo de sideréforos e outros fitohormonios,resgio de bactérias e/ou fungos
fitopatogénicos, producdo de exopolissacarideote&ragdo com outras bactérias, podem
revelar bactérias mais promissoras para utilizaggoromocao de crescimento vegetal.

O comportamento populacional das bactérias navaulBRS Talento mostrou que a
maior populacdo foi encontrada nas raizes quanapa@da com caules e folhas. O nimero
de bactérias nos tecidos vegetais foi menor ndacdie periodo vegetativo, aumentando no
periodo de florescimento e mantendo-se consta@ite miaturacdo de graos.

A inoculacdo da cultivar de arroz BRS Talento cbierbaspirillum seropedicae
(ZAE94) e diferentes estirpes &phingomonasevelaram efeitos positivos na producdo de
biomassa seca da parte aérea, acimulo de nutreepresiucéo de graos. De forma geral, os
tratamentos inoculados foram semelhantes aos tatas) adubados com N-fertilizante e
significativamente superiores ao controle ndo adol@anédo inoculado.
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CONSIDERACOES GERAIS

A cultura do arroz de terras altas tem grande itApora econdémica e social no Brasil,
pois contribui com 32% do total de arroz produzidoPais. Algumas condi¢des favoraveis
como o tipo de gréos produzido, a elevada prodizde e um menor custo de producdo tém
tornado o cultivo destas plantas uma opc¢ao vidvaistema de producdo (FAGERIA, 2006).
Entre os principais nutrientes essenciais pardassgs, o N, juntamente com o P, sdo os que
mais limitam a produtividade das culturas anuadyindo o arroz de terras altas.

O nitrogénio constitui quase 78% de nossa atmagsfemaforma de B sendo a
principal fonte deste nutriente. Para que hajarovegitamento do MNatmosférico existem
dois processos: a fixacdo industrial, conhecidoac®rocesso Harber-Bosch, é um processo
gue envolve um alto investimento, sendo respongianre20% de todo o N fixado por ano; e a
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), responsgvet 80% do N fixado por ano, realizado
por microrganismos diazotroficos, que sdo capaeeseduzir nitrogénio molecular §Na
amonia (NH) em condi¢cdes normais de temperatura e pressao.

A pesquisa de FBN em poéaceas no Brasil foi iniciaoiaJohanna Dobereiner com a
descoberta de bactérias diazotroficas associadasséera de plantas de cana-de-agucar em
1958 e, grama batatais em 1966. A partir dai m@sdhsdos vem sendo realizados no intuito
de obter estirpes que possam suprir, a0 menos eme, pa N necessario para o
desenvolvimento da plantas da famMieaceae Embora estudos no mundo inteiro mostrem
resultados promissores quanto a inoculacdo dertzcifiazotroficas de diferentes géneros
em diferentes cultivares de arroz, os experimemdiosapresentam repetibilidade.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram ghacéérias isoladas de plantas de
arroz pertencem ao génerBphingomongs com maior similaridade genética cof.
azotifigens apresentam potencial para a promoc¢ao de cresiimegetal, podendo contribuir
diretamente com o N via FBN e com a producao addtmonios como AlA. Entretanto,
outros estudos precisam ser realizados para eatiie informacdes preliminares geradas.
Para a determinacdo do posicionamento taxondmisobdatérias em nivel de espécie ou
estirpes, sera necessario: (i) finalizar a hibadé DNA:DNA, (ii) fazer novas analises de
restricdo com a regido intergénica 16S-23S DNA(ii)eanalizar outros genes conservados.
Para avaliar os efeitos na promoc¢do de crescimatém) da avaliacdo do rendimento da
cultura inoculada, os estudos futuros devem incanélises, como: (i) a utilizacdo de
cultivares adaptadas a diferentes sistemas de/@ylibb inundacédo e terras altas), com o
objetivo de verificar se estas bactérias apreserdgum sistema de protecdo para a
nitrogenase, visto que esta enzima € altamentéveéa® Q, (ii) a localizacado das bactérias
no interior das plantas, assim como a expressamumtificacdo da nitrogenase situ, e (iii)
localizac&o dos genes relacionados a FBN no DNAessomal ou plasmidial.
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ANEXOS

A. Meios de Cultivo

» Meio JMV (BALDANI V. L. D., 1996. Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro)

Manitol 59
KoHPO, sol. 10 % 6 ml
KH-PO, sol. 10 % 18 ml
MgSO,. 7H,O sol. 10 % 2 mi
NacCl sol. 10 % 1 mi
CaCb. 2H,0 sol. 1 % 2 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 2ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2ml
Vitamina para meio de cultura 1ml
Extrato de levedura 100 mg

Ajustar o pH para 5,0 - 5,4.

Completar para 1000 ml com agua destilada.

Adicionar 1,6 g de agar para semi-sélido e 25'gphra soélido.

Para meio liquido adicionar 10 mM de glutamatodtécs(1,87g/l) (indicador opcional).

= Meio LGI (MAGALHAES et al.,Anais da Academia Brasileira de Ciénciasv. 55, p.
417-430, 1983)

Acucar cristal (sacarose) 5¢
KoHPO, sol. 10 % 2 mi
KHoPO, sol. 10 % 6 mi
MgSGO,. 7H,0O sol. 10 % 2ml
CaCb. 2H,0O sol. 1% 2 ml
NaoM00O,4.2H,O sol. 0.1 % 2ml
FeCk.6H,O sol. 1% 1ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5mi
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Vitamina para meio de cultura 1ml

Ajustar o pH para 6,0 — 6,2 com solucdo gé®& a5 %
Completar para 1000 ml comy® destilada.
Adicionar 1,4 g de agar para semi-sélido e 15'gphra soélido.

» Meio DYGS (RODRIGUEZ NETO,Summa Phytopathologica Campinas, v. 12, n. 1-2,
p. 16, 1986. )

Glicose 249
Acido malico 2 g
Peptona bacteriolégica 15¢g
Extrato de levedura 29
K.HPO, 059
MgSO,. 7H,O 05¢9
Acido glutamico 159
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Ajustar o pH com solugéo de KOH a 10%:

pH 6,0 pardderbaspirillum.

pH 6,0 paraGluconacetobactefmenos acido malico).
pH 6,8 paraAzospirillum.

Completar para 1000 ml comy® destilada.
Adicionar 15g T de agar para meio solido.

* Meio 79 (FRED & WAKSMAN, Laboratory manual of general microbiology. New
York: McGraw Hill, 1928. 145 p.)

Manitol 10g
Ko,HPO, Sol. 10 % 1ml
KH,PO, Sol. 10 % 4 ml
MgSQO,.7H,0O Sol. 10 % 2ml
NacCl Sol. 10 % 1ml
Extrato de levedura 0,49
Azul de bromotimol Sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5 ml
FeEDTA Sol. 1,64 % 4 mi
Vitamina para meio de cultura 1ml

Ajustar pH para 6,8 — 7,0 com solugcéo de KOH al0 %
Completar para 1000 ml comy® destilada.
Adicionar 1,0 g de agar para semi-sélido e 15'gphra soélido.

»= Meio LGI-P (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)

Acucar Cristal (sacarose) 100 g
KoHPO, sol. 10 % 2 ml
KH-PO, sol. 10 % 6 ml
MgSO,. 7H,O sol. 10 % 2 mi
CaCb. 2H,0 sol. 1 % 2 ml
NaM0O,.2H,0 sol. 0.1 % 2 ml
FeCk.6H,O sol. 1 % 1ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5ml
Vitamina para meio de cultura 1ml

Ajustar o pH para 5,5 com solucéo de acido acétit®.
Completar para 1000ml com agua destilada.
Adicionar 1,3 g fde agar para semi-solido e 25'gara solido.

= Meio JNFb (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)

Acido malico 59

KoHPO, sol. 10 % 6 ml
KH.PO, sol. 10 % 18 ml
MgSO,. 7H,O sol. 10 % 2ml
NacCl sol. 10 % 1mi
CaCb. 2H,0 sol. 1 % 2ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 2 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 mi

Vitamina para meio de cultura 1ml
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KOH 459
Extrato de levedura (somente para meio solido) 20 mg

Ajustar o pH para 5,8 com solucéo de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com agua destilada.
Adicionar 1,7 g de agar para semi-sélido e 17*gdra soélido.

= Meio NFb (BALDANI & DOBEREINER, Soil Biology & Biochemistry. Oxford, v. 12,
n. 4, p. 433-439, 1980)

Acido malico 59
KoHPO, sol. 10 % 5ml
MgSO,. 7H,O sol. 10 % 2 mi
NaCl sol. 10 % 1ml
CaCb. 2H,0 sol. 1 % 2 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 2 mi
FeEDTA sol. 1,64 % 4 mi
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 mi
Vitamina para meio de cultura 1ml
KOH 45¢
Extrato de levedura (somente para meio soélido) 50 mg

Ajustar o pH para 6,5 com solucédo de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com agua destilada.
Adicionar 1,3 g de &gar para semi-sélido e 15ghara sélido .

» Meio LG (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)
Acucar Cristal (sacarose) 20 g

KoHPO, sol. 10 % 0,5 ml
KH-PO, sol. 10 % 1,5 ml
MgSO,. 7H,O sol. 10 % 2 mi
CaCb. 2H,0O sol. 1% 2 ml
NaoM0O,4.2H,O sol. 0.1 % 2ml
FeCk.6H,O sol. 1 % 1mi

Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5 ml

Ajustar o pH para 6,6 — 7,0.
Completar para 1000 ml com agua destilada.
Adicionar 15 g T de agar para sélido.

= Meio Batata (BALDANI & DOBEREINER, Soil Biology & Biochemistry. Oxford, v.
12, n. 4, p. 433-439, 1980)

Batata cozida 200 ¢
Acido malico 259
Acucar cristal 25¢g
Solucéo de micronutrientes 2 ml
Solucgéo de vitaminas 1 mi

Pesar os 200 g de batata e cozinhar em agua dastilaante 30 minutos. Paralelamente,
adicionar o acido malico em 50 ml de agua destitama 2 gotas de azul de bromotimol sol.

119



0,5% em 0,2 N de KOH. Adicionar o agucar cristatioronutriente e a vitamina e ajustar o
pH com KOH ate atingir pH 6,8 — 7,0.

Filtrar a batata em algodao e juntar a solucédogueela anteriormente ao filtrado. Completar
o volume para 1000 ml.

Adicionar 1,84 gt de agar para semi-sélido e 15'gle agar para solido.

= Meio Batata-P (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)

Batata cozida 200 g
Acucar cristal 100 g
Solucéo de micronutrientes 2 ml
Solucéo de vitaminas 1mi

Pesar os 200 g de batata e cozinhar em agua dedtilaante 30 minutos. Paralelamente o
acucar cristal, o micronutriente e a vitamina emmB@e agua destilada com 2 gotas de azul
de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH. Filtrabatata em algodao e juntar a solucao
preparada anteriormente ao filtrado. Completarlame para 1000 ml. Adicionar e ajustar o

pH com acido acético ate atingir pH 5,5.

Adicionar 25g T de agar para sélido.

B. Solucdes

» Solucéo salina para diluicdo seriada

Ko,HPO, sol.10% 1 ml
MgSO, sol.10% 0,5 ml
NaCl sol.10% 0,2 ml
CaCb.2H,0 sol.10% 0,5 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 1 ml

Sol. De micronuturientes para meio de cultura 0,5 ml

Ajustar o pH para 6,5 com solugéo d&Skya 5 %,
Completar com agua destilada para 1000 ml.

= Solucdo de micronutrientes para meio de cultura

NaoM004.2H,0 0,200g
MnSOy.H,0 0,235¢
H3BOs. 0,280g
CuSQ.5H,0 0,008g
ZnSQ.7H,0 0,024g

Completar o volume para 200 ml com agua destilada.

= Solucéo de vitaminas
Biotina 10 mg
Piridoxol — HCI 20 mg

Dissolver em banho-maria e completar o volume p@6aml com agua destilada,
Manter a solucdo em geladeira.

» Reagente de Lowry (LOWRY et allpurnal of Biological Chemistry, Bethesda, v. 193,

n. 1, p. 265-275, 1951)
Solucdo A 50 g de NgC0O; em 1 | de agua destilada, 0,47 M
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Solucéo B 1 g de tartarato duplo de sodio e potassio eld dgua, KNagH406.4H,0, 0,08
M1

Solucéo C 1 g de CuSQ5H,0 em 1 | de agua destilada, 0,04 M

Juntar 50 ml da solucdo A, mais 1 ml da solu¢cadl@re da solucao B, nesta ordem.

» Tampao fosfato — 0,5M
K.HPOy 170 g 21 HO
KH.PO, 68 g 11HO

Promover a mistura das duas solucdes e ajustarpap?,0.
Guardar em geladeira e diluir em agua destiladzona do uso.

» Tampao PBS

NaCL 849

KCL 0,29
NaHPO.. 2H,0 149
KH,PO, 0,29

Completar para 1000 ml de agua destilada.

= SSC20X
NaCl Tris base 175,3 g
Citrato de sédio 88,29

Completar para 1000 ml de agua destilada.

= Revelador kodak D79

Metol 3,59
Sulfito de sodio 60 g
Hidroquinona 99
Carbonato de sadio 40 g
Brometo de potassio 39

Aquecer 700 ml de agua a 50° C, colocar os reag@@isequéncia e completar para 1000 ml
com agua destilada.

» Solucéo para gel - acrilamida/bisacrilamida

Solucéo A
Acrilamida 190 ¢
Bisacrilamida 109

Completar para 500 ml com agua destilada
Aguecer até no maximo 80 e filtrar em papel de filtro

Solucéo B
Uréia 450 g
Solucéo acrilamida — bisacrilamida 112,5 mi

Colocar no maximo 850 ml de agua destilada e agusale agitacdo, no maximo a 60°C.

TBE 10 X 100 ml
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EDTA (0,5 M, pH 8) 4 ml
Completar para 1000 ml com agua destilada e fittoan papel de filtro.

C. Resultados do Capitulo |

» |solados viaveis obtidos durante as etapas de eeacio do estoque.

Cultivar de

Isolados Solo Planta
Arroz

62*, 63, 65,96 IAC4440 GO RL
67, 68,169 192 252 IAC4440 GO RE
71,172 LS 173 IAC4440 RJ RL
73, 74,98, 194 IAC4440 RJ RE
75,77,79,99, LS 100,101, 102 177,248 IAC4440 RJ PA
81, 82,103,104, 179,180, 195 IR42 GO RL
233 IR42 GO RE
87, 88,106, 184 IR42 GO PA
93,108 109,110, 111, 196 IR42 RJ RL
94,95, 190 IR42 RJ PA

*Os isolados em negrito ndo apresentaram habilidadear nitrogénian vitro.

» Resultado da contagem do numero de élulas viawdetegminacdo da densidade otica do
isolado 194 cultivado em meio DYGS, pH 6,0.

Tempo (horas) N° de células viaveis DO
0 3x 10 0,012
4 1,3 x 16 0,094
8 4,3x 16 0,541
12 5,3 x 10 0,880
16 1,8 x 16 1,010
20 1,2 x 161 1,183
24 2,3x 102 1,202
30 2,5 x 1632 1,241
42 4,9 x 16* 1,300
48 6x 16 1,234
55 3,8x 10 1,191
67 1,2 x 16 1,021

» Resultado da producdo de AIA em meio DYGS pelaspest tipo deSphingomonag
iIsolados bacterianos.

Unidade de DO Prod. max.  Prod. (ug ml*

Bacteria Tempo (h) (600nm) AIA.(1g M) /Unid.DOsgonn)
S. azotifigens 24 1,37 16,59 12,14
42 1,30 9,45 7,27
S. trueperi 24 1,10 6,18 5,63
42 1,13 6,31 5,60
S.paucimobilis 24 1,35 21,85 16,19
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63

65

68

71

74

75

79

88

89

93

94

98

100

103

109

111

173

177

190

194

196

233

252

42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42
24
42

1,39
1,24
1,40
1,29
1,35
1,31
1,28
1,27
1,15
1,27
1,34
1,25
1,24
1,12
1,17
1,40
1,35
1,24
1,23
1,18
1,19
1,35
1,35
1,35
1,28
1,30
1,23
1,36
1,28
1,23
1,19
1,20
1,15
1,37
1,23
1,11
1,28
1,22
1,32
1,32
1,32
1,14
1,21
1,28
1,31
1,13
1,18

53,58
10,18
11,59
14,80
12,04
22,20
16,85
30,95
16,95
6,14
9,96
16,37
13,64
18,39
15,95
18,93
14,89
15,15
14,06
12,52
24,19
15,95
11,24
19,67
11,72
19,03
16,02
27,01
49,86
24,13
20,41
16,18
15,44
11,82
11,50
6,98
33,90
5,98
12,23
25,41
20,25
22,43
20,92
9,00
9,86
24,96
20,06

38,57
8,20
8,29

11,48
8,95

16,92

13,16

24,43

14,74
4,82
7,45

13,08

11,01

16,43

13,68

13,53

11,01

12,22

11,43

10,57

20,34

11,86
8,30

14,58
9,18

14,64

13,00

19,85

38,95

19,57

17,19

13,46

13,38
8,65
9,33
6,27

26,44
4,89
9,27

19,31

15,34

19,68

17,23
7,06
7,54

22,19

17,03
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D. Andlise de Variancia do Capitulo Il
» Tabela da andlise de variancia do acumulo de bssnssca da parte aérea, N, P e K do
periodo vegetativo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Biomassa seca da parte aérea (g / planta)
TRAT 9 0.556379 0.061820 1.674 0,1395
erro 30 1.107886 0.036930
Total corrigido 39 1.664265
CV (%) 19,95
N (mg / planta)
TRAT 9 1563.113980 173.679331 1.237 0.3104
erro 30 4211.329477 140.377649
Total corrigido 39 5774.443457
CV (%) 20,67
P (mg / planta)
TRAT 9 0.099928 0.011103 1.672 0.1399
erro 30 0.199179 0.006639
Total corrigido 39 0.299107
CV (%) 21.13
K (mg / planta)
TRAT 9 19.605131 2.178348 1.414 0.2262
erro 30 46.212540 1.540418
Total corrigido 39 65.817671
CV (%) 21,19

FV - Fonte de variacdo; GL - Grau de liberdade;-S@ma dos quadrados; QM - Quadrado médio dosagsvi

F - Teste F; CV - coeficiente de variagcédo

» Tabela da andlise de variancia do acumulo de bssnssca da parte aérea, N, P e K do

periodo de diferenciacdo da panicula.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Biomassa seca da parte aérea (g / planta)
TRAT 9 17,536437 1,948493 4,738 0,0006
erro 30 12,337432 0,411248
Total corrigido 39 29,873869
CV (%) 13,74
N (mg / planta)
TRAT 9 14097,248595 1566,360955 6,163 0,0001
erro 30 7624,982478 254,166083
Total corrigido 39
CV (%) 17,22
P (mg / planta)
TRAT 9 12,040705 1,337856 4,339 0,0011
erro 30 9,251033 0,308368
Total corrigido 39 21,291737
CV (%) 24,05
K (mg / planta)
TRAT 9 410,019862 45,557762 6,147 0,0001
erro 30 222,334350 7,411145
Total corrigido 39 632,354212
CV (%) 17,43
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» Tabela da andlise de variancia do acumulo de bssnssca da parte aérea, N, P e K do
periodo de florescimento (antese).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Biomassa seca da parte aérea (g / planta)
TRAT 9 29,189267 3,243252 5,276 0,0002
erro 30 18,441276 0,614709
Total corrigido 39 47,630543
CV (%) 15,21
N (mg / planta)
TRAT 9 7135,262733 792,806970 4,230 0,0013
erro 30 5623,313101 187,443770
Total corrigido 39 12758,575833
CV (%) 18,61
P (mg / planta)
TRAT 9 12,773632 1,419292 4,053 0,0018
erro 30 10,506594 0,350220
Total corrigido 39 23,280226
CV (%) 27,03
K (mg / planta)
TRAT 9 2913,756109 323,750679 13,568 0,0000
erro 30 715,842819 23,861427
Total corrigido 39 3629,598928
CV (%) 21,32

» Tabela da anélise de variancia do acumulo de bssnssca da parte aérea, N, P e K do
periodo de maturagdo do graos.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Biomassa seca da parte aérea (g / planta)
TRAT 9 49,168448 5,463161 10,443 0,0000
erro 30 15,694977 0,523166
Total corrigido 39 64,863425
CV (%) 12,31
N (mg / planta)
TRAT 9 4842,275862 538,030651 5,497 0,0002
erro 30 2936,056692 97,868556
Total corrigido 39 7778,332554
CV (%) 15,84
P (mg / planta)
TRAT 9 2,055810 0,228423 5,839 0,0001
erro 30 1,173654 0,039122
Total corrigido 39 3,229463
CV (%) 20,51
K (mg / planta)
TRAT 9 2289,395803 254,377311 5,769 0,0001
erro 30 1322,784384  44,092813
Total corrigido 39 3612,180188

CV (%) 17,31
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» Tabela da analise de variancia da producédo de ,ga&osnulo de N, P e K e teor de
proteina nos graos.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Massa dos graos (g / planta)
TRAT 9 8,733453 0,970384 5,366 0,0002
erro 30 5,424750 0,180825
Total corrigido 39 14,158203
CV (%) 13,98
N (mg / planta)
TRAT 9 6092,455427 676,939492 4,491 0,0009
erro 30 4521,763793  150,725460
Total corrigido 39 10614,219220
CV (%) 17,50
P (mg / planta)
TRAT 9 4,590068 0,510008 4,048 0,0018
erro 30 3,779287 0,125976
Total corrigido 39 8,369355
CV (%) 18,64
K (mg / planta)
TRAT 9 25,568180 2,840909 8,340 0,0000
erro 30 10,219372 0,340646
Total corrigido 39 35,787552
CV (%) 22,02
Proteina (%)
TRAT 9 31,510437 3,501160 1,237 0,3104
erro 30 84,892239 2,829741
Total corrigido 39 116,402676

CV (%) 12,27
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