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ISOLAMENTO E IDENTIFICAGCAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFORO E PRODUTORAS DE AUXINAS EM SOLO COM CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - A cultura da cana-de-agucar (Saccharum spp.) apresenta grande
importancia econémica para o Brasil. Dessa forma, para propiciar boas condi¢cbes de
desenvolvimento e produtividade, deve-se dar grande importancia ao suprimento de
fésforo. Bactérias solubilizadoras de fésforo (BSF) vém sendo utilizadas como
biofertilizantes comerciais, trazendo beneficios a agricultura. A selecédo de bactérias
com capacidade de solubilizacao do fésforo pode ser feita através de caracterizagdes
genotipicas. Os objetivos deste trabalho foram isolar e caracterizar bactérias
solubilizadoras de fosfato provenientes de solos sob cultivo de cana-de-agucar por meio
do sequenciamento do gene 16S rRNA e da regiao BOX-A1R. Além disso, foi realizada
avaliacao da atividade microbiana sobre a solubilizagdo das fontes de fosfato até 168
horas. O sequenciamento permitiu identificar géneros como Burkholderia e
Enterobacteriaceae, conhecidos quanto a solubilizagdo. Os isolados identificados como
Arthrobacter e Labrys apresentam capacidade para biodegradagdo de compostos
toxicos ao ambiente. O fosfato de calcio foi a fonte mais solubilizada. Os isolados
Burkholderia sp. (A5155), Candidatus B. verschuerenii (A9IG), Enterobacter sp. (USC8)
e E. hormaechei subsp. steigerwaltii (USC7) apresentaram resultados semelhantes a B.
ferrariae. As bactérias-padrao obtiveram os melhores resultados para a solubilizagédo
das fontes fosfatadas. Candidatus B. verschuerenii (A9IG) e Burkholderia sp. (A3114) e
B. gladioli (A618) apresentaram os melhores valores para solubilizacdo das rochas
fosfatadas. Além disso, foi detectada a producdo de AIA pelos isolados do género
Enterobacter (USC7 e USCS8) Labrys portucalensis (A5142) e Burkholderia sp.
(A5155).Assim estes isolados poderiam ser indicados em testes para solubilizagdo em

culturas de campo.

Palavras-chave: rochas fosfatadas, solubilizagdo de fésforo, acido indolacético (AlA),
cana — de - acucar, 16S rRNA, BOX-A1R.



ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PHOSPHORUS SOLUBILIZINING BACTERIA
AND AUXIN PRODUCING IN SOIL WITH SUGARCANE

SUMMARY - The culture of sugarcane (Saccharum spp.) has a great economic
importance to Brazil. Thus, providing good conditions for development and productivity
should be given great importance to phosphorus supply. Phosphate solubilizing bacteria
- PSB, have been used as biofertilizers, bringing benefits to agriculture. Selection of
phosphorus solubilizing bacteria can be done by genetic characterization. The aim of
this work is to isolate and characterize PSB from sugarcane productive soils through the
sequencing of 16S rRNA gene and BOX-A 1R genomic regions. Furthermore, the
microbial activity of phosphate source was assessment until 168 hours. The sequencing
has identified genus as Burkhloderia and Enterobacteriaceae, known as PSB. The
isolates identified as Arthrobacter and Labrys have the capacity to biodegradation of
toxic compounds in the environment. The calcium phosphate was the source more
soluble. Isolates Burkholderia sp. (A5155), Candidatus B. verschuerenii (A9IG),
Enterobacter sp. (USC8) and E. hormaechei subsp. steigerwaltii (USC7) showed results
similar to B. ferrariae. The bacteria-standards showed the best results for phosphates
sources solubilization. Candidatus B. verschuerenii (A91G) and Burkholderia sp. (A3114)
and B. gladioli showed the best values for solubilization of rock phosphate. Furthermore,
the production of AIA was detected by Enterobacter (USC7 and USCS8), Labrys
portucalensins (A5142) and Burkholderia sp. (A5155). Therefore these isolates could be

recommended for phosphorus solubilization tests and auxin producing in fieldcrops.

Key Words: rock phosphate, phosphorus solubilization, 16S rRNA, BOX-A1R,
indolacetic acid (IAA)



1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agucar (Saccharum spp.) tem grande importancia
econdbmica para o Brasil, porque possui diversos usos, como produg¢ao de agucar e
alcool para o consumo interno e para a exportagcédo, gerando divisas para o Pais. O
alcool é considerado uma via alternativa ao petroleo. Além disso, a cana-de-agucar
pode ser utilizada como forragem na alimentagdo de ruminantes, no periodo de
estiagem (MARTINS, 2004). Para possibilitar boas condi¢des de desenvolvimento e
produtividade da planta, deve-se dar grande importancia ao suprimento de fosforo,
muito requerido no processo do metabolismo fotossintético. Além disso, a presenca do
fésforo no caldo da cana é papel essencial no processo de clarificacdo. Caldos com
baixos teores de fosforo séo de dificil floculagdo, e, neste caso, a sedimentagcdo de
impurezas (bagacilho, argila, clorofila, entre outros) € ruim. Caldo turvo e com coloragao
intensa implica produgdo de agucar de pior qualidade e de baixo valor econémico
(KORNDORDER, 2004).

O fosforo é considerado um macronutriente essencial, logo apds o nitrogénio, e,
portanto, pode limitar o crescimento da planta, tendo em vista sua atuagao estrutural,
funcional e na transferéncia de energia. Muitos tipos de solos sdo deficientes em P,
tendo sua concentracdo menor que 10 yM em pH 6,5, no qual o P estd mais soluvel
(SOBRAL, 2003). Os solos agricultaveis contém grande reserva de fésforo, devido a
aplicagdes regulares. Contudo, uma larga propor¢ao do fésforo inorganico na forma
soluvel é rapidamente adsorvida logo apés a aplicagdo de adubos fosfatados, tornando-
se indisponivel para a planta (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; IGUAL et al., 2001). O
processo de adsorcao do fosforo pode ser estimado em torno de 75% do conteudo
aplicado (LIN et al., 2005). A adsorcao do fosforo e a precipitagdo que ocorre no solo
sao geralmente dependentes do pH e do tipo de solo. Em solos acidos, éxidos fracos e
hidréxidos de aluminio e de ferro tém a capacidade de reter o fésforo; ja, em solos
alcalinos, a fixagcdo ocorre devido a presencga de calcio, causando baixa eficiéncia na
solubilizacao de fertilizantes fosfatados (IGUAL et al., 2001).



Devido a grande importancia do fésforo para as plantas e a grande expresséo
econdmica da cana-de-agucar nos setores agricola e industrial, torna-se importante a
busca de métodos alternativos que possam viabilizar ao maximo a produgao.

Dentre os diversos géneros bacterianos, algumas espécies de bactérias, que se
encontram associadas na rizosfera, podem trazer beneficios para o crescimento da
planta (GLICK, 1994; IGUAL et al., 2001). Este grupo € conhecido como rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP) (IGUAL et al., 2001), e, dentro deste
grupo, vale ressaltar as bactérias solubilizadoras de fosforo (BSF), que ja vém sendo
utilizadas como biofertilizantes comerciais (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999) e as
bactérias produtoras de auxina (AIA) que atua no desenvolvimento radicular e na
diviséo celular (VESSEY, 2003).Entretanto, o numero de RPCP presentes no solo nao é
considerado grande para competir com outras bactérias que ja se encontram
estabelecidas no ambiente. Dessa forma, deve-se realizar a inoculagdo com
microrganismos que podem propiciar um aumento no numero das RPCP, promovendo
beneficios para a cultura. Para que ocorra o incremento das RPCP, muitos estudos e
metodologias devem ser realizados para identificar as melhores estirpes bacterianas
(IGUAL et al., 2001).

A selecado de bactérias com grande capacidade de solubilizagdo do fosforo e
produgao de auxina pode ser feita através de caracterizagbes genotipicas e fenotipicas.
A caracterizacao fenotipica é feita por métodos bioquimicos tradicionais, e a genotipica,
através da aplicacdo de novas técnicas moleculares que contribuiram para a
classificacéo e a descricdo de microrganismos (IGUAL et al., 2001).

Neste contexto, o trabalho em questdo apresentou como objetivo geral o
isolamento e a identificacdo de bactérias solubilizadoras de fésforo com grande
potencial de solubilizagdo de fésforo em cana-de-agucar, e como objetivo especifico a
avaliagdo quanto a solubilizacado de fosfato de calcio, rocha fosfatada de Araxa - MG,

rocha fosfatada de Catalédo-GO, e determinacdo de producéo de AlA.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da cana-de-agUcar

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma planta que pertence a familia das
Poaceas junto com os géneros Zea e Sorghum. Seis espécies de Saccharum séao
reconhecidas: S.officinarum; S.sinense; S.barberi;S.eduli; S.spontaneum, e S.robustum.
O centro de origem esta localizado nas regides leste da Indonésia e da Nova Guiné
(DANIELS & ROACH, 1987; MARTINS, 2004).

Atualmente, observa-se forte tendéncia de aumento de area nas futuras safras
de cana-de-agucar, motivada pelo interesse crescente na obtencdo de fonte alternativa
de energia, que contribua na reducéo da emissao CO,, hidrocarbonetos e 6xidos de
nitrogénio e enxofre (URQUIAGA et al, 2005).

Entre as culturas que apresentam baixo balanco energético, ou seja, a relacéo
entre o total de energia contida no biocombustivel e o total de energia féssil contida no
processo de obtencéo deste, a cultura cana-de-agucar, por apresentar alta producao de
biomassa e baixa adubacao nitrogenada possui baixo balango energético, sendo entao
viavel sua utilizacédo para bicombustivel (URQUIAGA et al, 2005).

Segundo a estimativa realizada pela UNICA (2009) (Unido da Industria de Cana-
de-Acucar) para a nova safra na regido Centro-Sul, que contribui com 86% da produgao
nacional, a cana moida devera atingir 498,1 milhdes de toneladas, um crescimento de
16% em relacdo a safra de 2007/2008, quando foram moidos 431,2 milhdes de
toneladas de cana.

A previsao para esta safra é de 28,6 milhdes de toneladas de agucar, 9% acima
do observado para o periodo anterior, cuja produgao foi de 26,2 milhdes. Do total
produzido, o alcool anidro atingird 7,65 bilhdes de litros, correspondendo a um
acréscimo de 6% em relagéo a safra anterior. Ja para o alcool hidratado, a previséo é
que ocorra um aumento de 27%, obtendo uma producgéo de 16,6 bilhdes de litros.

A producéo total de alcool podera atingir 24,3 bilhdes de litros, representando um

crescimento de 19% em relagdo aos 20,3 bilhdes de litros registrados na safra de



2007/2008. Dessa forma, a producgéo sera distribuida em 42% e 58% para agucar e
alcool respectivamente.

O volume de etanol exportado sera 27% superior ao da safra passada, atingindo
3,9 bilhdes de litros. Estados Unidos e Europa respondem por boa parte do avango nas
exportagbes. J&4 o acucar tera um incremento de 15%, atingindo 18,9 milhdes de
toneladas, e os principais mercados serdo Russia, Arabia Saudita e Emirados Arabes.

Nos dias atuais, diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de propiciar
as melhores condigdes de desenvolvimento e producdo da cana-de-agucar. Como
exemplos, a obtencao de novas variedades obtidas por meio do melhoramento genético
e a inoculacdo de microrganismos que contribuam para a disponibilizagdo de nutriente,

reduzindo gastos com fertilizantes.

2.2 Importancia do fosforo

O elemento fosforo € um macronutriente de grande importancia, constituindo
cerca de 0,2% de massa seca das plantas. Participa como componente estrutural dos
acidos nucleicos e fosfolipidios, e também de adenosina trifosfato (ATP), sendo um
elemento-chave de vias metabdlicas e bioquimicas, como as varias etapas das vias de
plantas C3 e C4 do ciclo de Calvin e glicélise. A maior parte do fésforo que se encontra
no solo, apresenta-se nao disponivel para as. Devido a isso, tornam-se necessarias
aplicagdes de fésforo inorganico no solo para garantir boa produtividade. A recuperacéo
de fésforo durante o ciclo de producao € limitada. Aproximadamente 80% do total de
fésforo aplicado no solo tornam-se indisponiveis, sendo imobilizados, adsorvidos e/ou
transformados em forma organica (HOLFORD, 1997). A baixa concentragdo no solo
(2uM) e nos tecidos vegetais (10mM) influenciam na producao agricola no mundo,
(MIMURA, 1999)

Dessa forma, a adubagdo fosfatada torna-se bastante dispendiosa, além de
poder acarretar problemas ao meio ambiente. Por isso, devem-se realizar esforgos para
melhorar a absorcao e disponibilidade pelas plantas, o que pode ser feito pelo controle
do pH e pelo uso de microrganismos que possibilitem melhor aproveitamento do

fosforo.



Para a cana-de-agucar, pode ser considerado um elemento-chave, uma vez que
também é de extrema importancia na producédo de acgucar. Devido a grande influéncia
que apresenta sobre o rendimento da cana-de-agucar e da qualidade do caldo
produzido, a aplicacdo de fosforo tornou-se essencial no processo de adubagédo da
cultura.

HAAG et al. (1987), citados por MARTINS (2004), realizaram um trabalho com
plantas de cana-de-agucar vegetando em uma solugdo sem fosforo, as quais
apresentaram desenvolvimento reduzido quando comparadas com a testemunha onde
o fésforo estava presente. Observou-se que a brotagdo foi reduzida, os colmos
apresentaram internddios curtos, as raizes ficaram atrofiadas e a relagéo parte area-raiz
diminuiu significativamente. Estes e outros resultados demonstram a importancia do
elemento fésforo na cultura de cana-de-agucar. Assim, tornam-se importantes estudos
que possibilitem o melhor aproveitamento do nutriente, reduzindo os custos de

producéo.

2.3 Aplicacéo das Rochas fosfatadas

As rochas fosfatadas sao utilizadas como matéria prima na fabricacdo de
fertilizantes fosfatados, sendo mais comum o uso das apatitas, que é um recurso
natural ndo renovavel. A producao de fertilizantes fosfatados soluveis (superfosfatos e
termofosfatos) requer gasto elevado de energia. Dessa forma, torna-se necessario,
estabelecer estratégias para o uso eficiente e econbmico das rochas fosfatadas
(GOEDERT & SOUSA, 1986). A utilizagdo dos fosfatos de rocha na forma bruta é muito
limitada devido a baixa solubilidade, sendo mais usados em culturas perenes na mistura
com fertilizantes soluveis, devido sua lenta solubilizagdo no solo (OLIVEIRA et al.,
1977).

Os fosfatos naturais em geral sédo classificados, em relacédo a sua origem, em
vulcanicos (apatitas) e sedimentares (fosforitas e bauxitas fosforicas). Os que possuem
origem vulcanica apresentam alto grau de cristalizacdo e devido a isso, sdo pouco
soluveis, por outro lado os de origem sedimentar sdo mais soluveis de acordo com o

indice “absolute citrate solubility”. Existem algumas caracteristicas intrinsecas aos



fosfatos que causam estas diferengcas como o grau de cristalinidade, o grau de
substituicdo isomorfica na rede cristalina do mineral, a porosidade e a granulometria
(LEHR & MCCLELLAN,1972).

A eficiéncia agronémica dos fosfatos &€ dependente de varios fatores, tais como
(i) caracteristicas quimicas e fisicas do solo; (ii) propriedades do solo; (iii) clima e; (iv)
cultura. Dessa forma, dependendo da origem e da reatividade da rocha, assim como as
condi¢cbes edafoclimaticas, a liberacdo do P presente nos fosfatos de rocha pode ser
suficientemente adequada ou ndo em relagéo a cultura (OLIVEIRA JUNIOR, 2007).

Segundo LEON et al. (1986), existem trés grupos de rocha fosfatada: rochas
fosfaticas de alta eficiéncia as provenientes de Gafsa (Tunisia), Arad (Israel), Sechura e
Bayovar (Peru) e Carolina do Norte (EUA); média eficiéncia, provenientes do Centro da
Flérida e Tennessee (EUA), Pesca e Huila (Colédmbia); baixa eficiéncia, as apatitas de
Patos de Minas, Araxa, Abaeté, Jacupiranga, Tapira e Catalao.

Deste modo, assumem grande importancia o grau de moagem do fosfato, o
modo de aplicagdo e a sua incorporagdo ao solo. Para fontes de baixa solubilidade
recomenda-se a aplicagdo sob a forma de pd, o qual deve ser incorporado para se obter
0 maximo contacto com as particulas do solo (COSTA et al., 2008).

Na regido Amazbnica, predominam solos acidos, com baixo conteudo de P
disponivel e elevada saturacéo por aluminio e, consequentemente, apresentam alta
capacidade de fixagdo de P, implicando em menores taxas de absorgao pelas plantas
forrageiras. Logo, a utilizacdo de fosfatos de rocha, como fonte de P, surge como uma
alternativa tecnicamente viavel, considerando-se que suas eficiéncias agrondémicas,
notadamente as taxas de dissolugéo, sao estimuladas pela acidez do solo. Geralmente,
estes apresentam menor custo unitario e maior efeito residual. Recomenda-se o uso
combinado de fontes de P com alta e baixa solubilidade. Deste modo, a fonte mais
soluvel forneceria no curto prazo, o P necessario para o rapido crescimento inicial,
periodo critico de competicdo com as plantas invasoras. A fonte menos soluvel (fosfato
de rocha) liberaria o P paulatinamente, possibilitando maior persisténcia da pastagem
(COSTA et al., 2008).

PROCHNOW et al. (2004) avaliaram a Eficiéncia Agrondmica Relativa (EAR) do

fosfato de rocha (FR) de Patos de Minas (rocha de baixa reatividade), aplicado



isoladamente na forma farelada ou em misturas com superfosfato simples (SS), na
proporcédo 1:1, tanto na forma granulada (compactada) quanto em p6. Por meio deste
trabalho, verificaram que a EAR do FR combinado com SS foi estatisticamente
semelhante com a utilizagéo isolada de SS, para mistura na forma granulada. A EAR
quando utilizada somente a FR variou de 1 a 30% concomitantemente para o cultivo de
trigo e do azevém. Por meio das equagbes de regressoes, estes autores estimaram a
eficiéncia relativa do FR na presenca do SS verificando um aumento de 82 e 95% na
matéria seca do azevém e do trigo, respectivamente.

MASSENSSINI (2007) verificou diferenga no potencial de solubilizagdo em
relacao a fonte de fésforo (FR de Araxa e Cataldo), quanto a topografia (topo, encosta e
baixada), a classe de diametro de arvores (inferior, médio e superior) e ao solo
rizosférico e nao rizosférico. O maior potencial de solubilizagéo pela microbiota do solo
foi obtido em solo rizosférico de arvores com diametro médio do topo na presenga de
fosfato de Cataldao. Para todas as posigdes topograficas, o fosfato de Cataldo, foi
superior ao fosfato de Araxa. Dessa forma, pode-se concluir que o FR de Catalao seria
0 mais recomendado para esta situagao.

FACTUR (2008) avaliou o desempenho de fontes de fosforo e matéria organica
no crescimento e produtividade da cultura de cana-de-acucar (RB72454) em cana-
planta. Os tratamentos utilizados foram: 100 Kg de P,Os ha™' de superfosfto triplo,
fosfato reativo de Daoui e fosforo natural de Alvorada. Para o fésforo natural, foram
utilizadas 100 (1x), 200 (2x) e 400 (4x) Kg P,0s ha™' suplementado com 2, 4 e 6 Mg ha™
de composto organico, respectivamente. Aos 180 dias foi verificado que ndo houve
diferenca significativa em relagdo ao teor de P no tecido foliar para o fosfato reativo e
fosfato natural 1x. Além disso, foi verificado que n&o houve diferenga entre o fésforo
natural (2x) e o fosforo soluvel. O teor de fésforo no solo foi semelhante entre o fosfato
reativo e fosfato natural (2x e 4x) e entre fosfato soluvel e fosfato natural (1x). O
rendimento ndo foi influenciado por nenhum dos tratamentos. Concluiu-se que a
utilizagdo de composto organico pode favorecer aumento dos teores de P no solo por
favorecer melhores condigdes a este e sua microbiota. Além disso, esta autora concluiu
que ndo ha diferenca entre as fontes de fosforo associadas ou ndo a compostos

organicos.



2.4 Importancia das bactérias solubilizadoras de fésforo

Alguns microrganismos presentes nos solos, como bactérias e fungos, possuem
papel importante no ciclo natural de P, sendo responsaveis pela hidrélise do fésforo
para a forma inorganica, tornando — o disponivel para as plantas. Estes processos sé&o
mediados por enzimas (RODRIGUEZ et al., 2000; GYANESHWAR et al., 2002;
SOBRAL, 2003). As bactérias solubilizadoras de fésforo atuam sobre o fosfato insoluvel
por meio de fosfatases, principalmente fosfatases acidas, com a producédo de acidos
organicos e inorganicos e/ou reducéo do pH, obtendo-se entédo o fosfato disponivel para
as plantas (NAUTIYAL, 1999; VASQUEZ et al., 2000; VASSILEV & VASSILEVA, 2003;
SOBRAL, 2003). Devido ao potencial desses microrganismos, diversos estudos vém
sendo realizados para avaliar a capacidade de solubilizacdo de fésforo inorganico.
Entre os géneros bacterianos que sao conhecidos com esta capacidade, estdo as
Pseudomonas; Burkholderia; Rhizobium; Agrobacterium; Azotobacter e Erwinia
(GOLDSTEIN et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000; VERMA et al., 2001; GARG et al.,
2001).

Entre as bactérias que atuam na solubilizacdo do fésforo inorganico, as
Burkholderia estdo presentes em um grande numero de ambientes de importancia
ecolégica. Muitas bactérias deste género foram isoladas dos solos € mostraram uma
relacao simbidtica com a rizosfera das plantas (CONENYE & VANDAME, 2003; PAYNE
et al., 2006). As bactérias do género Burkholderia podem manter interagdes benéficas
como promotoras de crescimento, como agentes biopesticidas (PAYNE et al., 2006) e
com capacidade de fixacao bioldgica de nitrogénio (MINERDI et al., 2001; PAYNE et al.,
2006) de solubilizagéo de fosforo e de catabolisar substancias consideradas poluentes
(GORIS et al., 2004; PAYNE et al., 2006). O género Burkholderia consta atualmente de
34 espécies descritas (COENYE & VANDAME, 2003; PAYNE et al., 2006), sendo que
nove formam o complexo com Burkholderia cepacia.

A habilidade das bactérias endofiticas e epifiticas em relagdo a solubilizacdo do
fosfato inorganico despertaram grandes interesses em microbiologistas agricolas. As

bactérias endofiticas ganham grande importancia durante o processo de colonizagao,



pois podem inicialmente colonizar superficialmente o hospedeiro e, consequentemente,
fornecer o nutriente fosforo para o desenvolvimento das plantas (SOBRAL, 2003).

Devido a isso, existe grande interesse por parte do setor agricola em utilizar
essas bactérias como biofertilizantes. Segundo RODRIGUEZ et al. (2000), a estirpe
Burkholderia cepacia IS-16 tem sido utilizada como biofertilizante, promovendo melhor
crescimento nas culturas mais importantes desenvolvidas em Cuba.

A inoculacédo de bactérias solubilizadoras de fésforo ou o manejo da populagao
destes microrganismos em culturas agronomicamente importantes, como a cana-de-
acgucar, traz grandes beneficios ao desenvolvimento das plantas, melhorando o
suprimento de fésforo (SOUCHIE et al., 2005). Segundo TORO et al. (1997), citado por
SOUCHIE et al. (2005), as bactérias solubilizadoras de fosforo podem atuar como
“‘mychorriza helper bacteria”, favorecendo o estabelecimento de fungos micorrizicos,
além de promover a solubilizagéo de fosfatos através da liberacéo de acidos organicos,
produtos do metabolismo bacteriano, favorecendo o desenvolvimento vegetal (GULL et
al., 2004; SOUCHIE et al., 2005).

SOUCHIE et al. (2005) realizaram um trabalho com o objetivo de observar os
efeitos da inoculagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato e fungos micorrizicos
arbusculares, na formagdo de mudas de espécies arbdoreas de Anadenanthera
macrocarpa, Mimosa caesalpiniifolia, Acacia holosericea, Enterolobium contortisiliquum,
Schinus terebinthifolius e Eucalyptus grandis em viveiro. As espécies fixadoras de
nitrogénio foram inoculadas com rizébios e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs),e
as nao fixadoras apenas com FMAs. A metade das mudas foi inoculada com bactérias
BSF. A populacdo de BSF decresceu durante a formagdo da muda, entretanto a
inoculagdo com BSF foi benéfica para formagdo de mudas de Anadenanthera
macrocarpa, Mimosa caesalpiniifolia e Acéacia holosericea, inibindo, contudo, o
desenvolvimento de Enterolobium contortisiliquum, o que, muito provavelmente, possa
ter sido consequéncia de alguma forma de incompatibilidade.

Para a cana-de-agucar, existem poucos estudos sobre a solubilizagdo de fésforo
e, devido a sua grande expressao econdmica, devem-se maximizar os estudos para
possibilitar maior beneficio para a cultura. YADAV & SINGH (1990) observaram

aumento na germinagao e no rendimento da cana-de-agucar quando utilizada a bactéria
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Bacillus megatherium, solubilizadora de fésforo, com diferentes doses de fertilizantes
fosfatados, na regido de Bihar-India, em solos aluviais.

BARROTI & NAHAS (2000) avaliaram o efeito de diferentes espécies de plantas,
fontes de fosforo e calagem sobre a populagdo microbiana total e solubilizadora de
fosfato. Foi feito o isolamento de fungos e bactérias com capacidade de solubilizar
hidroxiapatita, fornecendo fésforo soluvel. No experimento, foram conduzidas espécies
de plantas (controle, braquiaria e guandu), fertilizantes (controle, superfosfato simples e
fosfato de rocha, ambos com uma dose de 400 kg ha'de P,Os) e calagem. Observou-
se que houve aumento da populagdo bacteriana com a aplicagao de calcario. Os fungos
aumentaram de forma independente nas parcelas cultivadas com braquiaria e
fertilizadas com superfosfato. Constatou-se incremento da biomassa microbiana para o
controle (23,9%), e com aplicagdo de superfosfato (30,9%) e da calagem (46,9%). O
numero de bactérias solubilizadoras de fésforo aumentou com a calagem ou com o
plantio de guandu quando adubado com fosfato de rocha, ou com braquiaria sem
adubacgdo. Os fungos solubilizadores aumentaram na auséncia de planta e de
adubacéo, e na presenca de guandu com fosfato natural.

SUNDARA et al. (2002) realizaram um trabalho com cana-de-agucar utilizando
diferentes fontes de fosforo e doses de fosfato com ou sem a aplicagdo de 10 kg ha™" de
bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) a uma concentracao de 108 células g'. A
aplicagdo de BSF sem a aplicagdo de fertilizantes fosfatados aumentou a populagéo
destes microrganismos e, consequentemente, a disponibilidade de fésforo. Entretanto,
foi observado que, quando a aplicacédo de BSF era realizada junto com a adubagao
fosfatada, um melhor efeito pode ser observado. Em todos os tratamentos onde houve
a aplicagdo conjunta de fertilizantes fosfatados e BSF, foi observado aumento
significativo tanto na populagdo de BSF quanto na disponibilidade de fésforo quando
comparados com os tratamentos onde nao foi feita a aplicacédo de fosforo. Entre as
fontes de fosforo, superfosfato simples e rochas fosfatadas, a populacédo de BSF e os
teores de fosforo foram maiores onde o fésforo utilizado provinha de rochas fosfatadas.
Quando ocorre a utilizagdo conjunta de BSF e fertilizantes fosfatados, as bactérias
solubilizadoras de fosforo podem reduzir o requerimento da dosagem de foésforo em até

25%. Além disso, 50% dos superfosfatos podem ser substituidos por outras fontes de
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fésforo, como as rochas fosfatadas, que, além de serem mais baratas que o
superfosfato, apresentou maior viabilidade na utilizagdo junto a microrganismos.

MIKANOVA & NOVAKOVA (2002) realizaram um estudo para verificar a
atividade de bactérias solubilizadoras de fésforo em meio de cultura com doses de
KH2POy4 (0; 5; 10; 15; 20 e 25 mmol L™ de P). Foram avaliados nove isolados, dos quais
seis conseguiram solubilizar mais do que a metade de fosfato tricalcico adicionado ao
meio (40 mg L™"). Apenas um isolado conseguiu solubilizar completamente o fosfato
tricalcico adicionado e nao teve sua atividade afetada pelas quantidades de fosfato
soltivel adicionado. Outro isolado ja apresentou sua atividade afetada com 5 mmol L™
de P.

SOUCHIE et al. (2005) avaliaram a capacidade e a eficiéncia de solubilizacao de
CaszPO4, AIPO4 e apatita de Araxa em meio sélido e de AIPO,4 e apatita de Araxa em
meio liquido por fungos e bactérias de solos. Em meio soélido, todos apresentaram
capacidade de solubilizagdo de CaszPO4. Nenhum apresentou atividade sobre a apatita
de Araxa e apenas um isolado de fungo solubilizou fosfato de aluminio. A baixa
capacidade de solubilizagdo dos isolados em meio solido n&o significa que estes néo
apresentam esta atividade, pois demonstraram capacidade de solubilizacdo destas
fontes de fosfato em meio de cultura liquido. A maioria dos isolados bacterianos
apresentaram maior habilidade em solubilizar a apatita de Araxa do que o fosfato de
aluminio. Isto pode ter ocorrido pela presenca de aluminio que, provavelmente, inibiu o
crescimento destes isolados. Dos quatro isolados bacterianos, apenas um apresentou
comportamento diferente dos demais no meio com fosfato de aluminio por meio da
acidificagdo do meio, sugerindo que este isolado bacteriano apresenta comportamento

parecido com os fungos.
2.5 Caracterizacao das bactérias solubilizadoras de fésforo

As comunidades microbianas mudam espacial e temporariamente na rizosfera da
planta com a presenca de fungos micorrizicos que sao responsaveis pela indugéo da
qualidade e quantidade de exsudatos em funcdo da microbiota. O desenvolvimento de

métodos moleculares para a identificacdo de comunidades microbianas muda
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rapidamente as informagdes sobre a diversidade de microrganimos associados com
fungos micorrizicos em raizes (BIANCIOTTO & BONFANTE, 2002). MARSCHENER et
al. (2001) usaram o gene 16S rRNA e analises multivariadas para verificar a mudancga
da comunidade bacteriana em raizes de milho com a presenca de associacdes
micorrizicas.

BIANCIOTTO & BONFANTE (2002) estudaram a interacdo entre fungos
micorrizicos arbusculares e endobactérias. Foi encontrada no interior de Gigaspora
margarita (BEG 34) uma endobactéria identificada com base na sequéncia 16S rDNA
como pertencente ao género Burkholderia. Foi realizada a amplificacdo da regiao 16S
rDNA de isolados de Scutellospora percica, S.castanea e G.margarita e,
posteriormente, ocorrerram o sequenciamento e o alinhamento com sequéncias de
outras bactérias presentes nos bancos de dados. Por meio da analise pelo neighbour-
joining, verificou-se que todas as bactérias endossimbibticas sequenciadas em
Gigasporaceae puderam ser identificadas como pertencentes ao género Burkhloderia,
assim como Ralstonia e Pantoea.

As bactérias que sintetizam as enzimas fosfatases acidas apresentam amplo
espectro de atividades entre as diferentes espécies. Devido a isso, alguns genes que
codificam as fosfatases de diferentes espécies bacterianas, tém sido isolados e
caracterizados. RODRIGUEZ et al. (1999) construiram uma biblioteca de Burkholderia
cepacia 1S-16 em Escherichia coli, realizando a digestdo do DNA cromossomal, com a
enzima de restricdo Sau3Al e o vetor Bluescript SK. Essa biblioteca foi feita para a
escolha de clones capazes de crescer em meios seletivos para a deteccéo de coldnias
fosfatases - positivas. Dentre os clones obtidos, pFS1, pFS2 e pFS3 continham o
plasmideo recombinante com insertos de DNA de 5,0; 8,0 e 9,0 Kb, respectivamente. A
hibridizacdo de DNA realizada constatou a presencga de sobreposi¢céo de fragmentos de
DNA nos trés clones, e estes, por sua vez, sao todos derivados do DNA genémico de
Burkholderia cepacia [S-16. A andlise do sequenciamento junto com gel de
poliacrilamida de proteinas, produzida por E.coli contendo pFS3, sugere que o isolado
com um fragmento de DNA de 9,0 Kb codifica a porgédo funcional do transporte da

proteina-fosfato.
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Os estudos taxondmicos atuais revelaram que o complexo B. cepacia contém 9
espécies de bactérias: B. cepacia; B multivorans; B. cenocepacia; B.vietnamiensis; B.
stabilis; B. dolosa; B.ambifaria; B.anthina, e B.pyrrocinia (PIRONE et al., 2005). Esse
complexo de bactérias é naturalmente encontrado na rizosfera do milho. PIRONE et al.
(2005), estudaram a composicao de espécies pertecentes ao complexo B. cepacia na
rizosfera de milho por meio de métodos dependentes e independentes de cultivo. As
bactérias pertencentes ao complexo foram coletadas de raizes de milho e isoladas em
meio seletivo de Pseudomonas cepacia acido azelaico tryptamina (PCAT) e Azul de
Tripan — Tetraciclina (AT — T), foram submetidas a identificagdo através da técnica de
RFLP e amplificacéo por reacdo de PCR especifica, utilizando o gene recA. Através do
método dependente de cultivo, as espécies B.cepacia; B.cenocepacia; B.ambifaria, e
B.pyrrocina foram identificadas, enquanto com o método independente de cultivo,
apenas B.vetinaminensis péde ser identificada. Além disso, alta heterogeneidade pode
ser observada através de recA e RFLP entre os clones nomeados para a espécie
B.cenocepacia quando comparados entre os isolados de B.cenocepacia através de
meio seletivo.

As bactérias solubilizadoras de fésforo, quando utilizadas como inoculante,
propiciam muitas vantagens para a planta e sua produtividade. Devido a isso, existem
diversas técnicas moleculares que podem ser utilizadas para a detecgéo e o isolamento
de bactérias eficientes no processo de disponibilizagao de fosforo a planta. IGUAL et al.
(2001) analisaram diferentes métodos para a caracterizacdo de bactérias
solubilizadoras de fosforo, sendo a sequéncia do gene 16S rRNA a mais utilizada como
marcador filogenético para a ecologia microbiana. A alta conservacao presente na
sequéncia do gene 16S rRNA possibilita uma estimativa da distancia filogenética. Os
amplicons obtidos através da regido 16S rDNA sado sequenciados e analisados usando
um banco de dados onde estdo depositadas sequéncias do gene 16S rRNA por meio
de softwares apropriados, permitindo rapida identificacdo de bactérias com base na
sequéncias ribossomais. Entretanto, a sequéncia 16rRNA apresenta nivel de resolucéo
taxondmico, viavel para a classificacdo das bactérias quanto ao género, mas
insuficiente para classifica-las quanto as subespécies. Devido a sua alta conservacgao, a

regido 16S rDNA ndo é suficiente para identificar todas as bactérias presentes no
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complexo de B.cepacia. Existem estudos que utilizam o gene recA, pois este gene
permite melhor discriminagdo do que o gene 16S rRNA para a diferenciacdo dentro
deste grupo (PAYNE et al., 2006).

Uma nova técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida determinado como
“Staircase Electrophoresis — (SCE)” tem permitido melhor separagcdo de moléculas
estaveis de baixo peso molecular (MEBM). Os perfis de MEBM incluem 5S rRNA e
tRNA em microrganismos procariotos e 5,8S rRNA, 5S rRNA e tRNA em eucariotos.
Estas moléculas s&o de grande interesse para a taxonomia com o propdésito de verificar
a presenca destas sequéncias conservadas em todas as células executando o mesmo
papel. Esta técnica foi utilizada em diferentes grupos de microrganismos: Rhizobiaceae,
Frankia ,Clavibacter e leveduras. Para estes microrganismos, foram obtidos diferentes
perfis eletroforéticos, permitindo verificar que todas as estirpes pertencentes a mesma
espécie apresentaram o mesmo perfil de MEBM para 5S rRNA e tRNA, e que todas as
estirpes do mesmo género apresentaram perfil de alta semelhanca para 5S rRNA
(IGUAL et al., 2001).

Mais recentemente, uma nova variacdo da PCR denominada “Two Primers -
RAPD fingerprinting”, tem sido descrita para a caracterizagcédo de bactérias. O uso deste
método tem como objetivo obter um RAPD fingerprinting especifico baseado na
sequéncia do gene 16S rRNA de E.coli. Dessa forma, tanto o MEBM como a técnica de
TP-RAPD podem ser utilizados para identificar as bactérias a nivel de espécie e
subespécie (RIVAS et al., 2001).

Trés familias de pequenas sequéncias intergénicas repetitivas tém sido
encontradas em eubactéria, nomeadas de REP (Repetitive Extragenic Palindromic) (35-
40 pb) (STERN et al., 1984), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)
(124-127 pb) (HULTON et al., 1991) e BOX-Box A (54 pb), Box B (43 pb) e Box C (50
pb) (MARTIN et al.,1992). Este método apresenta alto fator de discriminagdo para a
diferenciacéo de espécies muito proximas taxonomicamente. Os elementos repetitivos
parecem estar localizados em distintas posi¢cdes intergénicas no genoma, em ambas as
orientagbes. Em relagdo ao BOX, apesar da existéncia de trés elementos, somente a
subunidade Box A apresenta-se altamente conservada em bactérias (KOEUTH et al.,

1995). Devido a graus elevados de polimorfismo, essas regides génicas podem ter uma
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participacao em processos de evolugéo adaptativa (VAN BERKUM, 1999). A sintese de
primers para amplificacdo desses elementos pode ser realizada a partir de repeticdes
invertidas dos elementos REP, ERIC e da subunidade Box A e, se as repeticbes
estiverem distribuidas no genoma em orientacao invertida, entdo um unico primer pode
ser suficiente para gerar polimorfismo de DNA (VERSALOVIC et al., 1994).

De acordo com os resultados apresentados por PAYNE et al. (2006), as espécies
de Burkholderia podem ser discriminadas por meio da analise de uma sequéncia interna
de 385-bp do gene recA. Além disso, os autores relatam a analise de parte da
sequéncia do gene recA , obtida através pelo uso de primers especificos BUR 3 e BUR
4, tendo como resultado a construgdo de uma arvore filogenética com a mesma
topologia e discriminagdo quase completa do gene recA. Entretanto, as analises obtidas
do gene recA nao sédo exatamente semelhantes as obtidas pela filogenia da sequéncia
do gene 16S rRNA, indicando maior grau de resolugéo entre espécies relacionadas
dentro do género Burkholderia.

VALVERDE et al. (2006) realizaram o isolamento de uma bactéria gram-negativa
na regido de minério de ferro localizado no Estado de Minas Gerais - Brasil,
denominada de Burkholderia ferrariae (FeGl 01) e com grande potencial para a
solubilizacao de fosforo. Foram feitas analises das sequéncias baseadas no gene 16S
rRNA presentes em FeGIO1, com B.tropicia, B.sacchari e B.unamae, apresentando,
como resultados, um grau de parentesco préximo (97,5; 97,5 e 97,3% com sequéncias
similares baseadas no gene 16S rRNA). O padrao de acidos graxos da estirpe FeGl 01
confirmou sua proximidade com o género Burkholderia. Os resultados das hibridizacdes
DNA-DNA e experimentos fisiologicos e bioquimicos mostraram algumas diferengas

genotipicas e fenotipicas das espécies de Burkholderia.
2.6 Bactérias produtoras de fitorménios
Entre os mecanismos utilizados por bactérias promotoras de crescimento,

destaca-se a producao de fitormdnios, como auxinas, citocinas e giberelinas (GRAY &
SIMITH, 2005).
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O 4&cido indolacético (AIA) ou auxina € um fitorménio requerido em baixas
concentragdes, sendo conhecido por sua capacidade de atuar no desenvolvimento da
raiz e na divisdo celular. Este horménio € comumente produzido por bactérias
promotoras de crescimento como Aeromonas veronas, Agrobacterium sp., Azospirillum
brasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp.,entre outras (VESSEY,
2003).

ZAHAROVA et al. (1999) verificaram que 80% das bactérias isoladas de rizosfera
sao capazes de produzir AlA. Apesar disso, existem poucos trabalhos sobre a sintese
de auxinas por microrganismos no solo, mas sabe-se que o aminoacido L-triptofano (L-
Trp) é um precursor fisiologico para a producdo de auxinas em diversas plantas e
microrganismos, e que a enzima chamada ipdC (indole-3-pyruvate decarboxylase-EC
4.1.1.74) &€ a enzima-chave para a biossintese deste fitorménio (LEBUHN &
HARTMANN, 1993).

EL-KHAWAS & ADACHI (1999) demonstraram que as espécies Azospirillum
brasilense (ATCC 2970) e Klebsiela pneumoniae (ATCC 13883) tém potencial para a
producdo de AIA em condigdes laboratoriais. Além disso, verificou que a quantidade
deste hormdnio produzido pode ser ajustada in vitro, o que se torna uma importante
caracteristica para a promog¢ao do crescimento vegetal.

MIRZA et al. (2001) estudaram o potencial de isolados do género Enterobacter
como promotores de crescimento em plantulas de cana-de-agucar micropropagadas.
Neste estudo, pode-se observar aumento de 55% da biomassa de raizes de todas as
plantulas inoculadas quando comparadas com o controle. Comparando-se os isolados,
observou-se que o incremento maximo da area superficial de raizes ocorreu devido a
inoculagdo com isolados que ja sao relatados quanto ao potencial de sintese de
fitormbénio (BASHAN & HOLGUIN, 1997). Entretanto, alguns isolados, apesar de
possuirem capacidade para produgdo de auxina, apresentaram resultados
contraditorios. Isto pode ter ocorrido devido a altas concentragdes de hormdnios que
causam a inibicdo do desenvolvimento de raizes em algumas culturas (BROEK et al.,
1999).

Dentre os géneros de bactérias capazes de influenciar positivamente na fisiologia

de plantas, destaca-se a familia Rhizobiaceae pela capacidade de fixacdo de Nz e
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solubilizacdo de compostos de fosfato inorganico (GYANESHWAR, et al., 2002). Além
disso, estas bactérias podem colaborar no desenvolvimento de raizes por meio da
producéo de AlA e formagado de ndédulos em leguminosas (KUKLINSKY-SOBRAL et al.,
2004).

DA SILVA (2005) observou por meio do estudo de promogé&o de crescimento em
mudas de cacaueiro, os efeitos positivos quanto a capacidade de producéo de AlIA e
solubilizacao de fésforo detectados em Serratia sp., Pseudomonas sp. e Enterobacter
sp. Bactérias que apresentam mais de uma caracteristica para a promocgédo de
crescimento vegetal, como por exemplo, a capacidade de mineralizag&o de nutrientes e
producdo de sideréforos ou solubilizagdo de fosforo e produgdo de auxinas, sao
desejaveis para uma possivel aplicagdo no campo, proporcionando o aumento da
produgao agricola (VERMA et al., 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estirpe—padrao e fontes de fosforo

As estirpes utilizadas como padrées de solubilizagdo de fosforo Burkholderia
ferrariae FeGI01 e Burkholderia cepacia ATCC 25416 foram adquiridas da Coleccion
Espafiola de Cultivos tipo (CECT) - Universidad de Valencia e EMBRAPA -
Agrobiologia, respectivamente. As fontes de fosforo utilizadas foram fosfato de calcio
Cas (OH) (PO4)s e os fosfatos de rocha de Cataldo (28% de P) e Araxa (24% de P),
cedidas por Adubo Cataldao Com. e Industria Ltda. - Cataldo-GO, e pela Bunge
Fertilizantes S.A.-Unidade Araxa-MG, respectivamente.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Bioquimica de Plantas e
Microorganismos (LBMP), na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP -
Jaboticabal-SP.

3.2 Amostras de solo e variedades de cana-de-agucar

As amostras de solo foram coletadas de 0 a 20 cm de profundidade, seguindo os
procedimentos para coleta de amostra de solo (EMBRAPA, 2005) em areas de Usinas
sucroalcooleiras, nos municipios de Pontal (Latossolo Vermelho Escuro) (21°02’51,20”
S 48°06’31.81” W), Pitangueiras (Latossolo Roxo) (20°59'43.13” S 48°09'52.26” W) e
Jaboticabal (Latossolo Rox0)(21°18'20.99”S 48°11°31.42”W).

As regides amostradas nos municipios de Pontal e Pitangueiras receberam
adubagao com torta de filtro, em area total, na dosagem de 75 t ha™ e vinhaga (240 kg
de K,O ha'). Nestes municipios, a cana-soca estava com cerca de um més apos o corte
realizado com o auxilio da queimada ou colheita mecanizada. No municipio de
Jaboticabal, a cana-de-agticar recebeu 500 kg ha'(8-28-16) de NPK e estava com
aproximadamente um ano.

Para facilitar o reconhecimento e a identificagdo da area amostrada, os isolados

foram nomeados da seguinte forma: A5 (Amostra 5) 142 (isolado 42) para Pontal e
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Pitangueiras, sendo que nestes municipios 0 numero de amostras foram 9 (A1 a A9).
Para o municipio de Jaboticabal os isolados foram identificados por USC.

As variedades de cana-de-agucar SP791011(areas A1 a A3) e SP801842 (USC)
foram cultivadas nos municipios de Pontal e Jaboticabal, respectivamente. A variedade
RB855453 foi cultivada em Pontal (A4 e A5) e Pitangueiras (A6 a A9)

3.3 Isolamento de bactérias

Para o isolamento, as amostras de solos foram peneiradas para retirar a
presenca de raizes, folhas e outros materiais. As diferentes estirpes bacterianas foram
isoladas fazendo-se diluicdo seriada de uma suspensao homogénea de 10 g de solo em
90 mL de solugao salina (NaCl 0,85 %), mantidas a 25°C por 30 min, sob agitacédo de
250 rpm. As diluigdes 10™ a 1078 foram plaqueadas no meio NBRIP sélido (NAUTIYAL
et al.,, 1999): 10 g de glicose; 5g de Cas (OH) (PQ4)s; 5g de MgCl, 6H20; 0,25 g de
MgSO47H20; 0,2 g de KCI; 0,1 g de (NH4)2 SO4; 1,5% de agar e pH 7,0 para volume
total igual a 1L. As bactérias foram incubadas por 15 dias, a 28°C.

A confirmagéo do isolamento de bactérias com capacidade de solubilizagdo de
fosfato de calcio foi realizada por meio da presenca de um halo claro ao redor da
colbnia.

Os isolados foram mantidos em meio de cultura DYGS: 2g de glicose; 1,5g de
Peptona; 2g de extraro de levedura; 0,5g de KH,PO4. 7H,0; 0,5g de MgSO, 7H,0; para
1L, pH 6,8 (RODRIGUEZ NETO et al., 1986) e depois foram estocados em glicerol a -
80°C.

3.4 Cultivo e Caracterizagcdo de novos isolados

3.4.1 Cultivo de Bactérias, extracao e purificacdo do DNA gendmico

As diferentes linhagens foram cultivadas em meio DYGS solido. Para a extragéo
de DNA (SAMBROOK et al., 1989), os isolados foram crescidos em 50 mL do meio que
proporcionou a menor quantidade de goma durante 24 horas, a 28° C, sob agitacédo de

180 rpm. Cada suspensao bacteriana foi centrifugada a 12.000xg por 30 min, a 4°C. O
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sedimento foi lavado com solugdo salina (NaCl 0,85%) e coletado apds centrifugacao
de 15.600xg por 5 min. Para lise bacteriana, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de
solugéo salina/tmM EDTA e pré - incubado a 37°C, por 10 minutos. Em seguida,
colocou-se 500 pL de lisozima (5mg mL™") preparada em tampao Tris 24 mM/EDTA 10
mM/Dextrose 50 mM, e 15uL de RNAse (10mg mL™") ,incubando-se 56°C, por 30 min.

Apos este tempo de incubagéo, foram adicionados 500 uL de perclorato de sédio
5M, gota a gota, sob suave agitacdo, e 2 mL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(25:24:1). As amostras foram deixadas por 1 hora, a 8°C (banho de gelo), sob agitacao
orbital a 220 rpm. Foi efetuada uma centrifugacédo de 12.000xg por 20 min, a 4°C. A
fase superior aquosa foi recolhida e misturada com 2mL de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1), sendo mantida por 20 min, a 8 °C, sob agitacdo de 220 rpm. Foi feita
mais uma centrifugacéo e, posteriormente, foi coletada a fase superior.

Para a precipitacdo do DNA gendmico, foram adicionados 2 volumes de etanol
absoluto (-20°C) com incubacdo a —20°C, por cerca de 16 horas. O material foi
centrifugado a 5.860 x g por 20 min, a 4°C. ApoOs descartar o sobrenadante, o
precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70% (-20°C) e secado a
temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em tampé&o TE 10:1(Tris-HCI-10 mM;
EDTA-1 mM; pH 8,0) em espectrofotbmetro em 260 nm e analisado através de

eletroforese em gel de agarose 0,8%.
3.4.2 Quantificacdo do DNA gendémico

Para a quantificagdo do DNA, fez-se uma diluicdo de 10X do DNA em agua milli-
Q. A leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotdmetro Beckmann-Du 640-
B, onde se utilizou o comprimento de onda 280 nm para a determinacdo de possiveis
contaminagbdes do mesmo com proteina e/ou fenol. Otimizou-se o DNA quando a leitura
da absorbancia da relacao 260/280 nm apresentou-se na faixa entre 1,7 e 2,0. Para os
calculos da concentracdo do DNA, considerou-se o padrdo de uma unidade de
absorbancia a 260 nm, como equivalente a 50 ug de DNA por mL de solugéo
(SAMBROCOK et al.,1989).
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A relagéo entre as absorbancias 260/280 nm estima o grau de pureza do DNA.
Essa relacao é influenciada pelo pH e pela concentracao de sais da solugéo na qual o
DNA foi diluido. DNAs diluidos em agua mantém uma relagéo na faixa entre 1,5 e 1,9,
enquanto DNAs diluidos em tampéao Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 mantém a relagéo entre
1,8 e 2,1. Contudo, quanto mais préximo de 1,8 for a relagdo, maior a pureza do DNA
extraido. Se a relacdo n&o apresentar os valores adequados, pode-se fazer uma
purificacdo do DNA com o objetivo de eliminar: proteinas, residuos de fenol ou outro
composto contaminante e, depois de obter uma relagdo adequada, apenas o valor de
absorbancia a 260 nm é utilizado para o calculo da concentragdo de DNA.

A qualidade do DNA gendmico foi avaliada por meio da comparagéo visual com a
intensidade das bandas do 1Kb ladder (Fermentas®), por meio de eletroforese em gel

de agarose 0,8 %.
3.4.3 Amplificacdo do DNA por primers correspondente ao gene 16S rRNA

O gene 16S rRNA presente nos isolados foi amplificado pela Reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), usando os primers universais fD1 e rD1 (WEISBURG et al.,
1991). A reacéo contendo 200 mM de deoxinucleotideos, 5 pmoles de cada primer, 2
mM MgCI2, 10X Tampéao para PCR e 1,25U de Taq DNA polimerase (Fermentas) e 40
ng de DNA foi realizada em termociclador Gene Amp® PCR System 9700 Applied
Biosystem, com um ciclo inicial de desnaturagcéo a 94°C por 5 min; seguido de 35 ciclos
de desnaturacao a 94°C por 30 seg, pareamento a 56°C por 40 min; e extensao a 72°C
por 1 min e 30 seg; extensao final a 72°C por 7 min;e manutencgao a 4°C (WEISBURG
et al., 1991).

3.4.4 Amplificacdo do DNA pelo primer correspondente a sequéncia repetitiva
BOX-A1R

DNAs cromossbmicos dos isolados foram amplificados usando-se o primer BOX
- A1R (5’-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G -3’) (MARTIN et al., 1992).
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As condigdes para reacdo de PCR utilizando o primer BOX-A1R foram: 30 ng de
DNA molde, 10 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl,, tamp&o 10X, 5 pmoles uL™" de
primer,1U de Taq DNA polimerase (Fermentas ®) e agua milli-Q esterelizada para
completar o volume final de 20 pL.

A amplificagdo foi realizada no termociclador Gene Amp® PCR System 9700
Applied Biosystens. Para o primer BOX-A1R (Fermentas®), foi realizado o ciclo
proposto por MITTAL & JOHRI (2007) com algumas modificagdes: 1 ciclo a 95°C por 5
min; seguido de 40 ciclos de desnaturacédo a 95°C por 1 min; pareamento a 60°C por 1
min; e extensao a 72°C por 1 min e 30 seg; extensao final a 72°C por 5 min e um ciclo
final de 5°C.

3.4.5 Eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etidio e documentacgéo

A separacéo dos produtos amplificados pela PCR foi feita em géis de agarose
(BioRad), na concentracao de 1,5% , 1 hora a 80V para os produtos de PCR da regido
16S rDNA e 2%, 9 horas e 60V para o BOX-A1TR em cuba horizontal (Max Cell
EC360M), utilizando como peso molecular o marcador 1 kb DNA em tamp&o TBE (89
mM de Tris-base, 89 mM de acido bérico, 2 mM de EDTA, pH 8,3).

A agarose foi fundida em tampao TBE 1X, em forno de micro-ondas, na poténcia
maxima, deixando—a esfriar em temperatura ambiente até atingir aproximadamente
60°C, sendo em seguida adicionados brometo de etidio (5 pg mL™") e agarose vertida na
cuba da eletroforese. Uma vez a agarose solidificada, foram adicionados 1.800 mL de
tampao TBE. Os produtos da amplificagao (5 uL) foram misturados com 2 uL de tampéo
de amostra (glicerol 30%, EDTA 100 mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,30%) e
aplicados nos pocgos do gel. Como padrdo do peso molecular, foi usado 1 Kb DNA
ladder (Fermentas®).

Os géis foram visualizados através da incidéncia de luz ultravioleta, identificados
e registrados através de um sistema de documentacgéo de géis GelDoc1000 (BioRad),
com opgado de imagem invertida, a fim de produzir imagem negativa, para facilitar a

visualizagao das bandas.
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3.4.6 Reacao da PCR para sequenciamento do fragmento génico 16S rDNA

O produto de PCR foi purificado utilizando-se do Kit GENECLEAN® (Bio 101). As
reagdes de sequenciamento foram realizadas em microplacas, utilizando cada primer
de forma independente com 80 ng de DNA, 1,0 pL de dye (DYEnamic ET, Amerscham
Bioscienses), Tampao 2,5X (400 mM Tris-HCI, pH 9,0; 10 mM MgClI2), 1,0 pyL dos
primers fD1 e rD1 (5 pmoles) e 1,0 yL dos primers internos (3 pmoles): 362f (regiao
339-362) (5-CTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3), 786f regiao (746-786)
(5’ AAGCGTGGGGAGCAAACAGG-3) e 203f regiao (1179-1203)
(5’ AGGTGGGGATGACGTCA-3).

Para os primers internos, foi utilizado o seguinte programa: desnaturagéo a 95°C
por 2 min; seguido de 30 ciclos de desnaturacao a 95°C por 10 seg, pareamento a 50°C

por 4 seg, extensdo a 60°C por 4 min; e manutencao a 4°C (MENNA et al., 2006).

3.4.7 Sequenciamento dos produtos da PCR utilizando o equipamento capilar ABI
3700

Apds a reacgdo, as amostras foram preparadas para o sequenciamento do
produto de PCR em microplaca. Foram adicionados 80 pL de isopropanol 75%, sendo
as mesmas agitadas levemente. Posteriormente, as amostras permaneceram por 15
min em temperatura ambiente e foram centrifugadas a 3.220 x g por 45 min, a 20°C.
Apds a centrifugacéo, foi descartado o sobrenadante, e a placa foi deixada por 5 min
em temperatura ambiente, invertida em papel absorvente. Foram adicionados 200 uL
de etanol 70%, e a microplaca foi centrifugada a 3.220 x g por 10 min, a 20°C. Apéds a
centrifugacdo, foi descartado novamente o sobrenadante, e a placa foi invertida
novamente sobre papel absorvente para uma breve centrifugacdo da placa (spin). As

amostras foram secas em fluxo laminar por 30 min.
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3.4.8 Analise do sequenciamento e posicado filogenética baseada no gene 16S
rRNA

Para se verificar a qualidade das sequéncias geradas, foi utilizado o programa
“Sequecing Analysis 3.4”, gerando os eletroforogamas que foram submetidos a analise
pelo programa “Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al.,, 1998). A selegdo das
sequéncias adequadas foi realizada utilizando os programas do pacote
Phred/Phrap/Consed, o qual analisa a qualidade das sequéncias, visualizando
graficamente, gerando arquivos no formato “fasta”, na qual o nivel de exigéncia foi de
200 bases com qualidade Prhed maior ou igual a 20 (EWING et al., 1998), auxiliado
pelo programa “Contgen.pl”.

Preliminarmente, as sequéncias foram submetidas a consulta de similaridade de
nucleotideos, com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank através do
programa BLAST “Basic Local Alignment Search Tools” (ALTSCHUL et al.,1997), em
uma “workstation” SUNBLADE 1000 (SUN Microsystems), pelo “site” do Laboratério de

Bioguimica de Microrganismos e Plantas (http://Ibmp.fcav.unesp.br/blast).

Além disso, essas sequéncias foram comparadas com outras do Ribossomal
Database Project Il (RDPII), utilizando o programa Classifier com 95% de confianca
para atribuir as sequéncias 16S rRNA (WANG et al., 2007). O RDP utiliza como
classificador o Naive Bayesian rRNA Classifier (Versédo 1.0, novembro 2003) e a
taxonomia hierarquica baseia-se no Manual de sistematica bacteriolégica Bergey
(GARRITY et al., 2007).

As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas pelo programa
“‘CLUSTALX V.4.0.” (LARKIN et al., 2007) com base no gene 16S rRNA. Além disso,
para esta comparacgéo foi realizada a busca de sequéncias depositadas no GenBank,
com o proposito de agrupar as bactérias nos respectivos géneros.

Para matriz de distancia das arvores filogenéticas foi utilizado o método de
construgdo da arvore neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987) e o algoritmo “Jukes-
Cantor” (JUKES & CANTOR, 1969), respectivamente processado pelo programa de
Andlise Genética de Evolugdo Molecular MEGA verséo 4.0 (TAMURA et al. 2007).
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3.4.9 Andlises individuais e combinadas dos produtos de PCR da sequéncia
repetitiva BOX- A1R

Para o calculo da matriz de similaridade, foi utilizado o coeficiente de Jaccard
(LEGENDRE & LEGENDRE, 1983). O coeficiente de Jaccard (i, j) é igual a

al/(at+b+c),onde a, b e ¢ sdo coeficientes definidos da seguinte forma:

J

presenca auséncia
i presenga a b

auséncia c -

“wr 73]

As letras “I” e “)” referem-se a duas estirpes, sendo indicadas presenca e
auséncia de bandas; a é igual ao numero de coincidéncias; b+c € igual a um numero de
discrepancias.

A partir da analise do bandeamento produzido por cada reagdo de amplificagcéo
do marcador, é conferido parametro 1 para a presencga de banda e zero para a auséncia
de banda, sendo possivel a elaboracdo de uma matriz binaria, analisada pelo programa
de sistema de analise multivariada (NTSYS-PC). O dendrograma foi constituido pelo
método do Agrupamento Hierarquico neighbor-joinining, através do programa SAHN do
NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariated Analysis System) (ROHLF & SLICE,
1982), que compara as estirpes, duas a duas, agrupando-as de forma tanto mais similar
quanto mais coincidente forem os fragmentos de mesmo peso molecular. Para a

realizacao da analise foi utilizado o programa Free -Tree (PAVLICEK et al., 1999).
3.5 Avaliacdo de solubilizagcdo em meio sélido e liquido

A avaliagdo em meio NBRIP soélido contendo fosfato de calcio (5 g L™) foi

realizada até o 15° dia apds a inoculagdo com um repique no centro da placa. Foi



26

mensurado o didmetro do halo da coldnia a cada cinco dias, e no 15° dia foi calculado o
indice de solubilizagao (IS) por meio da raz&do entre o diametro do halo e o didmetro da
colénia (BERRAQUEIRO et al., 1976).

De acordo com SILVA FILHO & VIDOR (2000), a solubilizagdo pode ser
classificada em baixa solubilizagdo (IS < 2), média solubilizagdo (2< IS < 3) e alta
solubilizacao (IS > 3). A partir de 61 isolados, foram selecionados os que obtiveram um
indice maior ou igual a trés, no 15° dia apdés a inoculagdo, além das bactérias B.
cepacia e B. ferrariae, que foram utilizadas como padrbées para avaliagdo quanto a
solubilizacao biolégica de fosfato de calcio fosfato de Cataldo e fosfato de Araxa. Para
os isolados selecionados, foi realizado novamente o repique em triplicata no meio de
cultura NBRIP.

As bactérias utilizadas foram cultivadas em meio DYGS como pré-inoculo.
Posteriormente os meios NBRIP com fosfato de calcio (5 g L) (NAUTIYAL, 1999) e
com 2,59 L™ de cada rocha fosfatada (XIAO et al., 2008). foram inoculados com 2% v/v
do pré-indculo a 2 x 10UFC mL"para o meio.

O experimento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x12 (3 fontes
de fosforo x 12 isolados), com trés repeticdes. Como testemunha, foi incubado o meio
liquido e sdlido sem indculo. Os frascos foram vedados e incubados a 30°C, 160 rpm,
por sete dias, em agitagdo constante (Innova™ 4335 New Brunswick Scientific).

Aliquotas de 1 mL foram coletadas assepticamente a cada doze horas para
determinagédo de fésforo soluvel e taxa de crescimento (D.O. a 600 nm). Devido a
presenca de particulas insoluveis de Cas (OH) (PO4); no sobrenadante, as amostras
foram sedimentadas por centrifugacédo a 15.294 x g, 15 min e a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi retirado para avaliacao do fosfato soluvel pelo método de molibdato-
vanadato sem digestao (MALAVOLTA et al., 1989). Ao precipitado, foi adicionado 1 mL
de agua Milli-Q para ressuspendé-lo. A DO foi monitorada a 600 nm no biofotémetro
(Eppendorff ©).

Ao final do periodo de incubagdo (168 horas) foi avaliado o pH de todos os

isolados, para verificar as mudangas decorrentes do crescimento e da solubilizagdo.
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Os resultados obtidos foram analisados por meio da comparacao de médias pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software AgroEstat (BARBOSA &
MALDONADO JUNIOR, 2008).

3.6 Avaliacdo dos Isolados selecionados quanto a sintese de AIA

Dentre os isolados obtidos, foi feita uma pré-selecdo como descrita
anteriormente. Além da avaliagdo de solubilizagcdo de fésforo, também foi avaliada a
produgdo de acido indolacético (AlA) por meio do método colorimétrico descrito por
GORDON & WEBER (1951), com algumas modificagcdes. Inicialmente, as bactérias
foram crescidas em 10 mL de meio DYGS (RODRIGUEZ NETO et al., 1986) por 24 h, a
30°C, sob agitagdo constante de 160 rpm. Posteriormente, este pré-cultivo foi utilizado
para inocular 100 mL do mesmo meio com 200 ug mL™" (TSAVKELOVA et al., 2005) de
triptofano até 5 Kletts, que foi mantido sob as mesmas condi¢des anteriores. A cada 12
horas, foram assepticamente coletados 2 mL de meio de cultura, onde se pode
determinar a DO (600nm). Estas amostras foram centrifugadas por 10 min, a 10.000 xg
e temperatura de 10°C. Em seguida, 1 mL do sobrenadante de cada amostra foi
transferido para tubo de ensaio de 25 mL, sendo adicionados 2 mL do reagente de
Salkolwisk (FeCl;.6H20 2% e HCl3 37%). Os tubos foram mantidos no escuro por 30
min (HARTMANN et al., 1983). A presenca do horménio foi visualizada pela coloragéo
résea e quantificada pela leitura da absorbancia a 530 nm em um espectrofotdmetro.
Todas as dosagens foram realizadas em triplicata. Como controle negativo, utilizou-se
apenas o meio de cultura DYGS. Para a estimativa de producao de AlA, utilizou-se uma
reta - padrdo com acido indolacético (Sigma), com 98% de pureza, nas seguintes
concentracdes: 0; 1; 3; 5; 7; 10; 25; 50; 100 e 150ug mL™.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e Condi¢cdes Ambientais

O isolamento em meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999) possibilitou a obtencao de 61
isolados (Tabela 1).

Os solos de Pitangueiras e Jaboticabal séo classificados como latossolo roxo,
enquanto que em Pontal o solo recebe a denominagéo de latossolo vermelho escuro.
Todas as amostras apresentaram teor de argila maior que 35%, sendo considerados
argilosos. Solos com textura argilosa apresentam maior retencao de agua e capacidade
de troca catibnica (CTC) resultando em maiores teores de nutrientes (ESPERA &
NASCIMENTO JUNIOR, 2006).

As concentragées de P no solo (mg dm®) nao influenciaram na taxa de
isolamento, pois, para os maiores (Jaboticabal e Pitangueiras) e menores (Pontal)
valores de P, foi encontrado o menor numero de isolados, sendo que o maior nimero
de isolados foi obtido em areas com valores de 49 e 21 mg dm ~ de P, respectivamente
(Tabela2).

A baixa taxa de isolamento em Jaboticabal quando comparado a Pontal e
Pitangueiras pode ter ocorrido devido a aplicacdo de vinhaga e torta de filtro, que
influencia nos aspectos fisicos e quimicos do solo.

Confrotando os municipios de Pontal e Pitangueiras que receberam o mesmo
manejo, a diferenca da taxa de isolamento pode ocorrer devido a concentragdo do
elemento calcio que pode interferir no processo de solubilizagdo. A disponibilizagdo de
fésforo ocorre principalmente pela formagdo de acidos organicos e inorganicos, e os
elevados teores de calcio favoreceriam complexagéo do ion fosfato ao célcio (COSTA
et al., 2008)

Existem diversos estudos sobre o efeito da vinhagca nos solos, ao longo do
tempo, como o aumento do pH, da CTC, fornecimento e disponibilidade de alguns
nutrientes, melhoria da estrutura do solo e da atividade biolégica microbiana. O

aumento da atividade microbiana deve-se a existéncia de matéria organica na vinhaca,
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fornecendo energia aos microrganismos e possibilitando o crescimento e a atividade da
massa microbiana sob as transformacdes no solo (FERREIRA & MONTEIRO, 1987).

A torta de filtro € um residuo proveniente da filtracdo a vacuo para separar o lodo
dos decantadores com o bagacilho no processo de produgdo de acgucar.
KORNDORFER & ANDERSON (1997) afirmam que a torta de filtro promove alteragdes
na disponibilidade de nutrientes como P, Ca e N, aumento nos teores de C organico,
aumento na CTC e diminuicao nos teores de Al trocavel.

Durante a queima do canavial, a temperatura nas camadas superficiais pode
chegar acerca de 200°C, o que ocasiona no solo, a perda de nutrientes essenciais para
o desenvolvimento como N, P e S. Apesar disso, a atividade microbioldégica nao é
afetada diretamente pelas altas temperaturas decorrentes das queimadas, mas, sim,
pela reducdo do palhico, ano ap6s ano, que favorece a redugdo do teor de matéria
organica, essencial para atividade microbiana (RIPOLI & RIPOLI, 2004). Os dados
apresentados por estes autores confirmam aos resultados obtidos neste trabalho, que
obteve a maior taxa de isolamento em regides com queimada (amostras 1, 2, 3, 4,5 e
6).

O numero de isolados foi maior em areas com queimadas e aplicagéo de vinhacga
e torta de filtro, mostrando que a queimada nado prejudicou os beneficios destes
residuos da industria canavieira sob a atividade microbiana.

CASAGRANDE (1991) mostra que a ordem de absor¢ao para cana-de-agucar é
de:N>K>Ca>Mg>S>P;K>N>Ca>Mg>S>P;K>N>Ca>Mg>P >8S,
respectivamente para as unidades de solo Latosssolo Vermelho escuro (LE), Latossolo
Roxo (LR) e Podzdlico Vermelho Amarelo (PV). Para cana-soca a ordem € de: K> N >
Mg>Ca>S>P;K>N>Mg>Ca>P>S;K>N>Mg>Ca>P > S, respectivamente
para as unidades LE, LR e PV. Podendo concluir que o fésforo € um elemento pouco
extraido pela cana-de-agucar em ambos os solos estudados.

Dentre as trés variedades de cana-de-agucar utilizada a RB855453 (variedade
precoce) foi a que apresentou o maior numero de isolados (45) seguido de SP791011
(variedade média) com 14 e 2 para SP801842 (variedade média)

Realizando uma comparacéo entre classe de solo e variedade, a maior taxa de

isolamento obteve-se com RB855453 em latossolo vermelho escuro no municipio de
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Pontal. J&4 em Pitangueiras com a mesma variedade, mas com latossolo roxo, 0 numero
de isolados foi menor.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que existe uma interagéo entre
variedade, solo e microrganismo como observado por TASSO JUNIOR (2007), que
realizou um estudo sobre caracterizagdo agrotecnoldgica de cultivares de cana-de-
acgucar nos municipios de Colina e Olimpia — SP utilizando diferentes variedades de
ciclo precoce, médio e tardio. Em relacdo ao acumulo de macronutrientes nos colmos
das variedades cultivadas no municipio de Colina, a variedade precoce RB855156,
destacou-se para o acumulo K, Mg e S, sem, contudo ser a mais produtiva. A variedade
mais produtiva (RB855453) destacou-se apenas o que se refere ao acumulo de N, Mg e
S. Por outro lado, a variedade menos produtiva (SP89-1115) apresentou grande
acumulo de P, N. Ca, Mg e S. Essas mesmas variedades cultivadas em Olimpia
apresentaram comportamentos diferentes, ou seja, ndo houve destaque em termos de

acumulo de macronutrientes para uma variedade especifica.
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Tabela 1. indice de solubilizagdo (didmetro do halo solubilizado/diametro da colénia
(BERRAQUEIRO et al., 1976) calculado para todos isolados obtidos.

Avaliacao da Eficiéncia de solubilizacdo de fosfato (mm)

15 dias
Isolado @colbnia Ohalo IS-15dias
A5174 1,2 1,8 1,50
A2161 0,4 1,5 3,75
A2162 0,9 1,4 1,56
A2163 1,0 1,5 1,50
A5172 0,9 2,4 2,67
A5171 0,7 1,5 2,14
A5173 1,0 1,9 1,90
A5166 1,7 2,3 1,35
A4165 0,8 1,5 1,88
A5167 1,3 2,6 2,00
A2158 0,5 1,2 2,40
A2157 0,6 1,1 1,83
A2160 0,4 1 2,50
A5142 0,5 2,5 5,00
A5144 1,3 1,5 1,15
A5155 0,4 1,6 4,00
A2119 1,4 1,7 1,21
A2120 1,5 1,6 1,07
A5137 1,8 3,3 1,83
A2121 0,6 1,5 2,50
A5135 1,1 2,1 1,91
A5134 1,3 1,7 1,31
A5132 0,8 1,5 1,88
A5141 0,7 1,8 2,57
A5140 0,9 2,2 2,44
A5153 0,5 2,1 4,20
A5150 1,3 3,5 2,69
A5151 1,3 3,2 2,46
A5152 1,9 2,3 1,21
A5146 0,6 2 3,33
A5147 0,6 1,3 2,17
A5156 0,4 1,0 2,50
A2123 1,1 1,4 1,27
A2125 1,4 1,7 1,21
A2124 1,1 1,8 1,64

AS5I54 0,9 2,0 2,22




Continuagao Tabela 1:

Isolado @ colbnia J halo IS-15 dias

A5138 1,1 1,8 1,64
A4127 1,0 1,5 1,50
A4130 0,8 2,0 2,50
A4131 1,1 1,8 1,64
A4126 0,5 1,3 2,60
A5145 1,0 1,5 1,50
A3l14 0,4 2,5 6,25
A7112 0,9 2,0 2,22
A7115 0,7 1,3 1,86
A7111 1,9 4,3 2,26
A7111.1 0,8 2,1 2,63
A7116 0,5 1,2 2,40
A7I17 0,8 2 2,50
A61D 0,8 2 2,50
USCS8 0,6 3,0 5,00
USC7 0,4 1,7 4,25
A113 1,2 2,0 1,67
A8I1 1,3 3,5 2,69
A7110 0,4 1 2,50
A115 1,0 2 2,00
A6I8 0,2 0,8 4,00
A5136 1,2 3,0 2,50
A5173 0,8 1,8 2,25
A619 0,5 1,2 2,40
A9IG 0,4 3,0 7,50
Burkholderia ferrariae 0,6 3,2 5,33
Burkholderia cepacia 0,8 3,3 4,13
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4.2 Avaliacao de solubilizacdo em meio solido

Antes de realizar o teste de eficiéncia de solubilizagdo em meio liquido foram
selecionados os isolados que obtiveram valores de 1S>3 no 15° dia apds a inoculagéo
em meio solido com fosfato de calcio.

A maioria dos isolados apresentaram IS médio (2<IS<3), somente dez isolados e
as duas bactérias utilizadas como padrdes de solubilizagdo apresentaram alto indice de
solubilizacao (1S>3) (Tabela 3 e Figura 1). Estes indices de solubilizagéo e a proporgéo
com que eles foram encontrados sdo semelhantes aos obtidos por SILVA FILHO &
VIDOR (2000), MASSENSSINI, (2007) e NAUTIYAL (1999), que obteve o diametro dos
halos variando de 2 a 7 mm. para os isolados do género Pseudomonas e de 2 a 5 mm
para Bacillus. Os isolados Candidatus B.verschuerenii (A9IG) e Burkholderia sp. (A3114)
apresentaram IS igual a 7,33 e 6,47, respectivamente, sendo estes superiores aos
obtidos pelas bactérias utilizadas como padrdes. Os outros isolados selecionados
apresentaram IS entre 3,17 e 5,4, valor préximo aos obtidos por B.cepacea e
B.ferrariae.

Tabela 3. Avaliacado da capacidade de solubilizagcdo em meio NBRIP solido.

Isolado IS - 15 dias
Arthrobacter sp. (A2161) 3,92 ef
Labrys portucalensis (A5142) 4,91 cd
Flexibacter sancti (A5153) 4,35 cd
Chlorella protothecoides (A5146) 3,17 f
Burkholderia sp (A3114) 6,47 b
Enterobacter sp (USC8) 540c
E. hormaechei subsp.steigerwaltii (USC7) 4,08 e
Candidatus Burkholderia verschuerenii (A9IG) 7,33 a
Burkhloderia gladioli (A618) 4,25 de
Burkholderia sp (A5155) 3,75 ef
Burkholderia ferrariae(BF) 531c
Burkholderia cepacia(BC) 4,31 f

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% a de probabilidade pelo

teste de Tukey.
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Figura 1. Capacidade de solubilizagao dos isolados selecionados no 15° dia apoés a

inoculacgao.

4.3 Avaliacao da qualidade do DNA genémico

A qualidade do DNA gendmico isolado foi avaliada por meio de eletroforese em
gel de agarose. Foi utilizado o padrao 1 Kb DNA ladder (Fermentas®) como padrao de
tamanho molecular. O aparecimento de uma uUnica banda integra de alto peso
molecular indica que o processo de extracao do DNA foi bem-sucedido, e 0 mesmo nao

se encontra degradado (Figura 2).
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1Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 2. Avaliacao do DNA gendmico extraido dos 10 isolados e das duas estirpes-
padrao, através de eletroforese em gel de agarose 0,8%. P-padrao 1 Kb DNA
ladder (Fermentas®); 1 - Arthrobacter sp.(A2161); 2 -Burkholderia sp. (A3114);
3 - Labrys portucalensis (A5142); 4 - C. protothecoides (A5146); 5 - Flexibacter
sancti (A5153); 6 - Burkholderia sp. (A5155); 7 - B. gladioli (A618); 8 - C.B.
verschuerenii (A91G); 9 - E. homachei subsp. steigerwaltii (USC7); 10 -
Enterobacter sp. (USC8); 11-Burkholderia cepacia; 12-Burkholderia ferrariae.

4.4 Andlises taxondmicas individuais dos isolados

Com o programa BLAST do GenBank realizou-se uma pesquisa cuja
comparagao ocorreu entre os dados obtidos neste trabalho com os que ja se encontram
no banco de dados. Permitiu a caracterizagdo e verificou a similaridade dos isolados
com uma porcentagem de identidade variando de 91 a 99%. O isolado A5I46
apresentou baixa similaridade com os resultados depositados no Banco de Dados,
supostamente devido ao isolamento e sequenciamento de novos organismos pouco
estudados. O isolado A5146 foi identificado como C. protothecoides. Existem relatos
quanto a capacidade de solubilizagdo de fosfato por microalgas, como descrito é

GRUPTA et al. (1998) que observaram esta atividade em cianobactérias.
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Os resultados obtidos para os isolados A3114; A5155; A6I8 e A9IG confirmam os
resultados de que o género Burkholderia € um dos principais quanto a solubilizacdo de
fosfato. Além disso, os isolados USC7 e USC8 foram identificados como sendo
enterobactérias, que também é considerado outro grupo com capacidade solubilizadora
(KAMPFER, 2003). O isolado A3I14 apresentou alta similaridade com Burkholderia
caribensis (AY586519 GenBank), que foi identificada como sendo bactéria diazotréfica
endofitica da cultura de cana-de-agucar.

O isolado A5I42 foi identificado dentro de um género da familia Rhizobiaceae,
que apresenta alguns estudos quanto a atividade solubilizadora de fosfato
(RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). Este isolado apresentou similaridade com Labrys
portucalensis na comparagcdo com o NCBI GenBank. CARVALHO et al. (2008)
detectaram a presenca de L. portucalensis com capacidade de degradar fluorobenzeno
em sedimentos contaminados por residuos industriais no norte de Portugal.

Além dos isolados que apresentaram similaridade com os microrganismos ja
estudados, foi identificado novo isolado Flexibacter sancti (A5153) com potencial para o
estudo de solubilizacéo de fosfato (Tabela 4).

No banco de dados RDPII, foi utilizado um limite de confiangca de 95%; portanto,
sequéncias com valores abaixo deste estabelecido ndo conseguiram sua classificagéo a
nivel de género como os isolados A5l46 e USC8, que se apresentaram como
“unclassified cloroplast” e “unclassified Enterobacteriaceae”, respectivamente.

O isolado A9IG foi classificado como “Candidatus Burkholderia verschuerenii”
pelo NCBI GenBank, e como Citrobacter pelo RDPII. Esta diferenga pode ter ocorrido,
pois o primeiro banco analisa similaridade entre as sequéncias estudadas com uma
enorme quantidade de sequéncias mantidas neste banco de dados; ja o segundo € uma
ferramenta especializada que utiliza a algoritmo Bayesiana, permitindo, assim, a
classificacdo em taxons. Este género pertence a familia das Enterobacteriaceae e, além
de possuir capacidade quanto a solubilizacdo (KAMPFER, 2003), alguns
microrganismos desta familia, como Pantoea, Citrobacter e Klebsiella, também sao
conhecidos pela capacidade de fixar o nitrogénio anaerobicamente (VERMA et al.,
2001).
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Os isolados A2161; A3114; A5142; A5146; A5I55; A6I8; USC7; USCS8 e as duas
bactérias utilizadas como padrdes coincidiram com os resultados obtidos para ambos
os bancos de dados utilizados (Tabela 4).

O isolado A5I53 foi identificado como Flexibacter sancti pelo NCBI GenBank,
mas, quando analisado pelo RDPIIl, foi identificado ao nivel de género como
Chitinophaga. Isto se deve a nova classificagao realizada por KAMPFER et al. (2006)
que, por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA, transferiram o género Flexibacter
para Chitinophaga.

Tabela 4. Resultados da busca por similaridade no NCBI GenBank e RDP

NCBI GenBank RDPII
Isolado . % Id —
GenBank Descricao Descri¢cdo
A2161 FJ890893 Arthrobacter sp. FJ389669.1 99  Arthrobacter
A3114 FJ890892 Burkholderia sp TJ 182 AJ505301.1 99  Burkholderia
A5142 FJ890891 Labrys portucalensis strain AY362040.1 98 Labrys
unclassified
A5146 FJ890890 C.protothecoides X65688.1 91 cloroplast
A5I53 FJ890894 Flexibacter sancti AB078067.1 97  Chitinophaga
A5155 FJ890895 Burkholderia sp Ak-5 AB103080.1 97  Burkholderia
A6I8 FJ890896 Burkholderia gladioli EU090891.1 97  Burkhloderia

A9IG FJ890897 Candidatus B. verschuerenii AY 277699.1 97 Citrobacter
USC7 FJ890898 E. hormaechei subsp.steigerwaltii AI853890.1 98  Enterobacter

unclassified

USC8 FJ890899 Enterobacter sp J11 EU099377 .1 98 Enterobacter
BC - Burkholderia cepacia AB252073.1 99  Burkholderia
BF - Burkholderia ferrariae DQ514537 .1 99  Burkholderia

4.5 Filogenia dos isolados baseada no marcador 16S rDNA

A analise por clusterizagdo baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA permitiu
um agrupamento mais congruente entre todos os géneros distribuidos no dendrograma
(Figura 3).

Os resultados alcangados com o sequenciamento do gene 16S rRNA podem ser
corroborados pelas similaridades observadas com sequéncias depositadas em banco

de dados, as quais podem ser acessadas neste tipo de analise. Essa similaridade entre
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as sequéncias obtidas no Laboratério de Bioquimica de Plantas e Microrganismos e
outras ja depositadas pOde ser observada para todos os isolados estudados.

Para os isolados que apresentaram elevada similaridade ao género Burkholderia,
grupo B, pelo NCBI GenBank, somente o isolado denominado Candidatus Burkholderia
verschuerenii (A9IG) nao foi classificado neste grupo, localizando-se no grupo C
proximo a Citrobacter amalonaticus e Citrobacter farmeri, o que evidencia a importancia
do banco de dados RDP Il, que por meio de sequéncias ribossomais permitiu definir
este isolado pertencente ao género Citrobacter.

O isolado Burkholderia sp. (A3114) apresentou alta similaridade com as espécies
de B.caribensis (AY586519 GenBank) diazotréfica endofitica de cana-de-agucar, B.
hopsita e Burkholderia sp. TJ 182. Ja o isolado Burkholderia sp. (A5155), apesar de
estar localizado no grupo B, apresentou-se em um ramo diferente de Burkholderia sp.
(A3114), apresentando maior similaridade a sequéncias obtidas do banco de dados de
Candidatus Burkholderia verschuerenii.

As bactérias utilizadas como padrbes para solubilizacao, B.cepacia e B.ferrariae,
ficaram agrupadas no grupo B, mas separadas em ramos diferentes, podendo ser
devido a uma pequena diferenca entre os genomas.

B. gladioli (A618) e Arthrobacter sp. (A2161) apresentaram alta similaridade, com
as sequéncias depositadas no Banco de dados, ndo possibilitando dessa forma a
separacgao de bactérias pertencentes a mesma espécie.

Os isolados Enterobacter homachei subsp. steigerwaltii (USC7) e Enterobacter
sp.(USC8) apresentaram alta similaridade entre si e foram agrupadas no grupo E, com
as demais espécies do banco de dados.

C.protothecoides (A5146), Flexibacter sancti (A5153) e Labrys portucalensis
(A5l42) apresentaram baixa distancia filogenética em relacdo as sequéncias
depositadas no banco de dados, agrupando-se nas mesmas politomias L, A, F e CP.

Os resultados apresentados na Figura 3, mostram que o sequenciamento do
gene 16S rRNA possibilitou a separagéo a nivel de género e de espécies proximas,
entretanto ndo diferenciou isolados de uma mesma espécie, coincidindo com os
resultados obtidos por COENYE et al. (2005).
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GONZALEZ (2008) verificou que o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foi
inadequado para o agrupamento a nivel de espécie, das estirpes Rhizobium e
Sinorhizobium. Apesar disso, o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA pode ser
eficiente para a caracterizagdo de bactérias ja estudadas , como realizado por TOLEDO
et al. (2009) que realizaram o sequenciamento parcial de rizébios indicados para a
produgdo de inoculantes. Entretanto, quando se realiza um estudo sobre novos
isolados, o sequenciamento parcial pode nao ser suficiente. WANG et al. (2007)
sugerem que o erro devido ao sequenciamento completo do gene 16S rRNA, pode
ocorrer devido a erros taxondmicos ja existentes, enquanto para o sequenciamento
parcial o problema também pode estar correlacionado a pequenas sequéncias que
podem nao ser suficientes para a comparagdo entre outros microrganismos . Estes
mesmos autores sugerem que sequéncias parciais e pequenas sdo comumente
utilizadas para sequéncias ambientais. Dessa forma, os resultados obtidos neste
trabalho e por MENNA et al. (2006) demonstram que a utilizagdo de primers internos é
bastante eficiente, possibilitando para quase todos os isolados o0 sequenciamento

completo do gene 16S rRNA.
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Figura 3. Dendrograma baseado na sequéncia do gene 16S rRNA, mostrando as
posicdes filogenéticas dos isolados em relagdo as sequéncias ja depositadas
em banco de dados. As legendas indicadas na figura, quanto a divisdo das
chaves em subgrupos, tém apenas efeito didatico, ndo seguindo uma ordem
especifica de ramificacdo do dendrograma. Os isolados e as bactérias-padrao
estdo identificados com siglas entre parénteses. Os numeros internos
representam a porcentagem de vezes em que foi possivel reconstruir o
agrupamento em questdo. A régua € a distancia de similaridade do

agrupamento em questao.
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4.6 Avaliacdo da amplificagdo por PCR utilizando o primer BOX- A1R

Os perfis dos produtos de amplificagdo do DNA das estirpes em estudo, com o
primer BOX-A1R, apresentaram bastante eficiéncia na producdo de bandas
polimérficas, inclusive entre o mesmo género (Figura 4). Para esta analise, utilizou-se
DNA previamente purificado e quantificado (Figura 2).

O primer BOX-A1R sintetizado corresponde a regido conservada presente em
diversos géneros bacterianos. As avaliagbes para diferenciacdo entre as estirpes,
baseadas na analise BOX-A1R, foram efetuadas com base no nimero de bandas em
géis de agarose 2 %, conforme observado na Figura 4.

Uma analise detalhada dos resultados obtidos para a caracterizagao de estirpes
recomendadas para producgdo de inoculantes demonstrou que a analise por BOX-PCR
resulta em perfis com maior niumero de bandas e menor custo na analise quando
comparado ao REP e ERIC (HUNGRIA et al., 2008).

O primer BOX-A1R foi altamente eficiente na discriminagdo dos isolados por
amplificar um perfil inico de bandas para cada isolado; entretanto, somente Flexibacter
sancti (A5153) apresentou banda unica. As Enterobacteriaceae ficaram separadas,
sendo que Enterobacter homachei subsp. steigerwaltii (USC7) apresentou o perfil de
bandeamento mais parecido a Flexibacter sancti (A5153), resultando em alta
similaridade entre elas, como observado no brago 2a4. Ja Enterobacter sp. (USC8) néao
se agrupou a nenhum isolado permanecendo isolado, no ramo 2a1 (Figura 5).

Para a analise filogenética com base no gene 16S rRNA, todas as bactérias do
género Burkholderia ficaram agrupadas no grupo B, ja para o primer BOX-A1R, obteve-
se uma discriminagao entre todos os isolados deste género, sendo que Burkholderia sp.
(A3I14) foi a que apresentou a menor similaridade, distanciando-se dos demais
isolados.

As bactérias utilizadas como padrées foram reunidas na chave 3a, mas devido a
pequenas diferencas detectadas pelo padrdo de bandeamento, elas foram colocadas
em ramos diferentes. A proximidade destas bactérias corrobora os resultados obtidos

pelo sequenciamento do gene 16S rRNA.
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Na analise pelo 16S rDNA, os isolados Labrys portucalensis (A5142), Flexibacter
sancti (A5153), Arthrobacter sp. (A2161) e C.protothecoides (A5146) ficaram em grupos
distintos; ja pela analise polimorfica, ocorreu o agrupamento entre Arthrobacter sp.
(A2161), Labrys portucalensis (A5142) (2b) e Burkholderia sp (A5155), C.protothecoids
(A5146) (3b).

Os isolados B.gladioli (A618) e C.B.verschuerenii (A9IG) ficaram em chaves
diferentes pela analise com base no gene 16S rRNA. Ja para o BOX-A1R, estas ficaram

localizadas na mesma chave 2a3, mas em ramos diferentes.

Figura 4. Perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo do DNA genémico com o
primer BOX-A-1R em gel de agarose 2%: (P) — padrdo 1 Kb DNA ladder
(Fermentas); (CN)-Controle negativo da PCR; 1 - Arthrobacter sp. (A2161); 2 -
Burkholderia sp. (A3I14); 3 - Labrys portucalensis (A5142); 4 -
C.protothecoides (A5146); 5 - Flexibacter sancti (A5153); 6 - Burkholderia sp.
(A5155); 7 - B.gladioli (A6I8) 8 - Candidatus B.verschuerenii (A9IG); 9 - E.
hormaechei subsp. steigerwaltii (USC7) 10 - Burkholderia ferrariae; 11 -

Burkholderia cepacia; 12 - Enterobacter sp.(USC8).
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Figura 5. Dendrograma do agrupamento hierarquico baseado na sequéncia repetitiva
BOX-A1R mostrando as posi¢cdes taxonOmicasdos isolados, obtido pelo
método neighbor-Joining, com bootstrap de 1.000 vezes. As legendas em
negrito indicadas na figura, quanto a divisdo das chaves em subgrupos, tém
apenas efeito didatico, ndo seguindo uma ordem especifica de ramificagdo do
dendrograma. Os numeros internos representam a porcentagem de vezes em

que foi possivel reconstruir o agrupamento em questao.
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4.7 Efeito das fontes fosfatadas sobre o crescimento

Ao verificar a densidade optica, foi observado que todos os isolados diferiram
significativamente entre si para a fonte de fosfato de calcio. Os isolados Burkholderia sp
(A5155) e B. gladioli (A618) apresentaram a maior e a menor média, respectivamente. Ja
para as rochas fosfatadas, os isolados que apresentaram o maior € o menor valor foram
Labrys portucalensis e B.cepacia, respectivamente. Além disso, pode-se verificar que
os isolados Arthrobacter sp. (A2161), Enterobacter sp. (USC8) e Burkholderia sp.
(A3114) nao apresentaram diferenca significativa quanto ao desenvolvimento em
relacdo ao fosfato de Cataldo. Para as rochas fosfatadas, os resultados obtidos para
Labrys portucalensis (A5142) e B.cepacia representaram os maiores € menores valores.
Os isolados Flexibacter sancti (A5153), Burkholderia sp (A3l14) e B. gladioli (A618) e
B.cepacia ndo apresentaram diferenca na taxa de crescimento para o fosfato de Araxa
(Tabela 5).

Ao verificar o efeito de cada fonte estudada para cada isolado, ndo houve
diferenca significativa para o isolado Flexibacter sancti (A5153) entre as fontes de
Catalao e Araxa. Ja o isolado B. gladioli (A618) apresentou resultados semelhantes para
o fosfato de calcio e fosfato de Araxa e superior para fosfato de Cataldo. O isolado E.
hormaechei subsp.steigerwaltii (USC7) obteve menor taxa de crescimento para o
fosfato de calcio quando comparado as rochas fosfatadas, que n&o apresentaram
diferenca entre si (Tabela 5).

Ao realizar a analise da taxa de crescimento, observou-se por meio de regressao
polinominal (Figura 6), o efeito do tempo sobre a fonte. Para os fosfatos de Cataldo e
Araxa, o tempo exerce fator semelhante sobre as curvas de crescimento obtidas para
estas fontes, resultando em valores inferiores aos obtidos para o fosfato de calcio. Para
o fosfato de calcio e para as rochas fosfatadas, pode-se verificar que 0 comportamento
dos isolados apresentou um pico de crescimento a 60 e 50 horas, respectivamente,
seguido de decréscimo.

O comportamento semelhante entre as duas fontes de rocha fosfatada

demonstra que algum fator pode estar limitando o crescimento dos isolados. Os ions
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fosfato nas duas fontes de rocha utilizadas podem encontrar - se complexados de forma
mais cristalina quando comparados ao fosfato de calcio. Além disso, durante o
crescimento, pode ocorrer a liberagdo de substancias que causam mudangas no meio
de crescimento. As rochas utilizadas apresentam grandes quantidades de cation calcio
e uma fracdo de metais pesados (Tabela 6), o que afeta o processo de solubilizagao.
Além disso, a presenca de metais pesados nestas fontes de fosfato pode afetar a
atividade dos microrganismos quanto a solubiliza¢ao e ao crescimento (SOUCHIE et al.,
2007). Os metais pesados podem ser classificados em: (A) elementos essenciais:
sédio, potassio, calcio, ferro, zinco, cobre, niquel e magnésio; (B) microcontaminantes
ambientais: arsénico, chumbo, cadmio, mercurio, aluminio, titanio, estanho e
tungsténio;(C) elementos essenciais e simultaneamente microcontaminantes: cromo,
zinco, ferro, cobalto, manganés e niquel. Alguns desses elementos s&o requeridos para
o desenvolvimento microbiano, entretanto Hg e Pb ndo apresentam fungdes biolbgicas,
enquanto que Zn, Cu, Ni, Co, Cd e Cr sdo essenciais para plantas, animais e
microrganismos, mas requeridos em pequenas quantidades (CHAUDRI et al., 1992).
Apesar disso, deve-se considerar que todos sao potencialmente toxicos, dependendo
da concentragdo e do organismo (SIQUEIRA et al., 1994).

A partir da regressao polinomial, também foram avaliados o efeito do tempo
sobre o desenvolvimento de cada isolado. Na figura 7, os isolados podem ser divididos
em quatro grupos: G1 - Labrys portucalensis (A5142) e Chlorella protothecoids (A5146);
G2 - Burkholderia sp (A5155) e B.ferrariae; G3 - Arthrobacter sp. (A2161), Burkholderia
sp (A3I14), Flexibacter sancti (A5153), Candidatus B. verschuerenii (A91G), E.
hormaechei subsp.steigerwaltii (USC7) e Enterobacter sp.(USC8), e G4 - B.cepacia e
B.gladioli (A618)

Os grupos G1 e G2 possuem DO variando entre 2,0 e 3,0; entretanto, o segundo
tem um pico a 48 horas e depois decresce; G1 apresenta comportamento crescente,
seguido da fase estacionaria; B.cepacia e B.gladioli sdo os que apresentaram menor
crescimento; ja o G3 apresenta taxa de crescimento intermediario aos demais grupos.

O decréscimo na taxa de crescimento, observado principalmente para G2

(B.ferrariae e Burkholderia sp (A5155)), pode ter ocorrido devido a liberagdo de
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compostos toxicos de alguns metais, além da liberagdo de compostos do metabolismo

bacteriano que pode alterar as condigbes do meio de cultura, como a redu¢ao do pH

(KARAMUSHUJA et al, 1996; NAHAS et al.,1994).

Tabela 5. Densidade 6ptica média (600nm) obtida até 168 horas de crescimento para

as trés fontes de fosfato utilizadas.

Fonte
Fosfato de Fosfato de Fosfato de

Calcio Catalao Araxa Teste F
Arthrobacter sp (A2161) 2,352 Ad 1,294 Bf 1,203 Cf 4899,46**
Burkholderia sp (A3114) 1,695 Ag 1,259 Bf 1,382 Ce 607,26**
Labrys portucalensis (A5142) 2,669 Ac 2,542 Ba 2,618 Ca 49,37
Chlorella protothecoides
(A5146) 2,299 Ae 2,340 Bb 2,263 Cb 17,67
Flexibacter sancti (A5153) 1,391 Ah 1,451Be 1,404 Be 12,25**
Burkholderia sp (A5155) 2,891 Aa 1,721Cc 1,901 Bd 4768,45*
Burkholderia gladioli (A618) 0,343 BI 0,555 Ai 0,337 Bj 184,87
Candidatus Burkholderia
verschuerenii (A9IG) 2,196 Af 1,008 Bh 0,885 Ch 6299,68**
E. hormaechei
subsp.steigerwaltii (USC7) 0,619 Bk 1,079 Ag 1,069 Ag 829,28**
Enterobacter sp (USC8) 1,231Bi 1,291 Af 0,698 Ci 1279,80**
Burkholderia cepacia 0,752 Aj 0,357 Bj 0,212 Cj 703,09**
Burkholderia ferrariae 2,846 Ab 1,673 Bd 1,951 Cc 4510,82**
Teste F 9680,26** 4877,63** 6504,00** -

Médias na coluna (minusculas) e nas linhas (maiusculas) seguidas por letras iguais nao

diferem entre si a 5% a de probabilidade pelo teste de Tukey.



Tabela 6. Composigéo das rochas fosfatadas de Araxa e Cataldo.

Fonte
Rocha fosfatada de Catalao Rocha fosfatada de Araxa
28,1% P05 24% P,05
35% CaO 35,73% CaO
15,5% F6203 17,13% F6203
2% SiO, 1,27% SiO,
0,4% Al,O3 0,33% Al,O3
0,7% MgO 0,73% MgO
0,25% S04 -
5,5% TiO, 4,44% TiO,
0,7% BaO 1,18 % BaO

- 3,37%BaS04
- 0,47% Nb,Os
- 0,25% CeO-
- 1,69 % Fluor
- 0,22% NayO
- 0,02% K,0O
- 0,33% MnO
- 0,06% MoO
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Do Efeitos de TEMPO dentro de FOMTE
2.00
1.80 1
1.60 1
1.40 1
1,20 1
1.00 1

T T T T T . T T T . T T T T .
50 100 150
TEMPO
LEGENDA F Rz EQUAQ'EI'ES

+ TEMPO d. FON CALCIO 1509,04™F| 0,9442 | v = 1,16094492 + 0,03490941x - 0,00039657x2 + 0,00000118x3

+ TEMPO d. FOM CATALAO 209,68%% 0,9439 |y = 1,46626881 4+ 0,00733714x - 0,00013326x2 + 0,00000044:2

+ TEMPO d. FOM ARAKXA 1421,55F| 0,8824 | v = 1,07151568 + 0,02537336x - 0,00034323%2 + 0,00000115x%3
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Figura 6. Regresséo polinomial dos isolados quanto a densidade 6ptica (DO 600nm)

para as trés fontes fosfatadas (+) Fosfato de calcio; (+) Fosfato de Cataléo;

(+)Fosfato de Araxa até 168horas.
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BARBOSA, 1. C.; MALDOMADO JR, W.; AgroEstat, Versdo 1.0, 2008

Do Efeitos de TEMPO dentro de ISOLADO
3.00 4
2,00
1.00
| ] = =
T T . T T T T T . : T . T T T T T
50 100 150
TEMPQ
LEGENDA F R2 EQUAGOES
+ TEMPO d. IS0 A2I61 7,86%% 0,9687 |y = 1,40090065 + 0,01089141x - 0,00009554x2 + 0,00000017x3
+ TEMPO d, ISO A3ZI14 264,80 0,8823 (v = 1,04507293 + 0,02935592x - 0,00034440x2 + 0,000000993
+ TEMPO d. IS0 A5I42 563,92%%| 0,8862 |y = 1,227565102 + 0,054263859x - 0,00052451x2 + 0,00000145x2
* TEMPO d. ISO ASI46 2101,96==| 0,8873 |y = 1,32333394 + 0,02434890x - 0,00011627x2
* TEMPO d., ISO ASIS3 328,427 0,9502 |y =0,80787246 + 0,03281796x - 0,00035870x2 + 0,00000110x3
* TEMPO d. IS0 ASISS 3497,80%* 0,8678 |y = 1,19131857 + 0,08044335x - 0,00106951x2 + 0,00000360x%?
= TEMPO d. ISO ASI3 161,73 0,6856 |y =1,12509590 - 0,02373775x + 0,00023735%2 - 0,00000078x3
m TEMPO d. ISO ASIG 73,70%F 00,8867 |y = 1,36980864 + 0,01022002x - 0,00015693%2 + 0,00000052x?
B TEMPO d. IS0 USCT 81,04=F 0,8853 | y = 1,50418670 - 0,01952966x + 0,00018414x2 - 0,00000055x*
= TEMPO d. ISO USC3 11,335 0,9248 |y = 1,67712332 - 0,00842394x - 0,00001197x%2 +0,00000021x3
o TEMPO d. ISO BC 47,677 0,8920 |y =0,98714985 - 0,00313323x - 0,00007703x2 + 0,00000042x3
O TEMPO d. IS0 BF 4189,73%*| 0,8362 |y = 1,13148174 + 0,08495831x - 0,00114543%2 + 0,00000395x?

Figura 7. Regressao polinomial dos isolados quanto a densidade 6ptica (DO 600nm)

para as trés fontes fosfatadas durante intervalo de tempo. G1-Labrys
portucalensis (A5l42) (+) e Chlorella protothecoides (A5146) (x), G2-
Burkholderia sp (A5155) (X) e Burkholderia ferrariae (0O); G3-Arthrobacter
sp. (A2161)(+), Burkholderia sp.(A3114) (+), Flexibacter sancti (A5153) (x),

Candidatus B. verschuerenil (A91G) (m), E. hormaechei subsp.steigerwaltii
(USC7)(m) e Enterobacter sp. (USC8) (z) e G4-B.cepacia(o) e B.gladioli
(ABI8) (u).



51

4.8 Atividade da solubilizacédo das fontes fosfatadas pelos isolados

Ao realizar a anadlise dos efeitos da fonte na atividade do isolado, foi verificado
para o fosfato de calcio que o isolado B.cepacia apresentou a melhor solubilizacao,
enquanto Arthrobacter sp. (A2161), apesar de ter apresentado IS >3, obteve o0 menor
valor. J& os isolados Candidatus B.verschuerenii (A9IG) e Enterobacter sp. (USC8)
apresentaram resultados semelhantes em relagdo a solubilizacédo para o fosfato de
calcio (Tabela 7). Apesar do bom potencial de solubilizacdo por ambos os isolados
caracterizados como Enterobacter, estes apresentam restricdes de uso devido a
problemas de patogenicidade humana (PAUUW et al., 2008).

B.ferrariae, Burkholdeira sp. (A5155) e E. hormaechei subsp. steigerwaltii (USC7)
apresentaram valores menores que 280 ug mL™ de P soluvel. E os demais diferiram
entre si, obtendo taxa de solubilizagéo entre 160 a 200 ug mL™".

Os isolados Labrys portucalensis (A5l42) e Burkholderia sp. (A5155) nao
apresentaram diferenca entre si e obtiveram como eficiéncia de solubilizagéo
aproximadamente 1/3 da obtida pelos padrées em relagdo as rochas fosfatadas. Ja
para o fosfato de calcio, Burkholderia sp. (A5155) apresentou os melhores valores para
solubilizacdo. Para estes isolados, foram encontrados trabalhos que indicaram a
utilizagdo destes na biorremediacdo de areas contaminadas por meio de compostos
como fluorbenzeno (CARVALHO et al, 2008) e 4-Aminofenol (TAKENAKA et al., 2003).

O resultado para B.ferrariae confirmou o potencial desta bactéria-padrdo para
solubilizacdo de fosfato, descito por VALVERDE et al. (2006), que isolaram este
microrganismo emm de ferro e a consideraram com grande potencial solubilizador.
Burkholderia sp. (A3114) e Candidatus Burkholderia verschuerenii (A91G) nao diferiram
entre si, tendo uma eficiéncia de aproximadamente 50% para as duas rochas
fosfatadas; além disso, apresentaram valores préximos quanto a solubilizagdo de
fosfato de célcio em relagdo aos resultados obtidos pelas bactérias-padrao. O isolado
Candidatus B.verschuerenii foi encontrado associado a Psychotria verschuerenii, planta
da familia Rubiaceae (ROBBRECHT, 1988). A simbiose pode ser observada pela

formacéao de galhas na parte abaxial das folhas. A presenca da simbiose nestas plantas
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€ um requisito para o seu desenvolvimento normal Burkholderia sp. (A3114), além de
possuir a capacidade de solubilizagcao, pode apresentar também capacidade para fixar
nitrogénio atmosférico (AY586519 Gen Bank).

Os isolados Flexibacter sancti (A5153), C.protothecoides (A5146) e Arthrobacter
sp. (A2161). Apresentaram as menores taxas de solubilizagdo para todas as fontes
utilizadas.

As bactérias-padrdo apresentaram os maiores valores de solubilizacdo para
todas as fontes em relagcéo as demais, entretanto B. cepacia, apesar de ter resultados
satisfatérios para a solubilizacdo de fosfato, € responsavel pela fibrose cistica em
humanos e causa a podriddo bacteriana em cebola (GONZALEZ et al., 2007). Os
resultados obtidos por ela foram superiores a B.ferrariae e aos demais isolados,.
B.ferrariae ndo apresenta caracteristicas patogénica, entdo é mais interessante seu uso
do que o de B.cepacia.

Apesar de B.gladioli (A9IG) ter sido o isolado que apresentou maior eficiéncia
para a solubilizagado das rochas fosfatadas, ele é citado por GONZALEZ et al. (2007)
como sendo patogeno, principalmente de plantas ornamentais do género Galdiolous,
podendo ter seu uso limitado para utilizacdo em cana-de-agucar, pois ambas sao
monocotileddneas, da mesma familia Poaceae.

A analise de atividade solubilizadora durante o tempo permitiu observar que a
solubilizacdo de fosfato de Cataldo e Araxa se sobrepdem, e o fosfato de calcio
destacou-se com maior eficiéncia de solubilizagdo (Figura 8). Este resultado pode ser
confirmado pelos resultados obtidos por NAHAS (1996), que também obteve os
melhores resultados para o fosfato de calcio (3g L") depois de um periodo de
incubacao de nove dias, para os isolados bacterianos pertencentes ao género Bacillus e
Pseudomonas cepacia (500 pg mL™" a 1205,97 pg mL™"). Entretanto, os resultados
obtidos por esse mesmo autor para o fosfato de Araxa variaram de -7,64 a 133,21; isto
ocorre devido ao comportamento que alguns microrganismos apresentam em consumir
o fosfato disponivel ao invés de atuar na solubiliza¢do, produzindo resultados baixos ou
até mesmo negativos. Por outro lado, NAHAS (1996) também observou que os isolados

fungicos foram mais eficientes na solubilizagdo do fosfato de Araxa e de Patos de
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Minas, quando comparados aos isolados bacterianos. Ja para a fonte de Gafsa, que
apresenta alta reatividade, os isolados bacterianos apresentaram valores variando de
36,40 a 674,22 ug mL'e os isolados flngicos dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Eupenicillium de 170,94 a 603,80 ug mL™. O isolado bacteriano que apresentou os
melhores resultados, para todas as fontes utilizadas por NAHAS (1996), foi a
Pseudomonas cepacia, reclassificada como B.cepacia. Dessa forma, a baixa eficiéncia
quanto a solubilizagdo das trés fontes de fésforo para Arthrobacter sp. (A2161), e das
rochas fosfatadas para C. prothotecoides (A5146) e Flexibacter sancti (A5153) pode ser
explicada pela imobilizagdo ou consumo deste elemento (NAHAS, 1996), perda da
capacidade de solubilizagdo, devido ao periodo de armazenamento e complexidade do
elemento fésforo nas fontes utilizadas (SOUCHIE et al., 2007).

O fosfato de calcio foi o que apresentou maior taxa de solubilizagdo em relagao
aos demais, o que se deve ao fato de ser uma fonte mais facilmente assimilavel. Além
disso, o isolamento destes microrganismos nesta fonte pode levar a selegdo de
microrganismos solubilizadores eficientes de Ca3z(PO4), em detrimento das demais
(SOUCHIE et al. 2005).

A minoria dos isolados apresentaram melhor taxa de solubilizagédo para o fosfato
de Araxa, como obtido por MASSENSSINI (2007), por seus isolados de solo sob cultivo
de eucalipto. Somente Arthrobacter sp. (A2l61), C. protothecoides (A5l46), C.B.
verschuerenii (A91G) e B.cepacia apresentaram melhor solubilizagdo para o fosfato de
Araxa (Tabela 7).

Na Figura 9 pode-se dividir os isolados em 3 grupos: GA - B. cepacia e
B.ferrariae; GB - Candidatus Burkholderia verschuerenii (A9IG); E. hormaechei subsp.
steigerwaltii (USC7); Enterobacter sp. (USC8); Burkholderia sp. (A5155); Burkholderia
sp. (A3114); B. gladioli (A618); Flexibacter sancti (A5153). Chlrorella protecoides (A5146)
e Labrys portucalensis (A5142) e GC-Artrobacter sp (A2161). As bactérias-padrdo foram
as que apresentaram os melhores valores de solubilizagdo durante o intervalo de
tempo, e entre elas pode-se observar que B.cepacia, apesar de ter uma eficiéncia de
solubilizacao final menor, pode ser considerada melhor do que a B.ferrariae, pois esta

tem crescimento maior do que B.cepacia (Figura 2). O isolado Arthrobacter sp. (A2161),
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apesar de possuir IS > 3, foi 0 que se apresentou o menor valor para solubilizagdo das
trés fontes utilizadas. Ja& os isolados Chirorella protecoides (A5l46) e Labrys
portucalensis (A5142) apesar de possuirem potencial mediano de solubilizacao,
apresentam capacidade de solubilizagdo menor que as demais do grupo GB, pois
apresentaram crescimento maior para valores de solubilizagdo semelhante.

Os valores de solubilizagdo e de pH para a estrirpe-padrao B. cepacia foram
semelhantes aos resultados obtidos para B. cepacia DA23 por SONG et al. (2008).

Os resultados obtidos para a solubilizacdo do fosfato de calcio foram superiores
aos isolados estudados por NAUTIYAL (1999), que alcangou o maior valor de
solubilizacgo 90 pg mL™" de fosforo soltvel.

Um dos mecanismos utilizados pelos microrganismos para realizar a
solubilizacao é a acidificagdo do meio (SILVA FILHO et al., 2002). Os &cidos liberados
podem atuar diretamente sobre o fosfato mineral, realizando a troca do anion fosfato
por um anion contido na substancia acida ou por complexar com os ions Fe e Al
presentes nas rochas fosfatadas. As bactérias solubilizadoras de foésforo produzem
acidos organicos, tais como: acetato, lactato, oxalato, tartarato, succinato, citrato,
gluconato, e glicolato (GYANESHWAR et al., 1998). Entretanto, a acidificagdo nao foi o
unico mecanismo de solubilizagdo ressaltado neste trabalho, pois, para o isolado
Burkholderia sp. (A3114) (Tabela 8), ocorreu a elevagédo do pH do meio de cultura,
resultado semelhante ao obtido por CHAGAS JUNIOR (2007). Isto pode ter ocorrido
devido a atividade enzimatica ser dependente de uma série de fatores, como a
concentragao de substrato e da enzima, a composi¢gao do meio de reagao, temperatura,
pH, ions, inibidores, entre outros.

A classificacao das fosfatases, incluindo as bacterianas é baseada em critérios
bioquimicos e biofisicos da enzima, como pH 6étimo (acido, alcalino ou neutro),
substrato (especifico ou nao especifico) e no tamanho molecular. Seguindo critério de
pH o6timo as fosfatases sdo divididas em dois grandes grupos, o das fosfatases
alcalinas, com pH 6timo na faixa de 8 a 10,5 e o das fosfatases acidas com pH 6timo de
2,5a6 (DVORAK et al, 1988).
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NAHAS et al. (1994) verificaram que o numero de fungos produtores de fosfatase
acida no solo, superou em 150% o de produtores de fosfatase alcalina; constataram
ainda que os fungos e as bactérias possuem maior atividade da fosfatase acida e
alcalina, respectivamente. Entretanto, ROMBOLA (2008) detectou a presengca de
fosfatase acida ligada @ membrana de Burkholderia sp. e conclui que a a presenga desta
enzima representa um mecanismo de solubilizacdo do fosfato mineral no solo o tornado
disponivel para as plantas .Além desse trabalho, outros autores detectaram a presenca de
fosfatases acidas em bactérias com diferentes pH 6timo como, Escherichia coli com pH
2,5 (TOUATI e DANCHIN 1987), a de Mycobacterium tuberculosis pH 6,5 (SALEH e
BELISLE 2000), a de Streptococcus equisimilis com pH 5 (MALKE, 1998) e a da
Escherichia blattae com pH 6,0 (ISIKAWA, et al, 2000).

Esses trabalhos mostram que apesar da presenca da fosfatase acida ser uma
caracteristica de fungos ela também pode ser encontrada em diversos géneros
bacterianos. Além disso, esses dados explicam a atividade de enzimas em diferentes
faixas de pH como observado na tabela 8.

A variacdo no potencial de solubilizagdo de microrganismos tem sido observada
por varios autores e € utilizada como uma das principais caracteristicas no processo de
selegdo (SILVA FILHO & VIDOR, 2000).
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Tabela 7. Valores de solubilizagao das fontes de fésforo pelos isolados até 168 horas.

Fésforo soltvel pug.mL™

Fosfato de Fosfato de = Fosfato de

Calcio Catalao Araxa Teste F
Arthrobacter sp. (A2161) 83,916 Ak 18,802 Bg 22,790 Ci  17491,44**
Burkholderia sp (A3114) 196,284 Ag 46,169 Bc 45,443 Bd 99116,90**
Labrys portucalensis (A5142) 160,148 Aj 33,081 Bf 29,361 Ch  72803,33**
C. protothecoids (A5146) 183,461 Ah 17,066 Ch 21,395 Bj 118120,59**
Flexibacter sancti (A5153) 169,702 Ai 14,474 Bi 13,391 Bk  106005,59**
Burkholderia sp (A5155) 273,474 Ad 32,616 Bf 30,986 Cg 255660,71**
B. gladioli (A618) 199,341 Af 58,043Bb 59,703 Cc 86,375**
C. B.verschuerenii (A91G) 297,027 Ab 45,955 Bc 45,092 Bd 276876,79**
E. hormaechei subsp.
steigerwaltii (USC7) 255,963 Ae 42215Bd 40,652 Ce 201458,25**
Enterobacter sp. (USC8) 296,891 Ab 36,609 Be 35,740 Bf 29,7532,62**
B.cepacia 327,79 Aa 90,876 Ba 97,694 Ca 238816,04**
B.ferrariae 277,828 Ac 90,454 Ba 88,273 Cb 155731,62**
Teste F 68473,34** 8442 21** 8875,67** -

Médias na coluna (minusculas) e nas linhas (maiusculas) seguidas, por letras iguais,

nao diferem entre si a 5%, de probabilidade pelo teste de Tukey.
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+ TEMPO d, FOM CALCIO 5819,85%*( 0,9954 |y = 47,6635136 +4,71109572x - 0,03261987x2 + 0,00007033x3
+ TEMPO d, FOM CATALAD 31,61%* 0,9652 |y = 23,4072352 +0,30015175x + 0,00004509x2 - 0,00000513x2
+ TEMPO d. FOM ARAXA 5,08 | 0,9598 |y = 20,49671419 + 0,43536030x - 0,00217833x2 + 0,00000205x% 2

Figura 8. Atividade de solubilizagso (P = fésforo soltvel em ug mL™) dos isolados até

168 horas para as trés fontes de fosfato. (+) Fosfato de calcio (5 g L™); (+)

Fosfato de Cataldo (2,5 g L"), (+) Fosfato de Araxa (2,5. g L™).
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P Efeitos de TEMPO dentro de ISOLADO
200 GA
150 4
| \
' ' GB
100 4
1 J
N
50 \ GC
4 J
— — ; — —— ; ;
50 100 150
TEMPQ
LEGENDA F R2 EQUA(;'EI'ES
+ TEMPO d. IS0 A2I61 259,92%=| 0,9487 | v = 21,9812128 - 0,04365520% + 0,0061525%%2 - 0,00002973x 3
+ TEMPO d. ISO A3I14 55,20%%| 0,9336 |y = 13,6943023 + 1,69692433x% - 0,00496260x 2 - 0,00001370x 3
+ TEMPO d. ISO ASI42 21,71%*| 0,7739 |y = 33,3005901 + 1,02244818x - 0,00601686x2 + 0,00000359x3
* TEMPO d. IS0 ASI46 674,22%%| 0,9517 |y =6,79352914 + 2,01575984x - 0,017182589%* + 0,00004738x3
* TEMPO d. ISO ASIS3 57,70%=%| 0,9479 |y = 11,8728240 + 0,73776077x + 0,00064600x2 - 0,00001401x3
* TEMPO d. ISO ASISS 2950, 76=| 0,9544 |y =-22,309998 + 4,29726249x - 0,03720147x2 +0,00010016x?
= TEMPO d. ISO AcI3 296,98 0,9296 |y = 70,7376901 + 1,30175838x -0,01201535x2 +0,00003178x3
n TEMPO d. ISO ASIG 16, 79™= 0,9752 |y = 78,1228043 + 1,19937092% - 0,00642075x2 + 0,00000755x2
B TEMPO d. ISQUSCT 21,89%* 0,9231 |y =61,9698331 + 1,079492755x - 0,00554726x2 4+ 0,00000863x2
= TEMPO d. ISO USCE 1232,19%%| 0,9357 | v =44,9529879 + 2,65071680x - 0,02330405x2 + 0,00006472x2
o TEMPO d. ISQ BC 2180,15==( 0,8002 |y =48,3507960 + 3,59217079x - 0,03033353x2 + 0,00008509x2
O TEMPO d. ISO BF 293,44 0,9751 |y =-3,3150097 + 2,43593565x - 0,00232660x2 - 0,00002906x3
. . . ~ _ s . -1 ~
Figura 9. Atividade da solubilizacdo (P = fosforo soluvel em ug mL™) para as trés

fontes de fosfato para cada isolado até 168 horas GA - B. cepacia (o) e
B.ferrariae (O); GB - Candidatus Burkholderia verschuerenii (A91G) (m), E.
hormaechei subsp.steigerwaltii (USC7) (m), Enterobacter sp.(USC8) (o),
Burkholderia sp.(A5155)(X), Burkholderia sp. (A3114) (+), B. gladioli (A6I8)
(w) Flexibacter sancti (A5153) (x), C. protecoides (A5l46) (x) e Labrys
portucalensis (A5142) (+), e GC-Arthrobacter sp. (A2161) (+).
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Tabela 8. Valores de pH ao final do periodo de 15 dias de incubacéo.

pH - Final
Fosfato de Fosfato de Fosfato de

Isolados Calcio Catalao Araxa
Arthrobacter sp. (A2161) 6,53 5,23 5,25
Burkholderia sp (A3114) 7,19 4,20 4,23
Labrys portucalensis (A5142) 4,53 4,95 4,90
C.protothecoides (A5146) 5,42 4,74 4,34
Flexibacter sancti (A5153) 5,02 4,24 4,14
Burkholderia sp. (A5155) 5,95 4,63 4,67
Burkholderia gladioli (A618) 3,67 4,16 4,12
C. B. verschuerenii (A91G) 4,43 4,39 4,38
E. hormaechei
subsp.steigerwaltii (USC7) 4,24 4,50 4,61
Enterobacter sp (USC8) 4,28 4,30 4,29
B.cepacia 3,77 3,67 3,76
B.ferrariae 3,68 3,87 3,61
Controle 6,80 6,50 6,40

4.9 Producéo de AlA pelos isolados

Dos 10 isolados selecionados, apenas Enterobacter sp. (USC8), E.homaechei
subsp. steigerwaltii (USC7), Labrys portucalensis (A5142) e Burkholderia sp. (A5155)
apresentaram resultados relevantes para a producgéo de AlA.

Bactérias da rizosfera, produtoras de AIA, podem desempenhar um papel
fundamental na promogédo de crescimento das plantas, principalmente nos primeiros
estadios de desenvolvimento e no processo de enraizamento. Sabe-se que esse estimulo é
dependente da dosagem do hormdnio, pois 0 excesso dele pode retardar ou até inibir o
crescimento do vegetal (BROEK et al., 1999). Apesar disso, os isolados que apresentaram
os melhores valores para produgdo de AIA foram E.homaechei subsp.verschuerenii
(USC7) e Enterobacter sp. (USC8) (Figuras 10 e 11) os quais foram obtidos em cultivo de
cana-de-agucar com cerca de um ano, indicando que o horménio pode atuar em diversos
estadios de desenvolvimento da planta, como perfilhamento e crescimento dos colmos.

A fase de perfilhamento é controlada pela auxina, que é formada no topo, e

desce em fluxo continuo em direcéo a base da planta. A auxina exerce nesta situagéo
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dois efeitos: alongamento do colmo e impedimento do desenvolvimento das gemas
laterais (dominancia apical). Com alta luminosidade, o fluxo de auxina diminui e
observa-se, entdo, decréscimo no grau de inibicdo das gemas laterais, o que resulta em
maior formacao de perfilhos (CASAGRANDE, 1991). O perfilhamento termina quando
ocorre um balanceamento das substancias que controlam a atividade da auxina,
permitindo o crescimento dos colmos (IRVINE, 1983).

Segundo CERIGIOLI (2005), o AlA bacteriano é obtido na fase estacionaria por
ser um metabdlito secundario, porém a duracéo da fase estacionaria depende de cada
espécie. Dessa forma, é necessario conhecer o comportamento de cada isolado, para
realizar a leitura da sintese de auxina em diferentes tempos do desenvolvimento
bacteriano, possibilitando a determinacédo do periodo em que ocorre a sintese maxima
do horménio. Os isolados deste estudo apresentaram a maior producdo de AIA a uma
DO em torno de 3,70 para todos os isolados. Entretanto, esta taxa de crescimento foi
obtida em periodos diferentes. O isolado E. homaechei subsp.verschuerenii (USC7)
apresentou esta DO a 60 h e 152,63 yg mL™" de AIA; Enterobacter sp. (USC8) a48 h e
136,91 yg mL™ ; Labrys portucalensis (A5142) a 96 h e 17,63 pg mL™ e Burkholderia sp.
(A5155) a 72 h e 58,34 ug mL™" (Figuras 10-12).

O L-tryptofano funciona como precursor fisiologico para a biossintese de auxinas
em plantas e em microrganismos (KHALID et al., 2004). Exsudados de raizes s&o
naturalmente fonte de triptofano (DAKORA & PHILLIPS, 2002) para os microrganismos,
aumentando a biossintese de auxina na rizosfera. CHAGAS JUNIOR (2007) avaliou a
producdo de AIA em meio de cultura com 0; 10; 25; 50; 100 e 150 mg mL™", de
triptofano para isolados de rizébio, podendo concluir que, na presenga de 150 mg mL™
ocorreu a maior producao de AlA .

A producao de AlA para os isolados E. homaechei subsp. verschuerenii (USC7),
Enterobacter sp. (USC8), Labrys portucalensis (A5142) e Burkholderia sp. (A5155) foi
avaliada com 200 pg mL™ obtendo valores superiores aos obtidos por DA SILVEIRA
(2008) com isolados selvagens de arroz (9,8 a 29,36 ug mL™" de AIA), cultivados em
meio DYGS suplementado com 100 pyg mL™ de triptofano. Entretanto, os resultados

deste trabalho foram inferiores aos obtidos por isolados de rizobios de solos acidos e de
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baixa fertilidade da Amazénia, que apresentaram niveis elevados de producéo de AlA
variando de 1.160 a 2.660 pyg mL™, utilizando150 mg mL™" de triptofano (CHAGAS
JUNIOR, 2007).

PERIN (2007) avaliou a producado de AlA por bactérias do género Burkholderia,
mas nenhum isolado produziu o hormdnio vegetal, indicando que esta habilidade é rara
em espécies diazotroficas deste género. O isolado identificado como Burkholderia sp.
(A5155) apresentou capacidade para produgéao de AlA, obtendo valor maximo de 58,34
ug mL". TABACCHIONI et al., (1993), verificaram a capacidade para biossintese deste

horménio somente para B.viethamensis TVV75.
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Figura 10. Curva de crescimento e concentragdo do AIA do isolado E.homaechei

subsp.verschuerenii (USC7) a cada 12 horas.
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Figura 11. Curva de crescimento e concentragdo do AIA do isolado Enterobacter sp a
cada 12 horas.
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Figura 12. Curva de crescimento e concentracado do AlA do isolado Burkholderia sp

(A5155) a cada 12 horas.
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Figura 13. Curva de crescimento e concentragdo do AIA do isolado Labrys

portucalensis (A5l42)a cada 12 horas.
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5 CONCLUSOES

1. A maior taxa de isolamento em latossolo vermelho escuro sob o cultivo da variedade
RB855453 evidencia que existe uma interacéo entre variedade, solo, microrganismo e

manejo da cultura.

2. A analise do sequenciamento permitiu verificar a semelhanca e a diferenca quanto a

identificagdo por meio do NCBI GenBank e RDPII.

3. Através de um perfil de bandeamento bastante distinto entre os isolados a seqiiéncia
repetiva BOX-A1R permitiu a separagdo dos isolados, que pertencem ao mesmo

género.

4. Alguns isolados como classificados dentro do género Enterobacter (USC7 e USC8),
Labrys portucalensis (A5142) e Burkholderia sp (A5155), possuem mais de uma fungao

como biofertilizante, promotora de crescimento e aplicagdes para biorremediagéo.

4. A acidificagdo é um dos mecanismos utilizados pelos microrganismos na
solubilizacao de fosfatos naturais, mas existe a atividade de enzimas que necessitam

de pH ideal para sua atividade.

5. Os isolados Candidatus Burkholderia verschuerenii (A91G) e Burkholderia sp.(A3114)
foram os que apresentaram os melhores resultados e n&o apresentam relatos quanto a
patogenicidade em plantas, animais ou humanos, podendo ser utilizados para futuros

testes em campo de solubilizagédo de fésforo.

6.0 isolado Burkholderia sp.(A5155) poderia ser utilizado para testes de produgédo de
fitormbnio acido indolacético, por ndo ser considerada patogénica e por apresentar

também capacidade de solubilizagéo de fésforo.
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