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RESUMO

JESUS, Jucimara Anunciagcédo de, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Margo de 2013. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE
ACTINOBACTERIAS E BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS PARA O
CRESCIMENTO DE PLANTAS. Orientador: Prof. Fabio Lopes Olivares.

As actinobactérias s&o procariotos Gram positivos amplamente
conhecidos, ndo so pela produgédo de antibidticos, como também pela producéo
de diversas enzimas envolvidas na mineralizagdo de nutrientes e em processos
de decomposicdo de moléculas organicas recalcitrantes presentes no solo,
inclusive substancias humicas. A agdo sobre compostos de carbono de dificil
decomposicado pode representar uma oportunidade para estudos de sucessao
microbiana ou coinoculagdo com vias a transformacéo destes, em compostos
mais labeis para outros componentes da microbiota. Alinhado com esta viséo, a
combinacdo de actinobactérias com bactérias benéficas pode representar uma
abordagem potencialmente interessante para formulagdo de novos inoculantes
microbianos para promogé&o do crescimento de plantas. Assim, a compatibilidade
entre seis bactérias diazotréficas, reconhecidamente promotoras do crescimento
vegetal e nove isolados de actinobactérias, obtidos em estudos prévios em meio
s6lido contendo &cidos hdmicos (AH) como fonte exclusiva de carbono, foi
avaliada por meio de cocultivo in vitro. Todos isolados de actinobactéria foram

caracterizados quanto a coloragdo da colbnia, estrutura das células e dos

Xiv



esporéforos e comparados com chaves taxonbmicas, bem como avaliada a
capacidade enzimatica para compostos alvo. Trés isolados foram testados quanto
a capacidade de alterar a supraestrutura dos AH e fornecerem esqueletos de
carbono para suportar o crescimento de bactérias diazotréficas em ensaios de
sucessdo ecolégica simulada. Por fim, o efeito da coinoculacdo desses
microrganismos no crescimento vegetal de plantas de milho e tomate foi avaliado.
InteragcBes mutualisticas entre Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe Pal5,
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e a maioria dos isolados de actinobactérias
foram observadas, com excecdo de ACO04, ACO05, AC15 e AC19 em que se
observou efeito antagbnico moderado. Dentre os isolados 66,6, 88,9 e 100%
foram capazes de produzir lipase, amilase e catalase, respectivamente. Anélises
de cromatografia liquida de alta eficiéncia revelaram possiveis redugbes na
distribuicAo da massa molecular aparente dos AH incubados com os isolados
ACO01, AC04 e ACO05, as quais ocorreriam na ordem de 11 a 22% em moléculas
maiores e 14 a 20% em moléculas menores. A espectroscopia de IV-TF/DRIFT
demonstrou que esses isolados foram capazes de modificar fun¢des quimicas
relativas a compostos aromaticos, sulfonados, polissacarideos e grupamentos
carboxilicos dos &cidos humicos. As altera¢cbes quimicas promovidas pelo isolado
ACO5 geraram compostos de carbono que sustentaram o0 crescimento de
Herbaspirilum seropedicae HRC54. Os ensaios de inoculagdo em plantas
evidenciaram aumento no teor de clorofila e massa seca das raizes de plantas de
milho inoculadas com H. seropedicae ou G. diazotrophicus e naguelas inoculadas
com essas bactérias diazotréficas em conjunto os isolados AC01, AC04 e AC31.
O isolado ACO1 foi capaz de promover o incremento significativo da altura, area
foliar, n° de raizes laterais e massa seca da parte aérea de plantulas de tomate.
Estes resultados indicam que combinacdes compativeis de actinobactérias e
bactérias diazotréficas sdo capazes de promover o crescimento vegetal,
possibilitando sua utilizagdo conjunta em novas formulagdes para o desenho de

bioinoculantes agricolas.

Palavras-chave: interacdo microbiana; substancias humicas; promoc¢ao

de crescimento vegetal; enriquecimento bioldgico de substratos.
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ABSTRACT

JESUS, Jucimara Anunciagcédo de, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, March, 2013. BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF
ACTINOBACTERIAS AND ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC BACTERIAS FOR
PLANT GROWTH. Advisor: Prof. Fabio Lopes Olivares.

Actinobactérias are Gram positive prokaryotes widely known, not only for
the production of antibiotics, but also for production of several enzymes involved in
nutrient cycling and decomposition of recalcitrant organic molecules present in the
soil, including humic substances. The action over recalcitrant carbon
decomposition difficult compounds may represent an opportunity for studies of
microbial succession or co-inoculation design since such carbon source would be
converted in more labile compounds made available for other microorganisms.
Aligned with this viewpoint, the combination of actinobacteria with beneficial
bacteria may represent a potentially attractive approach for the development of
new bioinoculants for plant growth promotion. Thus, the compatibility among six
diazotrophic endophytic bacteria, recognized as plant growth promoter and nine
strains of actinobacteria obtained in previous studies on solid medium containing
humic acid (HA) as sole carbon source, was evaluated by in vitro co-culture
assays. All strains were characterized as actinobacteria by colony trats and
cellular structure of sporophores being compared to taxonomic keys, as well

evaluated for the ability to produce enzyme compounds. Three isolates were
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tested for the ability to alter the suprastructure of the HA and provide carbon
skeletons to support growth of diazotrophic bacteria under simulated ecological
succession trials. Finally, the effect of these microorganisms co-inoculated in
maize and tomato plants was evaluated. Mutual interactions among
Gluconacetobacter diazotrophicus strain Pal5, Herbaspirillum seropedicae HRC54
and actinobacteria were observed, except for AC04, AC05, AC15 and AC19 such
were we observed moderate antagonist effect. About the strains 66.6, 88.9 and
100% were able to produce amylase, lipase, and catalase, respectively. The high
performance liquid chromatography analysis showed possible reductions in
apparent molecular weight distribution of HA when incubated with the isolated
ACO01, AC04 and ACO5 related to the non-modified humic acid, with a magnitude
around 11 to 22% for higher molecular weight compounds and 14 to 20% for lower
molecular weight compounds. IV-TF/DRIFT spectroscopy results showed that
these strains were able to modify chemical functions on sulphonated, aromatic
compounds, polysaccharides and the carboxylic groups of the humic acids. The
changes provided by ACO5 strain generate carbon compounds that sustained the
Herbaspirillum seropedicae HRC54 growth. The plant inoculation assay showed
an increase in chlorophyll content in leaves of the corn plants inoculated with H.
seropedicae or G. diazotrophicus and for the co-inoculated treatments
diazotrophic bacteria and AC01, AC04 and AC31 actinobacteria strains. The strain
ACO01 was able to promote a significant increase in height, leaf area and number
of lateral roots and dry weight of tomato seedlings. These results suggest that
compatible combinations of actinobacteria and diazotrophic bacteria can
potentially improve plant growth, which suggests their combined use in new

bioinoculants design for sustainable agriculture.

Key-words: microbiological interactions; humic substances; plant growth

promotion; biological substrate increasing.
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1. INTRODUCAO

Y

Atender a constante demanda de alimentos para uma populacdo que
cresce exponencialmente sempre foi um desafio mundial e a Revolugéo Verde foi
0 marco histérico da busca pela ndo concretizacdo da teoria do economista inglés
Thomas Robert Malthus de que “A populacdo cresce em progressdo geomeétrica,
enquanto que a producdo de alimentos cresce em progressdo aritmética’. O
pacote tecnolégico de producgdo tinha como base a produtividade méxima por
meio do uso intensivo das terras, da monocultura extensiva, aplicagdo de
fertilizantes sintéticos, melhoramento genético e irrigacdo em algumas regides
(Siqueira et al., 1999).

Em 1970 a populagdo mundial era de, aproximadamente, 3,7 bilhdes de
pessoas e 1,225 bilhdes de toneladas de gréos eram produzidos em 695 milhdes
de hectares. O numero da populagdo subiu para 6,453 bilhdes em 2005 e a
producdo agricola para 2,219 bilhdes de grdos em 681,7 milhBes de hectares
(Scolari, 2007). O aumento da produtividade, sem que houvesse a introducdo de
novas areas agricolas, ilustra o éxito da Revolucdo Verde em produzir alimentos.
Contudo, essa producéo apresentou um custo ambiental elevado.

A utilizagdo macica de fertilizantes sintéticos e defensivos estd associada
a eutrofizacdo de aquiferos e reservatorios de dgua e a acidificagdo do solo.
Ademais, ocorre perda de qualidade do solo devido ao revolvimento da camada

aravel e remocdo da matéria organica, além do aumento na concentracao



atmosférica de gases relacionados ao efeito estufa, em virtude da dependéncia da
matriz energética do petréleo.

Os questionamentos sobre a eficacia de tal maneira de produzir tém
levado a uma maior conscientizacdo ambiental da populagdo e Orgaos
governamentais, abrindo espaco para sistemas orgéanicos e agroecolégicos de
producgéo, direcionando estudos e pesquisas ao desenvolvimento de tecnologias
alternativas que atenuem os impactos danosos do modelo convencional de
producéo imediatista. O Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fixagéo
Biologica do Nitrogénio (INCT-FBN) é um exemplo destas iniciativas. O instituto
desenvolve, junto a entidades educacionais e de pesquisa, trabalhos em biologia
molecular da fixag8o de nitrogénio, interacdo planta-bactéria, ecologia molecular
de diazotréficos, selecdo de estirpes fixadoras de nitrogénio e promotoras do
crescimento vegetal; visando tecnologias para aplicagdo de inoculantes
bacterianos e biofertilizantes em agroecossistemas produtivos.

Estudos voltados para o desenvolvimento de insumos biologicos tais
como inoculantes, substratos biologicamente enriquecidos e fertilizantes
organominerais estdo entre as acbes em pesquisa e tecnologia praticadas pelo
grupo do Nucleo de Desenvolvimento de Insumos Bioldgicos para Agricultura
(NUDIBA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).
O desenvolvimento de um novo conceito de biofertilizante, baseado no uso
combinado de acidos humicos e bactérias diazotroficas endofiticas, € um exemplo
concreto destas iniciativas e evidencia a importancia da adicdo de substancias
hamicas (SH) para incremento da amplitude de resposta de bactérias
diazotréficas endofiticas, na promoc¢do do crescimento de espécies agricolas
importantes (Canellas et al., 2012).

A aplicacdo isolada de &cidos humicos ou a inoculagdo de bactérias
diazotroficas do género Herbaspirilum, bem como o seu uso combinado,
apresentou efeito bioestimulante do crescimento vegetal em plantulas de milho
(Conceicdo et al.,, 2008). Incrementos da massa seca da parte aérea, no
comprimento e &rea radicular foram promovidos pelo uso conjunto de &cidos
hamicos e Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54, em toletes de cana
tratados termicamente (Marques Jr et al., 2008). Outros estudos realizados pelo
NUDIBA sobre o potencial de fragdes humicas em estimular o crescimento

vegetal (Facanha et al., 2002) e aumentar a populacdo de bactérias (Ndaw et al.,



2011) sugerem a possibilidade de utlizagdo dessas substéncias e
microrganismos na composicdo de inoculantes. Estudos mais recentes
conduzidos por Busato et al. (2012) evidenciaram o papel da aplicagdo de uma
mistura de bactérias fixadoras de nitrogénio e solubilizadoras de fosforo durante o
processo inicial de vermicompostagem, evidenciando o incremento dos contetdos
de N e P-labil no vermicomposto maduro, trabalho este enquadrado nos principios
do enriguecimento bioldgico de substratos.

De modo paralelo, o grupo das actinobactérias, que consistem em
procariotos Gram positivos que apresentam crescimento micelial, recebe atengao
particular devido a producao de diversos metabdlitos secundérios como enzimas
extracelulares capazes de atuar na decomposicdo da matéria orgénica
(Goodfellow, 1988; Moreira e Siqueira, 2002). Ainda, como produto do
metabolismo secundario destes procariotos, resulta a producdo de antibidticos
qgue podem atuar no controle de fitopatégenos e, assim, como a mineralizacao de
nutrientes da matéria organica do solo, se constitui um mecanismo indireto de
promogdo do crescimento vegetal (Zago et al., 2000a). Soares et al. (2010)
observaram que a incubagéo do solo com isolados de estreptomicetos, por 35
dias antes do plantio, promoveu incrementos significativos no crescimento e
acumulo de nutrientes de mudas de tomateiro.

As actinobactérias podem ainda atuar diretamente no crescimento
vegetal, produzindo compostos com atividade fitormonal. Um isolado do género
Streptomyces designado isolado C e caracterizado como produtor de &cido indol-
3-acético foi capaz de promover incrementos significativos na altura e massa
fresca de brotos, massa fresca e seca de raizes de trigo, além de aumentar a
absorcédo de N, Fe, P e Mn (Sadeghi et al., 2012).

Estudos envolvendo actinobactérias e SH contemplam a capacidade
desses procariotos em decompor tais substancias. Essa capacidade é
evidenciada por Fodil et al. (2012) que identificaram uma nova enzima peroxidase
produzida por Streptomyces sp. isolado AH4 capaz de alterar quimicamente a
estrutura de AH.

Observa-se que tanto bactérias diazotroficas endofiticas quanto
actinobactérias dispdem de mecanismos para promoc¢édo do crescimento vegetal
(PCV) e séo capazes de interagir, de forma distinta com SH. No entanto, esses

microrganismos tém sido alvos de pesquisas cientificas que estudam os



potenciais individuais que apresentam para a promog¢ao direta e/ou indireta de
crescimento vegetal.

Diante disso, este trabalho objetiva avaliar a compatibilidade in vitro e in vivo
de combinacdes selecionadas de actinobactérias e bactérias diazotréficas
endofiticas, bem como o potencial de isolados de actinobactérias em decompor
SH e influenciar no processo de promocédo de crescimento vegetal por bactérias

diazotroficas endofiticas.

OBJETIVO GERAL:

Estudar o potencial de isolados de actinobactérias ou bactérias diazotréficas
endofiticas em promover o crescimento vegetal, visando a formulagdo de

bioinoculantes mistos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

I. Avaliar a compatibilidade de isolados de actinobactérias e bactérias

diazotrdficas endofiticas para producéo de in6culos mistos;

II. Identificar caracteristicas fenotipicas relacionadas a promocdo de
crescimento vegetal em isolados de actinobactérias;

lll.  Investigar a capacidade de alterac@o da estrutura supramolecular de acidos
hdmicos por isolados de actinobactérias;

IV. Avaliar a capacidade de bactérias diazotroficas em utilizar &cidos humicos
alterados quimicamente por actinobactérias, como fonte de carbono;

V. Avaliar o efeito da coinoculagéo de isolados de actinobactérias e bactérias
diazotrdficas endofiticas na promocao de crescimento de plantas de milho

e tomate
HIPOTESE
Actinobactérias e bactérias diazotroficas podem interagir, de forma sinérgica

(ou ndo), promovendo o crescimento vegetal de plantas modelo e esse processo

pode ser beneficiado pela adi¢cdo de &cidos humicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Promocéao de crescimento vegetal por bactérias

A producao de alimentos para atender & crescente populacdo sempre foi
um desafio para as sociedades. Hoje, esse desafio é ainda mais complexo, pois
ndo basta atender a demanda quantitativa, mas também, qualitativa dos
alimentos. A busca por uma dieta alimentar mais rica e segura tem direcionado
estudos e pesquisas para o desenvolvimento de sistemas alternativos de
producdo agricola que atenuem ou mesmo suprimam os efeitos danosos dos
agroquimicos usados, indiscriminadamente, nos sistemas convencionais. Nesse
contexto, a biologia do solo oferece diversas alternativas para a construgéo de
novas biotecnologias aplichveis a estes sistemas emergentes (Oliveira et al.,
2003).

Bactérias que estabelecem associagbes benéficas com as plantas
desempenham papel fundamental na manutengcdo e/ou incremento do
crescimento vegetal, quer seja em ecossistemas naturais ou manejados. Muitos
destes procariotos derivam do ambiente edéfico (Compant et al., 2010) e podem
ser empregados em ensaios de promoc¢éo de crescimento vegetal (PCV) para
melhoria da producéo agricola.

Para melhor compreensé@o da interacdo planta-bactéria e sua utilizagéo

como recurso biotecnoldégico nos ecossistemas produtivos, € necessério o



entendimento do processo de colonizagdo dos diferentes nichos associados as

plantas, por estes microorganismos (Compant et al., 2010).

2.1.1 Ambiente rizosférico

O solo é um ambiente sistémico e dinamico que influencia o crescimento,
a multiplicacdo, a sobrevivéncia e outras atividades dos organismos que nele
vivem na forma de comunidades complexas (Pereira, 2000).

A regido do solo, diretamente influenciada pela presenca das raizes, é
denominada rizosfera e nela ocorre a maior parte das interagbes entre
microrganismos e plantas (Lynch, 1982; Foster, 1986). De acordo com Zago et al.
(2000b), a rizosfera pode ser dividida em: endorrizosfera (vérias camadas dos
tecidos da raiz); rizoplano (superficie bidimensional da raiz) e ectorrizosfera
(representando o solo adjacente a raiz).

As caracteristicas quimicas do solo rizosférico podem ser alteradas pela
planta por meio, principalmente, da exsudacdo de compostos radiculares sollveis
como agUcares, acidos organicos, aminoacidos, peptideos, nucleotideos,
vitaminas e outros compostos biologicamente ativos. Além disso, a absor¢do de
ions de forma seletiva e agua diminuem a concentracdo desses nutrientes,
gerando gradientes necessarios ao transporte dos mesmos, em dire¢do as raizes
(Pereira, 2000). A rizodeposicdo destas substancias gera um microambiente
favoravel ao crescimento e desenvolvimento de microrganismos.

O tamanho da rizosfera varia de acordo com a morfologia da raiz
(Cardoso et al., 1992) e a quantidade e composicdo dos exsudados séao
influenciados por caracteristicas da espécie vegetal e dos fatores ambientais,
sendo os valores mais comuns entre 10 e 100 mg de carbono/grama de raiz seca
ou, aproximadamente, 20% dos fotossintatos (Whipps, 1985).

Uma extensiva colonizagéo rizosférica pelos microrganismos é essencial
para alcancar um eficiente controle biologico de fitopatégenos estimulando, assim,

o crescimento das plantas (Zago et al., 2000b).



2.1.2 Ambiente endofitico

A palavra enddfito ou endofitico é empregada para definir microrganismos
gue apresentam a capacidade de colonizar o interior das plantas, sem causar
sintomas e que podem ser isolados de tecidos vegetais superficialmente
desinfestados (Kloepper et al., 1997).

Segundo Oliveira et al. (2003), a maior concentragéo de fotoassimilados e
nutrientes organicos que podem ser utilizados para suprir a demanda energética
das atividades metabdlicas dos enddfitos e a baixa competitividade entre espécies
microbianas sdo caracteristicas que fazem do ambiente endofitico mais favoravel
a expressdo de genes relacionados a PCV que a rizosfera. Os autores também
afirmam que essa expressao que ocorre ao longo do ciclo da cultura da planta
hospedeira sofre menor influéncia dos fatores ambientais.

Os processos benéficos promovidos pelos microrganismos endofiticos
terdo sucesso, desde que estes sejam capazes de estabelecerem-se
endofiticamente no interior do vegetal, ocupando e se multiplicando nos tecidos
do hospedeiro, superando os impedimentos fisicos e quimicos por ele
estabelecidos, construindo assim, vias de infec¢céo e sitios de coloniza¢do (Kuss,
2006).

2.2 Mecanismos de promoc¢&o de crescimento vegetal por bactérias

Bactérias e rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV/RPCV) podem estimular o crescimento de plantas, aumentando a
producdo de biomassa, reduzindo os danos causados por fitopatégenos e
mimetizando o estresse causado por fatores bidticos e abidticos (Lugtenberg e
Kamilova, 2009; van Loon and Backker, 2005; Welbaum et al., 2004).

Muitos desses mecanismos sao utilizados por estes microrganismos
durante o ciclo vegetal e os reflexos dessa atua¢ao podem ser influenciados pelas
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do solo (Oliveira et al., 2003). O
entendimento do funcionamento destes mecanismos pode levar a alteragdo da
microflora associada aos vegetais e, consequentemente, ao aumento da

produtividade de agroecossistemas (Oliveira, 2003).



2.2.1 Biofertilizagao

Biofertilizante € um termo que recentemente ganhou maior amplitude,
como aquela proposta por Vessey (2003), como substancias que contém
microrganismos vivos que, quando aplicados sobre a semente, superficies das
plantas ou solo, sdo capazes de colonizar a rizosfera ou o interior do vegetal e
promover o seu crescimento a partir do suprimento ou disponibilizagdo de
nutrientes priméarios ao hospedeiro.

A biofertilizacdo € um mecanismo direto de PCV que engloba atividades
como a fixa¢ado biologica do nitrogénio (Grimes e Mount, 1984), solubilizagéo de
fosfato (Anandham, 2007), solubilizagdo de zinco (Sarathambal et al., 2010),
oxidacao de enxofre (El-Tarabily, 2006) e disponibilidade de nitrato (Nardi et al.,
1989).

Em plantas de cana-de-agUcar micropropagadas, a inoculacdo com
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 promoveu o aumento de 28% da massa
fresca (Baldani e Baldani, 2005). Também em plantas micropropagadas de cana-
de-acucar inoculadas com diferentes combinagbes de Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans,
Azospirillum amazonense e Burkholderia sp., Oliveira et al. (2002) verificaram
aumentos significativos na massa seca das raizes, além de incrementar em 30%
o teor total de nitrogénio em plantas inoculadas. Em plantas de arroz cv. IR42,
inoculadas com Herbaspirillum seropedicae Z67, o teor de nitrogénio foi
incrementado em, aproximadamente, 30% (James et al., 2002).

Busato et al. (2012) observaram aumento da atividade fosfatase 4cida e
do teor de fosforo disponivel em vermicomposto inoculado com Burkholderia
silvatlantica, Burkholderia spp. e Herbaspirillum seropedicae, no estadio inicial da
vermicompostagem. A secrecao in vitro de &cidos orgénicos como oxalico, citrico
e tartarico pelos isolados de Burkholderia € sugerida pelos autores como principal
mecanismo para a solubilizagdo do nutriente.

Em estudos de solubilizacdo de carbonato de zinco (ZnCOg3) e Oxido de
zinco (Zn0O), Sarathambal et al. (2010) observaram que os compostos insoluveis
de zinco foram efetivamente solubilizados e a maior absor¢cdo desse nutriente

ocorreu por plantas de milho inoculadas com Gluconacetobacter diazotrophicus.



A aplicagdo combinada de Paracoccus versutus CBS 114155 e enxofre
elementar (S°) em plantas de milho, cultivadas em solo arenoso, elevaram o nivel
de sulfato no solo (SO,?) e a absorcéo de N, S, Fe, Mn e Zn pelas plantas (El-
Trabily et al., 2006).

2.2.2 Bioestimulagéao

A bioestimulacdo € um mecanismo de PCV caracterizado pela producéo
de metabdlitos, a exemplo de substancias com atividade fitormonal de
crescimento, que promovem diretamente o crescimento da planta. Seu espectro
de acédo envolve o desenvolvimento de meristemas apicais, estimulo da divisdo e
crescimento celular, crescimento de raizes, aumento do numero de pelos
radiculares, além de estimular a germinacdo (Cattelan, 1999; Luz, 1996;
Tsavkelova at al., 2007).

Bastian et al. (1998) evidenciaram a producdo de &cido ind6l-3-acético
(AIA) e de giberelinas (GA) por Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum
seropedicae.

A producéo de GA por Azospirillum sp. e Bacilus sp. promoveu o aumento
da absorgéo de >N em raizes de trigos inoculadas com as bactérias (Bottini et al.,
2004). Filtrados de culturas de actinobactérias do género Streptomyces,
caracterizadas como produtoras de substancias com atividade auxinica, giberélica
e citocinica, foram eficientes na promocdo de crescimento e aumento da
produtividade plantas de trigo (Aldesuquy et al., 1998).

A inoculacdo de plantas de feijdo com Azospirillum brasiliense estirpe Cd
estimulou o crescimento e aumentou o0 acumulo de massa seca e a superficie
especifica das raizes (German et al., 2000). A capacidade de produzir fitorménios,
a exemplo daqueles de atividade auxinica, € sugerida pelos autores como
justificativa para as altera¢des na arquitetura radicular promovida pela bactéria.

A producgdo de auxina por bactérias € um importante mecanismo de PCV,
uma vez que este horménio vegetal é capaz de ativar a enzima H*-ATPase da
membrana plasmatica, a qual é responsavel pelo estabelecimento do gradiente
eletroquimico necessario para o transporte de nutrientes através da membrana,

como tem sido demonstrado por Takahashi et al. (2012). Estes autores
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evidenciaram que a aplicacdo de &cido indol-3-acético ativa a H'-ATPase do

hipocotilo de plantas de Arabdopsis.

2.2.3 Biocontrole

O termo doenga pode ser definido como o produto da interagédo entre
hospedeiro, agente causal e ambiente (Agrios, 2005). O processo doencga envolve
alteracbes na fisiologia do hospedeiro e, segundo McNew (1960) é classificada
em cinco grupos: (l) doencas que destroem os 6rgaos de armazenamento; (Il) que
causam danos em plantulas; (lll) que danificam as raizes; (IV) que atacam o
sistema vascular; (V) que interferem na fotossintese e (VI) que alteram o
aproveitamento de fotossintatos. Diante disso, microrganismos capazes de atuar
antagonicamente contra fitopatbgenos reduzem os danos causados aos
processos fisioldgicos vitais da planta promovendo, indiretamente, o seu
crescimento.

Assim, o biocontrole consiste na reducdo da intensidade do in6culo ou
das atividades determinantes da fitomoléstia, por meio de outro(s) organismo(s)
que ndo o homem (Cook e Baker, 1983). Este controle pode ocorrer por meio de
antibiose, parasitismo, competicdo, predagdo ou hipoviruléncia (Cook e Baker,
1983).

A acdo nematicida de filtrados da cultura de actinobactérias do género
Streptomyces sobre nematoides juvenis do segundo estégio (J2) de Meloidogyne
incognita tem sido descrita (Damasceno, 2011; Sousa, 2006).

Soares et al. (2009) observaram o controle in vitro dos fungos
fitopatogénicos do tomateiro, Cladosporium fulvum Cooke e Fusarium oxysporium
f. sp. lycopersici, por isolados de estreptomicetos.

Bactérias endofiticas e da rizosfera de cana-de-agUcar, pertencentes ao
género Burkholderia, produziram metabdlitos com atividade antimicrobiana in vitro

contra a bactéria fitopatogénica Xanthomonas albilineans (Santos, 2010).

2.3 Actinobactérias como agentes de PCV

As actinobactérias sdo procariotos Gram positivos que apresentam

elevada proporcdo de G-C (guanina e citosina) em seu DNA, compondo mais de
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70% do total de bases nucleotidicas (Rodrigues, 2006). Pertencem a classe
Actinobacteria cuja distribuicdo ocorre principalmente no solo, podendo também
ser encontrados na agua e em outros ambientes (Goodfellow e Cross, 1984).
Estes microrganismos também s&o aerdbios estritos, apresentando colénias
pulverulentas, além de micélio aéreo de diferentes tonalidades e sé&o
mundialmente conhecidos pela producdo de antibidticos e capacidade de
colonizacdo da rizosfera (Aradjo, 1998; Padilha, 1998; Ujikawa, 2003). Outra
caracteristica importante das actinobactérias € a producdo de um conjunto de
enzimas extracelulares, como aquelas de atividade celulolitica que atuam na
degradacdo de componentes da parede celular vegetal e de metabdlitos
secundarios, que atuam direta e/ou indiretamente na promoc¢é&o de crescimento de
plantas (Sousa et al., 2009).

Igarashi et al. (2004) obtiveram acidos pteridicos A e B produzidos por
Streptomyces hygroscopicus TP-A0451, uma actinobactéria endofitica. Os
autores observaram atividade hormonal auxinica do primeiro &cido que, na
concentragdo de 20 ppm, promoveu o alongamento de raizes e , na concentragdo
de 1 nM, induziu a formacéo de raizes adventicias em hipocotilos de feijdo. Neste
trabalho, também foi verificada a produgéo de antibidticos de atividade antagdnica
a Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Candida glabrata. O isolado
endofitico MBR-52 acelerou a emergéncia de raizes adventicias na base das
hastes de mudas de azaléia (Rhododendro), obtidas por cultura de tecidos, além
de apresentar boa capacidade de colonizar esse vegetal (Meguro, 2006).

O incremento significativo nos teores de nitrogénio da parte aérea e de
até 76% da massa seca em raizes de mudas de tomateiro, produzidas em
substratos infestados com isolados de actinobactérias foi observado por
Damasceno (2011) e a producgdo in vitro de &cido indolacético, xilanases e
celulases verificadas pela autora foi sugerida como justificativa para a promogao
de crescimento.

Apos cultivar plantas de girassol e pinhdo manso em dois solos com
caracteristicas quimicas e teores de matéria organica diferentes, porém
infestados e incubados com isolados de actinobactérias do género Streptomyces,
Brito (2010) verificou o aumento significativo do crescimento destas plantas. A
boa capacidade de colonizar os solos estudados, a atividade de enzimas

extracelulares e a producgdo de fitorménios observadas sdo caracteristicas que,
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segundo o autor, possivelmente explicam o efeito benéfico dos isolados. Lima
(2002) obteve aumentos de 36,11% na biomassa seca da parte aérea e 27,19%
na altura de plantas de tomateiro, obtidas a partir da microbiolizacdo das
sementes com isolados de actinobactérias.

Entretanto, a ocorréncia de efeito fitotbxico na germinacéo de sementes
de trigo (Triticum aestivum L), feijdo (Phaseolus radiatus L.) e algumas gramineas
(Paspalum notatum e Cynodon dactylon), por metabdlitos secundéarios de
Streptomyces lavendulae var. glaucescens, foi observada por Zhi-Ki et al. (2005).
Venkatachalam et al. (2010) verificaram a inibicdo da germinagdo de sementes de
milho, grama e rabanete pela fosfinotricina produzida por Streptomyces
viridochromogenes e Streptomyces clavifer. Estes trabalhos, além de servirem
como bases para pesquisas de biopesticidas, reforcam a necessidade dos
estudos de compatibilidade entre o microrganismo com potencial biotecnolégico
agricola, a microflora benéfica do solo e as espécies vegetais que compdem o
agroecossitema.

Actinobactérias isoladas de fezes de minhoca e crescidas em meio de
cultura apresentaram, por sua vez, atividade hormonal e aumentaram a eficiéncia
na absorcdo de nitrato por mudas de arroz (Nardi et al., 1989). Além disso, a
mesma cultura microbiana aumentou a massa seca e estimulou a assimilagéo de
K, Ca, MG e Fe, nas duas primeiras semanas de crescimento das plantulas.

A matéria organica do solo (MOS) funciona como um imenso reservatoério
de nutrientes como C, N, P e S. Porém, com o processo de humificacdo, muitos
destes nutrientes tornam-se bioestaveis. Diante disso, a possibilidade de
mineralizagdo destes compostos e disponibilizagdo dos nutrientes & solugdo do
solo e, consequentemente, as espécies vegetais, constitui-se uma importante
ferramenta biotecnoldgica para promocdo de crescimento de plantas e melhoria
dos sistemas produtivos.

A decomposicdo de moléculas complexas e recalcitrantes como a lignina
e a lignocelulose por actinobactérias, sobretudo do género Streptomyces, tem
sido descrita por diversos autores (Pometto, 1986; Trigo e Ball, 1994; Kontchou e
Blondeau, 1992). Yanagi et al. (2002) observaram a descoloracdo de &cidos
hamicos, com consideravel grau de aromaticidade, por Streptomyces

aureofaciens. Aliado a isso, alguns estreptomicetos produzem melaninas escuras,
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consideradas precursoras de humus, reforcando o papel das actinobactérias nas
transformagdes destas substancias organicas (Vargas e Hungria, 1997).

A atividade biodegradadora de residuos por estes microrganismos requer
quantidades minimas de nitrogénio capazes de manter a relacdo C:N adequada
para este fenbmeno. Presumivelmente, esta demanda pode ser subsidiada pela
fixacdo biologica deste elemento por bactérias diazotroficas, além de outras

fontes.

2.4 Bactérias diazotréficas endofiticas como agentes de PCV

O nitrogénio (N) pertence ao conjunto de macronutrientes essenciais aos
vegetais, pois compde biomoléculas importantes como ATP, NADH, NADPH,
proteinas, clorofila e uma série de enzimas (Miflin e Lea, 1976; Harper, 1994).
Embora sua concentragdo seja de aproximadamente 80% do ar atmosférico, na
forma de N, as plantas ndo possuem a capacidade de absorvé-lo, caracterizando
0 nutriente como um fator limitante para as culturas agricolas (Dobereiner, 1997;
Dalla Santa et al., 2004).

O fornecimento de N as plantas, nas formas absorviveis, nitrica (NO3") ou
amoniacal (NH;") provém, principalmente, da aplicagdo de fertilizantes quimicos
nitrogenados, obtidos industrialmente pelo processo de Haber-Bosh, e da fixagao
biologica do N atmosférico (FBN), realizada por procariotos denominados
diazotrdficos (Dalla Santa et al., 2004). Estes microrganismos podem ser de vida
livre, simbidticos ou associativos (Moreira et al., 2010).

Segundo Ddbereiner (1997), a principio trabalhava-se na idéia de que
havia bactérias diazotroficas somente na rizosfera. Estas séo as fixadoras de vida
livre, capazes de completar seu ciclo de vida no solo e colonizarem a rizosfera e o
rizoplano (Silva, 2009), onde estdo presentes exsudados radiculares que podem
ser utilizados como recurso de carbono para o metabolismo celular. A espécie
Beijerinkia fluminensis foi a primeira isolada e descrita em solos tropicais por
Dobereiner e Ruschel (1958). Posteriormente, varias outras espécies de
diazotrdficas de vida livre foram descobertas (Azotobacter chroococcum,
Azotobacter paspali, Derxia spp., Paenebacillus azotofixans) (Moreira et al.,
2010).
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As bactérias diazotroficas simbidticas, por sua vez, sdo capazes de se
associarem a espécies leguminosas na forma de nodulos radiculares ou
caulinares, dentro dos quais se diferenciam em bacteroides capazes de reduzir o
N atmosférico & amdnia (Mercante et al., 2002). A relacdo simbiética estabelecida
entre leguminosas e bactérias do género Rhyzobium, Bradyrhizobium,
Azorhizhobium, Photorhizhobium, Sinorhizhobium e Frankia s&o exemplos desse
tipo de associagao (Chueire at al., 2003).

Jé as bactérias diazotroficas associativas ou endofiticas séo aquelas que
residem parte do seu ciclo de vida nos vegetais e sdo passiveis de serem
isoladas desses tecidos, cuja superficie foi previamente desinfestada, ou mesmo
extraidos da planta, e que ndo provocam danos evidentes ou induzem sintomas
na espécie vegetal (Kloepper et al., 1997). Baldani et al. (1997) propdem o arranjo
de bactérias diazotroficas associativas em dois grupos: endofiticos facultativos,
que podem colonizar tanto a rizosfera como o interior das plantas, e endofiticos
obrigatérios que colonizam o interior das plantas.

Além da FBN e producdo de fitormbnios, as bactérias diazotréficas
endofiticas podem promover o crescimento vegetal das plantas, com elas
associadas por meio da supressdo de microrganismos deletérios presentes no
ambiente endofitico, seja por competicdo ou antibiose (Nejad e Johnson, 2000;
Chen et al., 1995; Brooks et al., 1994).

Bactérias diazotroficas endofiticas promoveram incremento significativo
no comprimento de raizes e teor de N na parte aérea de diferentes genétipos de
trigo inoculados com estes microrganismos (Sala et al., 2005).

A inoculacdo de diferentes combinacbes de diazotroficas endofiticas
(Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Azospirilum amazonense e Burkholderia sp), em plantas de
cana-de-aguUcar micropropagadas, promoveu incrementos significativos ha massa
seca de raizes, além de contribuirem para um aumento de, aproximadamente,
30% no teor de N nas plantas, por meio da FBN (Oliveira et al., 2002).

Estudos pioneiros sobre a contribuicAo de bactérias diazotroficas em
bananeira foram realizados por Weber et al. (2000), os quais evidenciaram que
espécies do género Burkholderia e Herbaspirillum promoveram melhorias
significativas do crescimento de mudas micropropagadas e cultivadas, in vitro, em

substrato pobre em N. Os autores também observaram que o maior crescimento
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das mudas foi obtido quando estas foram tratadas com a coinoculagéo de
isolados relacionados a Burkholderia cepacia.

Para realizar a fixacdo do N atmosférico, as bactérias diazotréficas
utilizam o carbono 1abil como fonte de energia. Porém, existe um grande namero
de macromoléculas orgéanicas que também sao fonte de carbono e, entretanto,
ndo sao imediatamente acessiveis a essas bactérias, como ocorre com as SH e o
amido. Diante disso, o estudo de microrganismos decompositores da matéria
organica, a exemplo das actinobactérias como foi descrito anteriormente, é
importante para contribuir no suprimento energético necessario a fixagédo biolégica

de nitrogénio e sua melhor explorag&o na agricultura.

2.5 Tecnologia de bioinoculantes

Segundo o Relatoério sobre a Situacdo da Populacdo Mundial em 2011,
produzido pela Divisdo de Informacdes e relagbes Externas do Fundo de
Populacdo das Nagbes Unidas (UNFPA), o mundo comporta atualmente uma
populacdo em torno de 7 bilhdes de pessoas (UNFPA, 2012). Essa marca foi
atingida em apenas 12 anos apds registro de 6 bilhdes de pessoas e as projecdes
da Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU) é que esse numero chegue a 8
bilhbes em 13 anos (UNFPA, 2012). Diante desse crescimento, quase que
exponencial, a producdo de alimentos, bem como a seguranca alimentar,
constituem-se um desafio para todas as nog¢Oes, sobretudo, aquelas em
desenvolvimento.

No Brasil, embora os niveis de produtividade encontrem-se elevados e
supram as demandas do mercado, as estratégias empregadas na agricultura
moderna para este fim, em sua maioria, causam impactos danosos ao meio
ambiente comprometendo a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas (IBGE,
2010). No ambito dessa conjuntura, 0 uso sustentavel dos recursos naturais como
solo, agua, ar, plantas, rochas e minerais, assim como o desenvolvimento de
tecnologias alternativas que aumentem a eficiéncia dos sistemas produtivos séo
fundamentais para garantir o suprimento alimentar as geracgdes futuras.

Segundo a Lei n° 6894, de 16 de novembro de 1980, regulamentada pelo
Decreto n°® 4954, de janeiro de 2004, bioinoculante é o produto que contém

microrganismos com acédo favoravel ao crescimento de plantas (Bucher e Reis,
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2008). No Brasil, a utilizagdo de bioinoculantes teve inicio desde 1950 (Freire,
1968) e um exemplo classico € o emprego daqueles a base de bactérias
diazotroficas do género Bradyrhizobium na cultura da soja, o qual chega a
fornecer, de forma eficiente, mais de 90% do N requerido pelas cultivares mais
produtivas, gerando ganhos econdmicos de até 3 bilhdes de dolares anuais ao
pais (Hungria et al., 2005).

A Embrapa Agrobiologia langou, em 2008, o primeiro inoculante para
cana-de-agucar que é composto por um coquetel de 5 estirpes: Herbaspirillum
seropedicae (BR11335), Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR11504),
Gluconacetobacter diazotrophicus (BR11281T), Burkholderia tropica (BR11366T)
e Azospirillum amazonense (BR11145) (EMBRAPA, 2012). Segundo a
pesquisadora Veronica Massena Reis (contato pessoal), a economia com 0 uso
do inoculante pode chegar a 50 mil toneladas de fertilizantes nitrogenados por
ano no pais, reduzindo os gastos nacionais com importagdes.

Em 2009, apos sucessivas pesquisas desenvolvidas pela Embrapa Soja e
a Universidade Federal do Parand (UFPR) utilizando estirpes de Azospirillum na
promocéo de crescimento de milho e trigo, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) concedeu autorizagdo das estirpes A. brasilense Ab-V4,
Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 para a producao de bioinoculantes para a cultura do milho,
devido ao incremento que estas proporcionaram no rendimento de gréos de 24%
a 30% em relagdo ao controle ndo inoculado (Hungria, 2011). O produto final foi
um bioinoculante liquido comercial contendo Azospirillum e moléculas protetoras
para as condigbes tropicais, langado em 2010 e capaz de incrementar o
rendimento médio de grdos em 26%.

A composicao dos bioinoculantes encontra-se entre os varios fatores que
afetam a sua eficiéncia (Bucher e Reis, 2008). A compatibilidade entre os
microrganismos que constituem sua formulacdo, por exemplo, é crucial para
maior amplitude da resposta esperada pela aplicagcdo do bioinoculante
(Drozdowicz, 1997; Gottlieb, 1973).

Bactérias diazotréficas endofiticas e actinobactérias do género
Streptomyces representam grupos microbianos amplamente descritos na
literatura como promotores do crescimento vegetal (Damasceno, 2011; Igarashi,
2004; Soares et al., 2010). Porém, a despeito da sua potencialidade como

promotoras do crescimento de plantas, poucos trabalhos exploram o uso de
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actinobactérias na formulagcdo de bioinoculantes mistos com bactérias
diazotrdficas, fato que pode ser justificado pela elevada producdo de compostos
antagonicos por esses procariotos (Pereira et al., 1999). O estudo desse tipo de
formulacdo é relevante, tendo em vista que actinobactérias podem atuar na
decomposicdo de compostos orgéanicos recalcitrantes (Yanagi et al., 2002),
resultando em moléculas de carbono, possivelmente mais ladbeis as bactérias
diazotrdficas. Por outro lado, a FBN pode contribuir consideravelmente para a
diminuicdo da relagdo C:N de compostos orgéanicos recalcitrantes, favorecendo
sua decomposicao por actinobactérias.

Ainda no que diz respeito & composicao de bioinoculantes, a utilizagdo do
veiculo adequado e a adicdo de materiais que favoregam o bom desenvolvimento
e multiplicagdo dos microrganismos sdo fundamentais para alcancar o niumero
minimo de células viaveis (1 x 10° células/g ou mL do bioinoculante) exigidos pelo
MAPA. Nessa Optica, SH tem sido sugeridas como veiculo de inocula¢cdo nessas
composicdes (Castafieda Asturias, 1989; Corkidi, 2004) visto que sua aplicagdo
promove o aumento da populacdo de bactérias diazotroficas (Marques JR, 2006;
Ndaw et al, 2011). Além disso, a bioatividade de SH em espécies vegetais de
interesse agricola tem sido descrita. Facanha et al. (2002) observaram o estimulo
da sintese e atividade da H'ATPase da membrana plasmaética de plantas de milho
e café por &cidos humicos de lodo de esgoto e acidos himicos de vermicomposto.
N&o obstante, Silva et al. (2011) verificaram atividade auxinica, além da indugéo
de pelos radiculares e raizes laterais por acidos humicos isolados de turfeira.

Estes resultados servem como base para o desenvolvimento de
pesquisas que contemplem novas formulagdes de bioinoculantes, como aquelas
constituidas de bactérias diazotroficas e actinobactérias, considerando ainda SH

como veiculos e/ou aditivos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo do solo e substrato orgéanico

Para os ensaios de promog¢éo de crescimento foram coletadas amostras
de solo do horizonte B de um oxisol amarelo, em &rea experimental do Colégio
Agricola Antdnio Sarlo, municipio de Campos dos Goytacazes, RJ. Também foi

utilizado o substrato comercial de producéo de mudas Vivatto® nestes ensaios.

3.2 Material Vegetal

Plantas de tomate (Solanum lycopersicum) cultivar Santa Clara e de milho
(Zea mays) var. UENF 506 - 11 foram utilizadas como material vegetal nos
ensaios de promocao de crescimento, por serem plantas modelo de resposta

rapida a ensaios experimentais.

3.3 Agentes microbianos

As actinobactérias e a bactéria diazotrofica designada VM10, utilizadas
neste trabalho de pesquisa, foram isoladas de diferentes tipos de vermicompostos
por meio de diluicdo seriada e plagueamento em meio sélido contendo AH (20 mg
L™) como Gnica fonte de carbono, conforme descrito por Aguiar (2012). Os demais

agentes microbianos consistem nas seguintes bactérias diazotréficas: UENF 101
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(Burkholderia sp); UENF 103 (Burkholderia silvatlantica); Pal5 (Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5); HRC54 (Herbaspirillum seropedicae HRC54); RAM10
(Herbaspirillum seropedicae RAM 10). Todos estes microrganismos pertencem ao
estoque do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF).

Tabela 1: Isolados de actinobactérias e bactérias diazotréficas utilizados

no presente estudo

Designacédo do Isolado Origem do isolado Referéncia
ACO01 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
ACO02 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
ACO04 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
ACO05 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
ACO06 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
ACO09 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
AC15 Vermicomposto de TF? Aguiar (2012)
AC19 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
AC31 Vermicomposto de TG* Aguiar (2012)
VM10 Vermicomposto BC? Aguiar (2012)
Burkholderia silvatlantica Cana-de-acucar, milho e Perin et al. (2006)
abacaxi
Gluconacetobacter diazotrophicus Colmo de cana-de-agucar Cavalcante e Ddbereiner
Pal5 (1988)
Herbaspirillum seropedicae Raizes de cana-de-aglcar Olivares (1997)
HRC54
Herbaspirillum seropedicae Raizes de Arroz Monteiro et al. (2008)
RAM10

Torta de girassol; “Torta de filtro de cana; *Bagaco de cana
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3.4 Ensaios de compatibilizagdo entre isolados de actinobactéria e

estirpes diazotrdficas para producgéo de in6culo microbiano:
3.4.1 ObservacOes morfologicas e estruturais de actinobactérias

Para conhecimento inicial das caracteristicas morfologicas gerais das
actinobactérias foram feitas observag6es das colbnias, ap6s o cultivo dos isolados
em meio de cultivo solido caldo nutriente (NB), inoculados na forma de spots, e
incubados por sete dias em camara de crescimento do tipo B.O.D. a 28 + 2° C. Ao
fim deste periodo, foi feita a observagéo das colbnias que foram fotografadas com
camera digital Sony® Cyber Shot 7.2 Megapiexels.

A estrutura e o arranjo das células actinobacterianas foram observadas
em microscopio 6ptico Zeiss Axioplan. Para isso, em ambiente de fluxo laminar,
as actinobactérias foram inoculadas em meio sélido NB na forma de estrias,
utilizando-se alca de platina devidamente flambada. Laminas para microscopia,
previamente esterilizadas, foram introduzidas perpendicularmente ao meio NB
com auxilio de pinca também esterilizada. As placas foram protegidas com
parafilme e incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D. (28°C+ 2) por 30
dias. Ap0s incubagéo, as laminas foram observadas no microscépio empregando-
se as técnicas de campo claro, contraste de fase e contraste interferencial.

As imagens obtidas foram comparadas com as contidas no Guia para
Classificacdo de Streptomicetos (Pridham et al., 1958) (Figura 1), a fim de

identificar isolados possivelmente relacionados ao género Streptomyces.



21

1 2 3 4 5 6 T
Rectus - Retinaculum - Spira Monoverticillus | Monoverticillus - Biverticillus Biverticillus
Flexibilis apertum Spira

V¥ 3

STRAIGHT FASCICLED OPEN SPIRALS

AP

FLEXUOUS

Sessao (morfologia)

CLOSED SPIRALS

Série (cor)

Branco Oliva amarelado | Amarelo Azul (azul ou|Vemelho (cor | Cinza (cinza claro ou cinza médio a
(amarelo ouro a azul esverdeado | de rosa, | marrom acinzentado ou cinza
oliva-amarelado) a verde) vermelho ou | amarronzado)
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acinzentado)

Figura 1: Chave para classificacdo de grupos de actinobactérias do
género Streptomyces (Adaptado de Pridham et al., 1958)

3.4.2 Teste de antagonismo actinobactérias x bactérias diazotréficas

Foram empregadas 4 metodologias distintas, a fim de selecionar

combinag¢des microbianas compativeis para a producao de indculo.

3.4.2.1 Metodologia de Cuesta et al. (2010) modificada

Nove isolados de actinobactérias, provenientes de vermicomposto
(Tabela 1), designados como ACO01; AC02; AC04; ACO05; ACO06; AC09; AC15;
AC19 e AC31, previamente selecionados quanto a capacidade de decompor
substancias humicas, foram contrastados com 6 estirpes bacterianas fixadoras de
nitrogénio codificadas como 101 UENF (Burkholderia sp); 103 UENF
(Burkholderia silvatlantica); Pal5 (Gluconacetobacter diazotrophicus PALS);
HRC54 (Herbaspirillum seropedicae HRC54); RAM10 (Herbaspirillum seropedicae
RAM 10) e VM10 (bactéria diazotrofica isolada de vermicomposto). O ensaio
antagonico bacteriano foi feito, segundo a metodologia proposta por Cuesta et al.

(2010) modificada. As bactérias diazotroficas foram cultivadas em meio de cultivo
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DYG’S liquido (Débereiner et al., 1995) por 36 horas em agitador orbital (140 rpm,
30°C). Apos o crescimentol mL da cultura foi transferido, em ambiente de fluxo
laminar, para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio Caldo Nutriente (NB)
so6lido (40°C £ 2) e em seguida vertidos em placas de Petri esterilizadas. Quatro
discos miceliais (6mm de didmetro) dos isolados de actinobactéria cultivados
durante 5 dias em meio NB sé6lido, em camara de crescimento B.O.D. 28°C#+ 2,
foram sobrepostos, de forma equidistante, no meio contendo as bactérias
diazotrdficas. As placas foram protegidas com parafilme, incubadas em camara
de crescimento B.O.D. nas mesmas condi¢cdes supracitadas e a presenca de
antagonismo foi verificada pela formacédo de um halo de inibicdo ao redor dos

discos miceliais.

3.4.2.2 Multiplicac&o de estirpes diazotréficas em redor de coldnias

actinobacterianas

Dez microlitros de culturas das bactérias diazotroficas acima citadas,
produzidas segundo Dobereiner et al. (1995), foram transferidos para placas de
Petri, contendo meio NB, no qual haviam colonias estabelecidas das
actinobactérias dispostas, equidistantemente, na forma de spots em
quadruplicata. Cada cultura das bactérias diazotréficas foi distribuida em 3 pontos
equidistantes em redor das col6nias da actinobactéria distando 0,5 cm da colénia.
As placas foram protegidas com parafiime e incubadas em cémara de
crescimento B.O.D. 28°C+ 2 e a presenga de antagonismo foi verificada pela
formacdo de um gradiente de crescimento das bactérias diazotréficas ou pela

auséncia das mesmas.

3.4.2.3 Incubacédo de estirpes diazotroficas em extratos metabdlicos

das actinobactérias

Para obtencdo dos extratos metabdlicos, os isolados de actinobactérias
ACO01, AC04 e AC31 foram, inicialmente, cultivados em meio NB soélido e
acondicionados em camara tipo B.O.D. a 28+2°C por 5 dias. Posteriormente, 15
discos miceliais de 6 mm de diametro foram transferidos para frascos de

Erlenmeyers com capacidade para 250 mL, contendo 100 mL de meio AGS
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liquido e incubados por 10 dias em agitador orbital a 160 rpm e temperatura de
28+2°C. ApOs incubacdo, o material foi centrifugado a 3000 rpm durante 50
minutos e, em seguida, filtrado em membrana de celulose 0,22 um. Solu¢des com
diferentes concentragdes foram preparadas a partir da diluicdo ou ndo do extrato
em Aagua destilada esterilizada (concentra¢gdes finais: 100%; 10% e 1% do
extrato).

As bactérias diazotréficas que se apresentaram mais compativeis nos
ensaios anteriores foram cultivadas, segundo a metodologia descrita no tépico
acima e 100 pL de cada cultura foi transferido para microtubos, contendo 900 pL
das diferentes diluicbes, os quais foram incubados por 36 horas em camara tipo
B.O.D. (28+2°C). O ensaio foi delineado inteiramente ao acaso e constituido
tratamentos em esquema fatorial 3 x 3 (3 isolados de actinobactérias e 3
diluicdes) com 5 repeticbes e agua destilada esterilizada foi empregada como
controle. Apés incubacgéo, o material foi centrifugado (12.000 rpm por 10 minutos)
e o pellet obtido foi ressuspenso por agitacdo em vortex em 100 pL de agua
destilada esterilizada. Este procedimento se repetiu por duas vezes para
eliminagdo de residuos de meio de cultura. O volume final foi corado com
marcadores fluorescentes utilizando o LIVE/DEAD® BacLigthTM Bacterial Viability
Kit. Amostras de 5 pL foram observadas em microscopio de epifluorescéncia Zeis
Axioplan e a contagem de células bacterianas viaveis (cor verde) e inviaveis (cor

vermelha) foi realizada.

3.4.2.4 Coinoculacé@o de actinobactérias e estirpes diazotroficas em

meio semissoélido

Os isolados de actinobactéria AC01, AC02, AC04, AC05, AC06, ACO09,
AC15 e AC31 foram cultivados durante 5 dias em meio NB soélido, em camara de
crescimento B.O.D. a 28+2°C. Posteriormente, foi extraido um disco micelial (6
mm de didmetro) o qual foi inserido, com auxilio de al¢a de platina esterilizada,
em meio JNFb semissélido contido em frascos de penicilina com capacidade para
15 mL. Em seguida, 50 pL da cultura de Herbaspirillum seropedicae HRC54 foram
também inseridos no meio, inundando a superficie do disco micelial, com auxilio
de pipeta automaética. A compatibilidade entre os microrganismos foi observada

pela formagéo da pelicula aerotaxica tipica da estirpe diazotréficas testada.
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3.4.3 Teste de antagonismo actinobactérias x actinobactérias

A verificagcdo de possivel atividade antagbnica entre as actinobactérias foi
feita por meio da confrontacdo direta dos isolados, depositando-se discos
miceliais de um dos isolados, cultivados durante 5 dias em meio NB soélido, em
camara de crescimento B.O.D. a 28+2°C, na superficie de cultura dos outros
isolados crescidos nas mesmas condigcdes. A presenca de antagonismo foi

verificada pela formagao de um halo de inibicdo ao redor dos discos miceliais.

3.5 Caracterizacdo fisioldgica das actinobactérias

As actinobactérias foram caracterizadas quanto a produgcdo de enzimas
extracelulares e a determinagéo do indice enzimatico (lE) foi feita utilizando-se a
seguinte equacao: |IE = Dh/Dc. Sendo Dh o didmetro do halo de hidrélise e Dc o
didmetro da col6nia das actinobactérias. A analise de variancia dos dados foi
realizada no programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000), no qual também foi
feita a comparagdo das meédias dos IE pelo teste de Scott & Knott a 5% de

probabilidade.

3.5.1 Producéo de xilanase e celulase

As atividades celulolitica e xilanolitica das actinobactérias foram avaliadas
segundo Lewis (1988), utilizando meio de cultivo sélido Minimo de sais (Tuite,
1969), suplementado com metilcelulose ou xilana, como Unica fonte de carbono.
As actinobactérias foram inoculadas nesse meio na forma de spots, em
quadruplicata, e incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D., 28+2°C por 10
dias. Apds a incubacéo, foram adicionados 10 mL da solu¢éo de vermelho congo
a 0,5% em cada placa, deixando-se agir por 15 minutos sob temperatura
ambiente. Posteriormente, o excesso da solugéo foi drenado e 10 mL de solugéo

de NaCl (1 M) foram adicionados em cada placa, deixando-se agir por 30 minutos
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a temperatura ambiente. Apos a remocao do excesso de solugdo salina, foi feita a

observacéo de zonas de hidrélise em torno das coldnias.

3.5.2 Producéo de lipase

Para avaliar a produgéo de lipase, as actinobactérias foram inoculadas na
forma de spots e em quadruplicata, no meio Sierra (1957), contendo Tween 80
como fonte de carbono. Em seguida foram incubadas em camara de crescimento
tipo B.O.D., 28+2°C por 10 dias. A produgdo da enzima foi verificada pela
observagédo de um halo branco difuso, constituido de mintsculos precipitados de

oleato de célcio, circundando o crescimento das colbnias.

3.5.3 Producéo de catalase

Para determinar a producdo da enzima catalase, as actinobactérias foram
multiplicadas em meio de cultura NB, segundo metodologia proposta por Mariano
et al. (2000) modificada. As placas foram incubadas em camara de crescimento
tipo B.O.D., 28+2°C por dez dias. Ap6s esse periodo, amostras das coldnias
foram transferidas na forma de “esfregagcos”, com auxilio de alga de platina
esterilizada, para laminas de microscopia. Algumas gotas de peroxido de
hidrogénio (H202) foram adicionadas sobre o “esfregaco” e a reagdo positiva foi
evidenciada pela formacédo de bolhas imediatamente apds a adicdo do perdxido

de hidrogénio (Mariano et al., 2000).

3.5.4 Producgéo de amilase

A producgéo de amilase foi determinada conforme descrito por Coon et al.
(1957) modificada. As actinobactérias foram inoculadas na forma de spots e em
quadruplicata no meio de cultura Agar-amido, constituido de 6,6% de amido
solUvel. Posteriormente, as culturas foram incubadas em camara de crescimento
tipo B.O.D., a 28+2°C por 10 dias. ApGs o crescimento das col6nias, foram

adicionados 10 mL da solucdo de lugol nas placas. A producdo da enzima
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amilase foi detectada pela descoloracdo do meio em torno da coldnia, devido a

hidrélise do amido.

3.6 Alteracdo da estrutura supramolecular de acidos humicos pelas

actinobactérias

Em estudos anteriores foi feito um ensaio para isolamento de
microrganismos que utilizam acido humico (AH) como fonte de carbono. Foi
idealizado um meio de cultura com AH isolado de vermicomposto de esterco de
curral (AH, 25 mg C L'™"); K,HPO4 (0,6 g L™); KH2PO4 (1,8 g L™); MgS04.7H,0 (0,2
g L™); NaCl (0,1 g L'"); CaCl,.2H,0 (0,02 g L™"); FeEDTA (solugéo 1,64%) (4 ml L’
1); solucdo de micronutrientes (2 ml L™); solug&o vitaminas (1 ml L'™); 20 mg de
extrato de levedura; pH 6,5; 15 g L™ de Agar. Neste meio foram inoculadas as
diluicdes 10° e 10™“ obtidas de diferentes vermicompostos (esterco bovino;
bagaco de cana + esterco bovino; torta de girassol + esterco bovino; bagago de
cana + torta de girassol + esterco) (Aguiar, 2012).

Para avaliar a capacidade de alterar a supraestrutura humica foram
utilizados os isolados AC01, AC04 e ACO05. Para a preparacdo do indculo, as
actinobactérias foram inicialmente multiplicadas em meio sélido NB e incubadas
por um periodo de 5 dias, em camara de crescimento B.O.D. a 28+2°C.
Posteriormente, discos miceliais de 6 mm de didmetro serdo extraidos da cultura
e transferidos para frascos de Erllenmeyers contendo arroz autoclavado (Sousa,
2006) e incubados por 7 dias, em camara de crescimento B.O.D. a 28+2°C.

Os AH utilizados foram extraidos de vermicomposto como segundo a
metodologia proposta por Ceretta (1995) e foram diluidos em 50 mL de meio de
cultivo liquido composto pelos sais do meio JNFb (concentracdo final de AH
0,01% e pH 6,8), contido em frascos de Erllenmeyers com capacidade para 250
mL. O meio foi autoclavado a 120°C por 20 minutos. A suspenséo de esporos dos
isolados foi obtida a partir de 5 g do arroz colonizado em 50 mL de agua destilada
e 1 mL dessa suspenséao foi pipetado no meio com AH. Apds inoculacéo foi feita a
incubagdo em agitador orbital a 160 rpm e temperatura de 28+2°C por 21 dias.
Ap0s este periodo, o meio foi filtrado em membrana de celulose com 0.22 ym de

diametro.
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Uma aliquota de 5 mL de cada tratamento foi retirada e submetida a analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia por exclusédo de tamanho (CLAE), no
sistema YoungLin Acme 9000 (Seul, Korea). A separagédo por exclusdo de
tamanho deu-se através da coluna BioSep- SEC S200 Phenomenex, com 300
mm de comprimento, 7,8 mm de didmetro interno e 5 um de didmetro de poros. A
pré-coluna Polysep-GFC-Guard Column, com 35 mm de comprimento, 7,8 mm de
diametro interno e 0,2 um de didmetro de poros, foi usada para proteger a coluna
de possiveis contaminacdes presentes nas amostras. Foi utilizado o tampé&o
fosfato (NaH,PO, 0,0625 mol L™, pH 7,0 e forca iénica 0,104 mol L™) como
eluente (fase mével), com fluxo de 1,5 mL min™ em alta presséao.

Parte do material restante foi reservada para analises posteriores e a outra
parte foi submetida & analise espectroscopica na regido do infravermelho com
transformada de Fourier e reflectancia difusa (IVTF/DRFIT) em espectrometro
(Shimadzu, Prestige 21). Os tratamentos avaliados foram: Controle absoluto
(meio liquido); controle relativo (meio liquido com AH); T1 (meio com AH + ACO01);
T2 (meio com AH + ACO04); T3 (meio com AH + ACO05); todos os tratamentos

foram inteiramente casualizados em 3 repeticdes.

3.7 Uso de compostos alterados por actinobactérias como fonte de

carbono para bactérias diazotréficas

Herbaspirillum seropedicae HRC54 e Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5
foram testadas quanto a capacidade de se multiplicarem em meios contendo AH
ou amido, inicialmente cultivados com isolados compativeis de actinobactérias,

como Unica fonte de carbono.

3.7.1 Amido (macromolécula)

Os isolados de actinobactéria AC02, AC05, AC15 e AC31, selecionados pela
alta performance nos ensaios de produgéo de amilase, foram inoculados na forma
de spots e em quadruplicata no meio de cultura Agar-amido. Posteriormente, as
culturas foram incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28+2°C por 10

dias.
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Um mililitro de culturas das bactérias diazotroficas, produzidas segundo
Dobereiner et al. (1995), foi transferido para microtubos com capacidade de 1,5
mL. O material foi centrifugado (12.000 rpm por 10 minutos) e o pellet obtido foi
ressuspenso por agitagdo em vortex em 100 pL de agua destilada esterilizada.
Este procedimento se repetiu por duas vezes para eliminagdo de residuos de
meio de cultura. Sob fluxo laminar, goticulas de 3 pL do volume final das culturas
foram distribuidas em redor das colbnias das actinobactérias a 0,5 e 2,0 cm de
disténcia de cada colbnia. A distribuicdo das goticulas foi feita em duplicata e a
maior multiplicagdo das estirpes diazotréficas, nas regifes mais proximas a

colbnia, foi o pardmetro para diagnosticar a ocorréncia de sucessao ecoldgica.
3.7.2 Acido htmico (supramolécula) em meio liquido

Os filtrados restantes do meio contendo AH como Unica fonte de carbono,
apos incubacdo com os isolados AC01l, AC04 e ACO05, citado no tépico 3.4,
tiveram o pH ajustados para 6,0 e foram distribuidos em tubos de ensaio
esterilizados, com capacidade para 5 mL (volume final 3 mL/tubo).

Quinhentos microlitros de culturas de Herbaspirillum seropedicae HRC54,
produzida segundo Ddbereiner et al. (1995), foram transferidos para microtubos
esterilizados com capacidade de 1,5 mL. O material foi centrifugado (12.000 rpm
por 10 minutos) e o pellet obtido foi ressuspenso por agitagdo em vortex em 500
pL de &gua destilada esterilizada, sendo este procedimento repetido por mais
uma vez para eliminacdo de residuos de meio de cultura. Por fim, o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de agua, do qual foi retirada uma aliquota de 10 pL e
transferida para novos microtubos contendo 990 pL de &gua destilada
esterilizada, para diluir o in6culo. Considerando que o inéculo inicial apresentava
10° unidades formadoras de col6nia (u.f.c.), esse procedimento se repetiu até
obtencdo 10° u.f.c.. Uma aliquota de 10 pL desta ultima diluicdo foi transferida
para os tubos de ensaio contendo os filtrados de meio JNFb + AH. Os tubos foram
incubados em agitador orbital (160 rpm). Os tratamentos empregados foram:
controle positivo (meio de cultivo contendo 1 g de &cido malico L"), controle
negativo (meio de cultivo sem adi¢céo de carbono), T1 (meio de cultivo contendo
acidos humicos previamente incubados com ACO01), T2 (meio de cultivo contendo

acidos humicos previamente incubados com AC04) e T3 (meio de cultivo
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contendo acidos humicos previamente incubados com ACO05), com 4 repeticdes.
ApGs 24 e 96 horas, aliquotas de 500 pL foram retiradas para quantificacdo das
bactérias por meio de diluicdo seriada seguida de contagem pelo método do

namero mais provavel (NMP).

3.7.3 Acido humico (supramolécula) em meio semissélido

Vinte e cinco microlitros dos filtrados citados acima foram adicionados ao
meio de cultivo semissoélido JNFb (40°C + 2) distribuido em frascos de penicilina
(5 mL / frasco) e isento de carbono. A cultura de Herbaspirillum seropedicae
HRC54 foi produzida segundo Dobereiner et al. (1995) e o inéculo foi diluido até
10° u.f.c. semelhante & forma descrita no tépico anterior.

Os tratamentos empregados foram: controle positivo (meio de cultivo
contendo 5 g de acido malico L™), controle negativo (meio de cultivo sem adig&o
de carbono), T1 (meio de cultivo contendo acidos hdmicos previamente incubados
com ACO01), T2 (meio de cultivo contendo acidos humicos previamente incubados
com ACO04) e T3 (meio de cultivo contendo acidos humicos previamente

incubados com ACO05), com 4 repeticdes.

3.8 Promocado de crescimento vegetal por actinobactérias e estirpes

diazotréficas

3.8.1 Extratos metabdlicos das actinobactérias na germinacdo de

sementes de milho (Zea mays)

De posse dos extratos metabdlicos das actinobactérias, obtidos conforme
metodologia descrita no topico 3.2.1.3, foi feita uma solugdo a partir da diluicao de
1 mL do extrato em 9 mL de &gua destilada esterilizada (concentracdo final de
10% do extrato).

Sementes de milho var. UENF 506 - 11 foram superficialmente
desinfestadas por meio de imersdo em solu¢fes de &lcool 70% por 5 minutos e
hipoclorito de sédio (1%) por 2 minutos, seguidas de 6 lavagens consecutivas
com agua destilada esterilizada. As sementes foram distribuidas sobre papel

germitest esterilizado e umedecido com 10 mL da solugéo do extrato e contido em
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caixas esterilizadas do tipo gerbox. O ensaio foi constituido de 11 tratamentos: 9
isolados de actinobactérias e 2 controles (agua destilada esterilizada e meio de
cultura liquido AGS) inteiramente casualizado, com 3 repeticdes, cada repeticao
contendo 20 sementes. As caixas foram acondicionadas em céamara do tipo
B.O.D., sob temperatura de 28+2°C e o numero de sementes germinadas foi
quantificado em periodos de 24, 32, 40, 48 e 56 horas apds acondicionamento.

O percentual de sementes germinadas foi obtido a partir da seguinte
equacdo: GR (%) = a/b x 100. Sendo GR a média de germinacao, a o numero de
sementes germinadas e b o niumero de sementes totais. O resultado final foi
submetido a analise de variancia e a comparacdo de médias foi realizada pelo
teste t (LSD) a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2000).

3.8.2 Efeito da coinoculacdo actinobactérias e bactérias diazotroficas

no crescimento de plantas de milho (Zea mays)

Sementes de milho (Zea mays) var. UENF 506-11 foram desinfestadas por
meio de imersdo em solugdes de alcool 70% por 5 minutos e hipoclorito de sédio
por 2 minutos, seguidas de 6 lavagens consecutivas com agua esterilizada. Em
seguida, foram hidratadas por 4 horas em agua esterilizada. Posteriormente,
foram semeadas em substrato tipo solo (Oxisol amarelo) e areia (1:1),
previamente esterilizado por 2 autoclavagens com duragao de 2 horas cada, com
intervalo de 48 horas, distribuidos em potes de polietileno com capacidade para
500 mL. As actinobactérias foram inicialmente cultivadas em meio NB solido e
acondicionadas em camara tipo B.O.D. a 28+2°C por 5 dias. Posteriormente,
discos miceliais de 6 mm de diametro foram transferidos para arroz autoclavado
(Sousa, 2006) e incubado nas condigBes anteriores. Apds incubacéo foi feita a
suspencao de 5 g do arroz em 50 mL de agua destilada.

A coinoculagéo foi feita por meio do recobrimento das sementes com 1 mL
de um mix da suspensdo com actinobactérias e 1 mL de um mix da cultura das
estirpes diazotréficas, obtida de acordo com a metodologia descrita por
Dobereiner et al. (1995). O ensaio foi inteiramente casualizado com 4
tratamentos: controle (sem microrganismos); T1 (ACO01, AC04 e AC3l); T2
(Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5 e Herbaspirillum seropedicae HRC54) e
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T3 (coinoculagédo ACO01, AC04, AC31, Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5 e
Herbaspirillum seropedicae HRC54), com 4 repeticdes. O ensaio foi conduzido
em casa de vegetacgdo por 25 dias e a umidade do solo mantida na capacidade de
campo. Ao fim deste periodo, as plantas foram coletadas avaliando-se o numero
de folhas, altura com auxilio de uma régua milimetrada, area foliar por meio do
medidor Modelo LI-3100, Li-cor, Lincoln, NE, USA e intensidade de verde
utiizando o aparelho SPAD-502, Minolta, Japdo. A parte aérea e raizes das
plantas foram acondicionadas em estufa com ventilacdo forcada a 65°C, até
atingir massa constante e, posteriormente, pesada em balanca analitica. Os
dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia e a comparacdo de
médias foi realizada pelo teste t (LSD) a 5% de probabilidade, utilizando-se o

programa estatistico SISVAR 4.0.

3.8.3 Coinoculagdo de actinobactérias e Herbaspirillum seropedicae

HRC54 no crescimento de plantulas de tomate (Solanum licopersicum)

Este ensaio foi conduzido em condigbes axénicas, em delineamento
experimental inteiramente casualizado, sendo avaliados 3 isolados de
actinobactérias e a estirpe diazotrofica Hesbaspirilum seropedicae HRC54,
inoculados de forma isolada ou em combinagcdo, com 4 repeticdes. Os
tratamentos foram os seguintes: Controle; T1 (Hesbaspirillum seropedicae
HRC54); T2 (AC01); T3 (ACO1 + Hesbaspirillum seropedicae HRC54); T4 (AC04);
T5 (AC04 + Hesbaspirillum seropedicae HRC54); T6 (AC31l); T7 (AC31 +
Hesbaspirilum seropedicae HRC54). Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia e a comparacdo de médias foi realizada pelo teste t (LSD) a

5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.0.
3.8.3.1 Colonizacg&o do substrato comercial Vivatto® por actinobactérias

Inicialmente, os isolados de actinobactérias AC01, AC04 e AC31 foram
cultivados em arroz autoclavado, conforme metodologia de Sousa (2006). Uma
suspenséao foi obtida a partir da lavagem de 5g do arroz colonizado em 50 mL de
adgua destilada esterilizada. Dez mililitros da suspensdo foram usados para a

infestacdo de cada 400 cm® do substrato comercial Vivatto®, previamente
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autoclavado. O substrato foi incubado por 45 dias, a temperatura ambiente (28 +
2°C), em sacos de polietileno. A umidade do substrato foi mantida com a adigao
de 4gua destilada autoclavada.

ApGs o periodo de incubagdo, amostras do substrato foram submetidas a
andlise quimica para avaliagdo de possiveis altera¢cdes nos teores nutricionais do
substrato promovidas pela incubagdo com as actinobactérias. O substrato foi
distribuido em tubos de ensaio esterilizados, com capacidade de 60 mL (30 g /
tubo). A capacidade de colonizacdo do substrato Vivatto® pelos isolados de
actinobactérias testados foi verificada, fazendo-se a contagem por meio de

diluicdo seriada, seguida de plaqueamento em meio de cultivo sélido NB.

3.8.3.2 Promocé&o de crescimento de tomate em sistema axénico

Sementes de tomate (Solanum licopersicum) foram desinfestadas por meio
de imersé@o em solugdes de &lcool 70% por 3 minutos e hipoclorito de sodio por 1
minuto, seguidas de 6 lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada.
ApOs desinfestada, as sementes foram transferidas, com auxilio de pinca
esterilizada, para placas de Petri, contendo meio de cultivo Agar-agua com 0.6%
de agar. As placas foram mantidas em camara de crescimento sem luz, a 28°C
até a emissao da radicula (periodo de 3 a 4 dias). Ap6s a emissao da radicula, as
sementes foram transferidas para os tubos contendo o substrato organico. O
ensaio foi mantido em sala de crescimento a 26°C.

A coleta das plantulas foi realizada 15 dias ap6s a semeadura, avaliando-se
0S seguintes pardmetros biométricos: altura com auxilio de uma régua
milimetrada; area foliar por meio do medidor Modelo LI-3100, Li-cor, Lincoln, NE,
USA; intensidade de verde utilizando o aparelho SPAD-502, Minolta, Japéo;
massa fresca da raiz e parte aérea com balanga analitica e nimero de raizes
laterais com auxilio de pinca esterilizada. Amostras das raizes das plantas foram
retiradas para quantificacdo das bactérias diazotréficas por meio de diluigdo
seriada, seguida de contagem pelo método do nimero mais provavel (NMP). O
plaqueamento das diluigbes em meio de cultivo sélido NB também foi realizado
para verificar a presenca das actinobactérias.

A parte aérea e o restante das raizes foram acondicionados em estufa com

ventilacdo forcada a 65°C, até atingir massa constante e, posteriormente, pesada
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em balanca analitica. Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia e
a comparacdo de médias foi realizada pelo teste t (LSD) a 5% de probabilidade,

utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.0.

3.9 Anédlise estatistica dos dados

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2000), sendo realizada a analise de variancia e, em seguida, a
comparacao das médias pelos testes de Skott & Knott ou t (LSD) ambos a 5% de
probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo das colénias e observacdo microscipica de

actinobactérias

A partir da observacdo das colbnias dos isolados de actinobactéria
cultivadas em meio NB (Figura 2) foi feita a caracterizacdo quanto a cor
apresentada, de acordo com a classificagdo proposta por Pridham at al. (1958),
sendo que 33,3% dos isolados apresentaram coloracdo Azul, 22,2% Branca,
22,2% Cinza e 11,1% Vermelha (Tabela 2). A caracterizagdo morfoldgica das
colénias destes isolados, com base na classificacdo de Perin (2003), é descrita
por Aguiar (2012) que identificou a forma circular, elevagédo pulvinada, bordo
inteiro, superficie rugosa das col6nias, caracteristicas que podem ser observadas
na Figura 2.

A andlise microscoOpica das actinobactérias, também cultivadas em meio
sélido NB, evidenciou o seu crescimento micelial e a ocorréncia das estruturas de
resisténcia, os esporos (Figura 3). A morfologia das cadeias de esporos dos
isolados apresentou grande semelhanga com aquelas sugeridas por Pridham et
al. (1958) para classificar grupos do género Streptomyces, havendo
predominancia da forma flexuosa entre os isolados (Tabela 2). Além disso, todos
os isolados observados apresentaram micélio de substrato bastante ramificado e
também micélio aéreo que séo caracteristicas do género (Li et al., 2009). Diversas
tentativas para extragdo do DNA genmico e sequenciamento do 16S rDNA foram

feitas, porém sem sucesso, devido as especificidades na composi¢do celular
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desses microrganismos (Rong e Huang, 2010). No entanto, outras tentativas
serdo feitas para confirmacdo da posicao taxondémica dos isolados. Embora néo
apresente o alto nivel de precisdo da técnica molecular de identificacdo, a
morfologia do espordforo é confiavel, pois, sua estrutura pouco varia com as
oscilagbes ambientais (Pridham et al.,, 1958). Assim, é sugerido que as

actinobactérias deste estudo pertencam ao género Streptomyces.

Figura 2: Imagens de colbnias das actinobactérias cultivadas em meio NB
soélido (.A: AC01; B: AC02; C: ACO04; D: ACO5; E: AC06; F: AC09; G: AC15; H:
AC19; I: AC31).
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Tabela 2: Classificagdo morfolégica das actinobactérias, segundo
Pridham et al. (1958)

Cor do
Isolado Origem Forma do esporoforo micélio
ACO1 Vermicomposto TG" Spira - espirais abertos Vermelho
ACO02 Vermicomposto TG!  Rectus flexibilis - Flexuoso Branco
AC04 Vermicomposto TG Rectus flexibilis - Flexuoso Azul
ACO05 Vermicomposto TG Rectus flexibilis - Flexuoso Cinza
ACO06 Vermicomposto TG Rectus flexibilis - Flexuoso Azul
ACO09 Vermicomposto TG!  Rectus flexibilis - Flexuoso Azul
AC15 Vermicomposto TF? Rectus flexibilis - Reto Cinza
AC31 Vermicomposto TG Rectus flexibilis - Flexuoso Branco

Torta de girassol; “Torta de filtro de cana

Figura 3: Microscopia 6ptica de contraste de fase (B, D, E, F, G, H, |, J, L, N, O,
Q) e contraste interferencial (A, C, M e P). Visao geral do micélio (A: AC01; C: AC02; E:
ACO04; G: ACO5; I: ACO06; L: AC09; N: AC15 e P: AC31) e cadeia de esporos (B: AC01; D:
ACO02; F: AC04; H: ACO05; J: AC06; M: AC09; O: AC15e Q: AC31).
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O género Streptomyces é constituido de actinobactérias produtoras, em
sua maioria, de diversos compostos bioativos, principalmente antibidticos,
enzimas liticas e agentes farmacologicamente ativos (Xu et al., 2004). Diante
disso, estudos com procariotos desse género com vias a PCV sdo importantes

para sugerir sua utilizagdo como insumo bioldgico na agricultura.

4.2 Selegao de actinobactérias e estirpes diazotréficas compativeis

O resultado do teste de compatibilidade entre as bactérias diazotroficas e
os isolados de actinobactéria, empregando-se a metodologia de Cuesta et al.
(2010) com modificacdes, € representado na Tabela 3. Neste método, foi possivel
identificar a predominancia de interagbes antagoOnicas entre os isolados e as
estirpes de Burkholderia silvatlantica UENF 101 e UENF 103, verificada pela
formagdo do halo de inibigcdo. A estirpe Herbaspirillum seropedicae Ram10, por
sua vez, apresentou unicamente relacdes mutualisticas com todos isolados de

actinobactérias (Figura 4).

Tabela 3: Resultado do ensaio de compatibilidade entre bactérias
diazotroficas e isolados de actinobactéria baseado no método de Cuesta et al.
(2010) modificado

Estirpes diazotréficas

Actinobactérias UENF UENF

101 103 Pal 5 HRC54 RAM10 VM10
ACO1 I C C C C C
AC02 I C I C C C
AC04 I C C C C C
ACO05 I I I I C I
ACO06 I C C C c c
AC09 I C C C C C
AC15 I I I I C I
AC19 C C I C C I
AC31 C C C C C C

C: compativeis; I: incompativeis
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Figura 4: Teste de compatibilidade entre actinobactérias e bactérias
diazotroficas, segundo metodologia de Cuesta et al. (2010) modificada. Halo de
inibicdo de B. silvatlantica UENF 103 confrontada com o isolado AC15 (A) e de G.
diazotrophicus Pal5 confrontada com o isolado AC19 (B). Compatibilidade entre
H. seropedicae HRC54 confrontada com os isolados AC09 e AC31 (C e D).

Na Tabela 4 e Figura 5 estdo dispostos os resultados do ensaio de
compatibilidade entre os isolados actinobactéria e as bactérias diazotrdficas,
realizado, segundo a metodologia de multiplicagdo das estirpes diazotroficas em
redor das colbnias actinobacterianas. Neste ensaio, foi observado antagonismo,
caracterizado pela ndo multiplicacdo das bactérias diazotréficas ou por um
gradiente de crescimento (Figura 5), entre as estirpes de Burkholderia silvatlantica
UENF 101 e UENF 103 e os isolados testados, com exce¢ao de ACO2.

Tabela 4: Resultado do ensaio de compatibilidade entre bactérias
diazotroficas e os isolados de actinobactérias, baseado no método de

multiplicag@o das bactérias em redor das coldnias actinobacterianas

Estirpes diazotréficas

Actinobactérias UENF UENF

101 103 Pal 5 HRC54 RAM10 VMI10
ACO1 I I C C C C
ACO02 I C l C C C
AC04 I 1 C 1 C C
ACO05 I I I [ I I
ACO06 I l C C C C
ACO09 I l C C C C
AC15 I I I l C l
AC19 I I I 1 1 I
AC31 I l C C C C

C: compativeis; I: incompativeis
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Figura 5: Teste de compatibilidade entre actinobactérias e bactérias
diazotroficas, segundo metodologia de multiplicacdo de estirpes diazotréficas em
redor das colOnias actinobacterianas. Gradiente de crescimento de B. silvatlantica
UENF 101 confrontada com o isolado AC31 (A) e de H. seropedicae HRC54
confrontada com o isolado AC04 (B). Compatibilidade de estirpe VM10, isolada de
vermicomposto, confrontada com AC09 (C) e de G. diazotrophicus Pal5

confrontada com o isolado AC04 (D).

No ensaio de compatibilidade em que se empregou o método de
incubacdo de estirpes diazotréficas em extrato liquido, contendo os metabdlitos
da actinobactérias observou-se que, em termos gerais, a viabilidade celular das
bactérias diazotréficas, apos incubacdo com periodo de 36 horas, variou na
ordem de 0 a 40% de mortalidade (Tabela 5). Essa diagnosticacao foi feita a partir
da observacédo, em microscopio 6ptico de epiflorescéncia, da coloragao verde que
representa a viabilidade celular ou da coloragéo vermelha que indica inviabilidade
devido a ocorréncia de possiveis danos na parede celular das bactérias (Figura
6).

A incubacdo da estirpe Herbaspirillum seropedicae HRC54 com os
extratos metabolicos dos isolados de actinobactéria AC01, AC04, e AC31 resultou
em numeros de células inviaveis, semelhantes aos encontrados no controle
(Tabela 5), evidenciando a compatibilidade entre estes microrganismos a nivel
celular. A estirpe Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5, por sua vez, demostrou
ser mais sensivel a acdo dos extratos, diferindo em até 25,9% do controle,
indicando moderado grau de incompatibilidade. No entanto, deve-se também
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considerar que estes microrganismos apresentam ciclo de vida curto o qual dura

em torno de 48 horas, o que também contribui para a morte de algumas células.

Tabela 5: Efeito de extratos metabdlicos das actinobactérias na

viabilidade celular de bactérias diazotréficas (percentual de mortalidade)

Concentracfes dos extratos
Bruto 10% 1%

Tratamento  HRC54 (%) PAL5 (%) HRC54 (%) PAL5 (%) HRC54 (%) PAL5 (%)

Controle  13+(0,02) 14,1+ (0,04)

ACO1 12+(0,03) 155+(0,04) 57+(0,01) 33,8+(0,01) 11,9+ (0,03) 40,0+ (0,07)
AC04 3,6+(0,03) 135+(0,03) 0,0%(0,00 31,4%(0,05) 26,0+(0,04) 31,5+ (0,04)
AC31 9,6 +(0,02) 29,1+(0,04) 232+(0,02) 31,4+(0,04) 184+(0,02) 362+ (0,06)

Figura 6: Viabilidade celular de G. diazotrophicus Pal5 (A) e de H.
seropedicae HRC54 (B), ap0ls incubacdo por 36 horas em extrato metabdlico
bruto de ACO01, evidenciada por microscopia de fluorescéncia utilizando o
LIVE/DEAD® BacLigthTM Bacterial Viability Kit.

No ensaio de coinoculacdo de Herbaspirillum seropedicae HRC54 e os
isolados de actinobactérias em meio semissélido, a compatibilidade desta estirpe
com os isolados foi novamente evidenciada, desta vez, pela formagéo da pelicula
aerotaxica caracteristica da fixadora de nitrogénio na presenca de todos o0s
isolados avaliados (Figura 7). Além disso, algumas actinobactérias apresentaram
consideravel crescimento micelial na superficie das peliculas, evidenciando o

favorecimento desses microrganismos com o N fixado pelas bactérias, o que
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permite pressupor uma relacdo de sucessdo ecolégica entre algumas

combinagdes.

fotgt®y

v
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Figura 7: Compatibilidade entre H. seropedicae HRC54 confrontada com
os isolados ACO01, AC02, AC04, ACO05, AC06, AC09, AC15 e AC31, evidenciada
pelo seu crescimento e formagdo de pelicula em meio JNFb semissélido na

presenca de actinobactérias.

O resultado do ensaio de compatibilidade entre os isolados de
actinobactérias, utilizando o método de confrontacdo direta dos isolados esté
representado na Tabela 6. A maioria dos isolados apresentaram interagdes

mutualisticas, evidenciadas pela auséncia de halo de inibicdo (Figura 8).

Tabela 6: Resultado do ensaio de compatibilidade entre isolados de

actinobactérias, baseado no método de antagonismo em confrontacdo direta

AC01 AC02 AC04 ACO05 AC06 AC09 AC15 ACl19 AC31

ACO1 C I C 1 C C 1 1 C
ACO02 I C C C C C C C C
ACO04 C C C 1 C C 1 C C
ACO05 I C 1 C C C C C C
ACO06 C C C C C C 1 1 C
ACO09 C C C C C C 1 1 C
AC15 1 C 1 C 1 1 C C C
AC19 I C C C 1 1 C C C
AC31 C C C C C C C C C

C: compativeis; I: incompativeis
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Figura 8: Teste de compatibilidade entre actinobactérias utilizando método
de confrontacdo direta. Halo de inibicdo de AC09 quando confrontados com AC19
(A) ou AC15 (B). Compatibilidade entre AC31 e AC09 confrontados com ACO02 (C
e D).

Em termos gerais, a bactéria diazotrofica VM10, isolada de
vermicomposto de bagaco de cana, e as estirpes Gluconacetobacter
diazotrophicus Pal5, Herbaspirilum seropedicae RAM10 e Herbaspirillum
seropedicae HRC54 foram as que apresentaram maior nimero de relacdes
mutualisticas com as actinobactérias testadas (Tabela 7). As actinobactérias, em
sua maioria, apresentaram compatibilidade entre si (Tabela 6). Uma
particularidade foi observada nos ensaios com o isolado AC31 que se mostrou
compativel ndo s6 com todos os demais isolados de actinobactérias como,
também, com as quatro estirpes diazotréficas mencionadas acima.

Todas as metodologias empregadas mostraram-se eficientes para
identificar relagbes antagdnicas e mutualisticas entre os isolados de
actinobactérias e as estirpes diazotréficas. Em resumo, foram considerados
incompativeis 0s microrganismos que apresentaram antagonismo em pelo menos

um dos métodos empregados.
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Tabela 7: Resultado geral dos ensaios de compatibilidade entre
actinobactérias e bactérias diazotréficas baseadas nas diferentes metodologias

empregadas

Estirpes diazotréficas

Actinobactérias UENF UENF
101 103 Pal 5 HRC 54 RAM 10 VM 10

ACO1 I C C
AC02 I
ACO04 I
ACO05 I
ACO06 1
ACO09 I
AC15 I
AC19 I
AC31 I

—_——————0
O==00=0=0
O==00=000

C C
1 1
1 1
C C
C C
1 1
1 1
C C

C: compativeis; I: incompativeis

A compatibilidade entre microrganismos dentro do bioinoculante misto &
um dos critérios fundamentais para o sucesso de sua aplicacdo. Carvalho et al.
(2005), num estudo a fim de avaliar o desempenho simbidtico de variantes
isolados de estirpes de rizobio Bradyrhizobium Japonicum e Bradyrhizobium
elkanii em plantas de soja, a partir da adi¢cdo de in6culos mistos, observaram que
o determinante para maior eficiéncia em tratamentos coinoculados foi o tipo de
interacdo (sinérgica ou antagbnica) predominante no tratamento.

Acredita-se que a elevada producdo de antibidticos (cerca de 85%
daqueles conhecidos) por actinobactérias seja um dos fatores bibticos capazes de
interferir no padrdo de resposta de microrganismos de bioinoculantes
(Drozdowicz, 1997; Gottlieb, 1973). Pereira et al. (1999), por exemplo,
observaram que actinobactérias isolados do cerrado brasileiro foram capazes de
interferir na nodulacdo de soja por estirpes de Bradyrhizobium spp., causando
variacdes na capacidade de fixar nitrogénio. Diante disso, poucos sdo 0s
trabalhos que sugerem a uso de actinobactérias em conjunto com outros
microrganismos.

No entanto, as relacBes sinérgicas entre actinobactérias e bactérias
diazotréficas (Tabela 5), bem como suas diversas interacBes mutualisticas
(Figuras 4, 5, 6 e 7; Tabela 7), verificadas no presente trabalho, conferem uma

nova perspectiva no que tange a sua utilizacdo em bioinoculantes mistos. Esse
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novo panorama envolve, além das caracteristicas relacionadas a PCV das
actinobactérias, a sua atuagdo no controle de microrganismos contaminantes do

bioinoculante.

4.3 Caracterizagdao fisioldgica dos isolados de actinobactérias

Enzimas microbianas tém sido empregadas em diversos processos
biotecnolégicos, a exemplo da sintese de compostos industriais, hidrélise de
polimeros, biorremediacao de solos, dentre outros (Rodrigues, 2006).

Segundo Goodfelow et al. (1988), as actinobactérias constituem um bom
alvo para a producdo de enzimas devido a sua heterogeneidade quimica,
diversidade ecoldgica e capacidade para a producdo de metabdlitos secundarios.
Essa capacidade atrai o interesse de pesquisadores para o desenvolvimento de
insumos biolégicos ndo apenas para a agricultura, mas também, para as
industrias farmacéutica, alimenticia, téxtil e de papel.

A celulose, o amido, xilano e lipideo sdo compostos presentes na matéria
organica que podem, de acordo com Moreira e Siqueira, (2006), ser decompostos
por actinobactérias, gerando como subproduto moléculas menores, passiveis de
melhor assimilagdo por outros microrganismos e vegetais. A avaliagdo dos
isolados de actinobactérias, no presente estudo, revelou atividade enzimatica pela
maioria dos isolados (Figura 9).

Todos os isolados demonstraram atividade enzimética para catalase.
Apenas o isolado AC01 né&o foi produtor de amilase e os isolados AC02, AC19 e
AC31 néo foram produtores de lipase. Nao foi observada produgéo de xilanase e
celulase pelos isolados (Tabela 8), embora diferentes resultados para celulase
tenham sido obtidos por Aguiar (2012) que observou atividade celulolitica pelos
isolados AC01, ACO5 e AC31. As condicbes de armazenamento e constantes
repicagens de microrganismos séo fatores que contribuem para possiveis
mutacdes que resultam em altera¢des morfolégicas e fisiolégicas como mudancas
de cor da cultura, perda da capacidade de esporulagdo e sintese de algumas

substancias (Teramoto et al., 2011).
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Figura 9: Producdo de enzimas extracelulares pelos isolados de
actinobactérias. Catalase (3A), lipase (3B) e amilase (3C e 3D).

Tabela 8: Caracteristicas fenotipicas dos isolados de actinobactérias

relacionadas a promocéao de crescimento vegetal

Enzimas extracelulares

Isolado Xilanase Lipase Amilase Celulase Catalase
ACO01 - + - - +
ACO02 - - + - +
ACO04 - + + - +
ACO05 - + + - +
ACO06 - + + - +
ACO09 - + + - +
AC15 - + + - +
AC19 - - + - +
AC31 - - + - +

A nitrogenase presente nos microrganismos diazotroficos é sensivel, tanto
ao oxigénio quanto as suas espécies reativas. No entanto, elevadas taxas
metabdlicas oxidativas necessarias ao processo de FBN podem favorecer o
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (Alquéres at al., 2010). A
producdo de catalase por estas bactérias, por sua vez, € um importante
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mecanismo de protecdo contra a acgdo citotoxica do perdxido de hidrogénio
(H20,), uma das espécies reativas de oxigénio (Ardissone et al., 2004).

Alquéres et al. (2010) observaram redug¢des nos niveis de espécies
reativas em células de Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, uma fixadora
endofitica de N2, as quais foram atribuidas & sobrerregulagdo dos niveis de
transcricdo de seis genes que codificam a produgcdo de compostos
desintoxicantes de espécies reativas de oxigénio. Diante disso, a produgdo de
catalase pelos isolados de actinobactérias interessa, ndo apenas para a protecao
celular contra o estresse oxidativo nestes procariotos como, também, para a
protegéo celular de outros microrganismos componentes no bioinoculante misto.

Segundo Moreira e Siqueira (2002), o amido é um importante composto
organico de reserva nos vegetais cuja degradacdo é limitada a poucos
microrganismos. De acordo com esses autores, a producdo de amilases, acidos
organicos, CO,, e dextrinas durante a decomposi¢cdo, sao caracteristicas que
incluem as actinobactérias no grupo de bons degradadores de amido.

Os lipideos, por sua vez, sdo biomoléculas de ésteres de glicerol e acidos
graxos (Vasconcelos, 2008). Estudos tém revelado que a utilizagdo dessas
biomoléculas, assim como 6leos vegetais, por microrganismos cultivados em meio
enriquecido com estes compostos, promove o0 aumento de metabdlitos
secundarios (Choi et al., 1996; Pan et al., 1959). Esta utilizacdo é possivel gracas
a producgdo de lipases, enzimas que catalisam a primeira reacdo de quebra do
lipideo exégeno (Large et al, 1999). Tendo em vista que a PCV por
actinobactérias € induzida, principalmente, por metabdlitos secundérios, é
possivel inferir que a producéo de lipase pela maioria dos isolados neste estudo,
possivelmente, favoreca caracteristicas endogenas de PCV presentes nesses
isolados. No entanto, sdo necessarios ensaios experimentais mais especificos
para afirmar essa hipotese.

Lealem e Gashe (1994) sugerem um indice enzimético (IE) = 2,0 para
considerar um microrganismo como bom produtor de enzimas extracelulares em
meio soélido. O IE para producdo de xilanase, lipase, amilase e celulase pelas
actinobactérias testadas é representado na Tabela 9.

Variacdes significativas quanto a producdo de lipase e amilase pelos

isolados foram observadas, sendo que AC01, AC04 e AC15 séo considerados
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bons produtores de lipase e AC02, AC05, AC19 e AC31 bons produtores de

amilase.

Tabela 9: indice enzimético de atividades xilanolitica, lipolitica, amilitica e

celulolitica dos isolados de actinobactérias

Enzimas extracelulares

Isolado Xilanase Lipase Amilase Celulase
ACO01 0.00 a 2.20b 0.00e 0.00 a
ACO02 0.00 a 0.00 e 2.80a 0.00 a
ACO04 0.00 a 2.10b 1.12d 0.00 a
ACO05 0.00 a 1.52d 212b 0.00 a
ACO06 0.00 a 1.85c 1.10d 0.00 a
ACO09 0.00 a 1.67d 1.22d 0.00 a
AC15 0.00 a 272 a 180c 0.00 a
AC19 0.00 a 0.00 e 2.87a 0.00 a
AC31 0.00 a 0.00 e 2.10b 0.00 a

CV (%) 0,0 10,56 6,94 0,0

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nédo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

4.4 Alteracdo da estrutura supramolecular de acidos humicos pelas

actinobactérias

As substancias humicas (SH) constituem a fracdo mais estabilizada da
matéria organica do solo (MOS), comportando um elevado teor de carbono
organico (Vargas e Hungria, 1997). Sao operacionalmente classificadas em
acidos humicos (AH), fracdo solivel em condi¢des alcalinas ou neutras e que
precipita quando o pH da solucao é reduzido para 1; acidos fulvicos (AF), fracéo
que permanece soluvel em todas as condi¢es de pH ou quando o pH da solucéo
extratora alcalina é ajustado para 1 e humina, fragdo insolivel em agua e em
quaisquer valores de pH (Piccolo, 2002).

O estudo destas substancias é altamente relevante, sobretudo em solos

tropicais altamente intemperizados como ocorre no Brasil, em que as SH
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presentes em 60% a 90% da MOS séo os principais responsaveis pelo aumento
da CTC e poder tampédo do solo, regulacdo da atividade bioldgica, ciclagem e
suprimento de nutrientes as plantas (Bayer e Mielniczuk, 2008).

O efeito de SH no metabolismo de espécies vegetais tem sido descrito
(Canellas et al., 2012; Nannipieri et al., 1993). No entanto, a acao fisiologica de
fracbes humicas de alto peso molecular como AH é incompativel com seu
tamanho e, consequentemente, com sua entrada na célula através das
membranas bioldgicas (Dobbss, 2011). No entanto, com base no modelo de
associacbes supraestruturais de unidades de substancias hdmicas, unidas por
ligagbes fracas ou hidrofébicas da estrutura supramolecular destas substancias
(Piccolo, 2002), os &cidos orgéanicos exsudados pelas raizes dos vegetais ou por
microrganismos poderiam romper as forcas de ligagbes fracas do arranjo e
mobilizar micro-agregados estruturais das SH capazes de acessar receptores na
superficie ou no interior das células das raizes (Dobbss, 2011).

Actinobactérias tém sido descritas como capazes de degradar AH, por
meio da atividade de enzimas, acidos organicos e outros metabdlitos produzidos
por estes microrganismos (Badis et al., 2009; Kontchou e Blondeau, 1992; Yanagi
et al.,, 2002). Ao serem analisados em conjunto com as propriedades bioativas
das SH, estes resultados servem como base para o desenvolvimento de
pesquisas que contemplem a utilizacdo de actinobactérias com essa capacidade
em solo, substratos ou inoculantes contendo SH, visando o enriquecimento
biol6gico destes microambientes. Além disso, a hipdtese de que alteracdes na
supraestrutura de SH podem levar a diminuicdo da resisténcia dessas
substancias a decomposicdo por outros microrganismos benéficos a PCV deve
ser investigada.

As andlises dos AH extraidos do meio de cultura ap6s 28 dias de
incubacdo com os isolados de actinobactérias (AC01, AC04 e AC5) revelaram
possiveis alteragbes em sua supraestrutura. Os espectros IVTF/DRIFT dos AH
(Figura 10) foram obtidos com a mesma massa, normalizados em fungdo da
absorbancia e da intensidade da maior absorcéo. Foi possivel observar reducéao
relativa nas areas das bandas de absor¢cdo em 3699, 2922, 2852, 1510, 1456,
1228 e 1124 cm™ atribuidas, respectivamente, a vibragées N-H, CH3, CH,, C-H
aromaticos, C-H alifaticos, O-H em fendis e C-O em polissacarideos nos AH

tratados com actinobactérias. A diminuicdo também foi verificada nas bandas de
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absorcdo em 920, 542 e 470 cm™ tipicas de deformacdo C-H em anéis
aromaticos, sugerindo alteracdes nas espécies aromaticas, uma vez que os AH
foram isolados de vermicomposto de esterco de curral com presenca nao

significativa de cinzas e auséncia de interagdo com a fracdo mineral do solo.
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Figura 10: Espectros de IVTF/DRIFT AH no meio de cultivo antes (a -

vermelho) e apds incuba¢do com actinobactérias (b “AC04”, ¢ “AC01” e d “ACO05”).

Os cromatogramas de exclusédo por tamanho destes AH foram separados
em duas regides em funcédo do tempo de retengcédo (Tr) na coluna. A primeira
regido denominada de G1 foi constituida por moléculas aparentemente maiores
com Tr entre 5 a 8 minutos e a regido G2 por moléculas com menor distribuicao
relativa de massa com Tr entre 9 e 11 minutos (Figura 11A). Em ambas as
regides observaram-se aparentes reducdes na distribuicdo da massa relativa nas
amostras inoculadas com actinobactérias em relagdo ao controle (AH em meio
ndo inoculado com actinobactérias). Pressupde-se a diminuicdo da distribuicdo
dos agregados humicos independente da regido do cromatograma de excluséo. A
diminuicdo da distribuicdo de massa molecular aparente foi na ordem de 11 a
22% em G1 e 14 a 20% em G2 (Figura 11B). Estudos utilizando técnicas mais

adequadas devem ser conduzidos para confirmar tais observacgoes.
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Figura 11B: Andlise quantitativa das duas
regides do cromatograma por exclusdo de
tamanho (G1:Tr 5 a8 min; G2: Tr9a 11 min).

Figura 11A: Cromatograma de exclusdo por
tamanho dos AHs (G1: moléculas maiores; G2:
moléculas menores).

BA: Branco absoluto (meio sem adicdo de AH); BR: Branco relativo (meio contendo AH original); AC1: AH guimicamente

transformado por ACO0l1l; AC4: AH quimicamente alterado por AC04 e AC5: AH quimicamente alterado por ACOS5.
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Estes resultados corroboram com aqueles encontrados por Dari et al.
(1995) que testaram actinobactérias do género Streptomyces quanto a
capacidade de degradacdo de AH. Esses autores, além de verificar a
decomposicdo desses acidos, observaram a ocorréncia de intensa atividade de
enzimas da classe das peroxidases, envolvida no catabolismo inicial da lignina.
Considerando ainda a natureza supramolecular dos acidos hudmicos e sua
diversidade de classes de macromoléculas associadas (Piccolo, 2002), a reducao
da massa aparente pode ser funcdo de outras exoenzimas produzidas pelas
actinobactérias, fato que merece estudos mais aprofundados.

A capacidade de estreptomicetos utilizar AH como fonte de carbono e
nitrogénio também foi demonstrada por Badis et al. (2009) que observaram
diferentes percentagens de degradacdo destas substéncias humicas,
provenientes de distintos materiais de origem.

A capacidade de grupos restritos de microrganismos na degradagéo da
matéria organica recalcitrante (Kontchou e Blondeau, 1992) esta envolvida no
processo de formagdo do humus sendo, portanto, fundamental para a melhor
compreensdéo do ciclo biogeoquimico do carbono. Tendo em vista que os isolados
de actinobactéria utilizados no presente trabalho s&o provenientes de diferentes
vermicompostos, a evidéncia de sua capacidade de alterar a estrutura
supramolecular de AH neste estudo indica o papel relevante desses procariotos
no processo de vermicompostagem.

O efeito de substancias hdmicas no estimulo do crescimento vegetal tem
sido descrito por diversos autores (Canellas et al., 2012; Nardi et al., 2002; Silva
et al., 2011; Trevisan et al., 2010 ). Materiais humicos quimicamente modificados
promoveram o incremento significativo do nimero e no alongamento de raizes
laterais de Arabidopsis, milho e tomate (Dobbss et al., 2010). A bioatividade
auxinica de fracdes de AH isolados de vermicomposto foi evidenciada por
Canellas et al. (2011) que também observaram a inducdo da emisséo de raizes
laterais em tomate.

De acordo com Nardi et al. (2002), o efeito de diferentes fragbes de
substancias humicas depende, dentre outros fatores, do peso molecular da
fracdo. Os autores ainda afirmam que as fragcdes de baixo peso molecular séo as
principais candidatas para determinar os possiveis efeitos das substancias

hamicas no crescimento de plantas. Assim, a habilidade de alterar a estrutura
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supramolecular de acidos humicos em fragBes de diferentes tamanhos (Figura
10), apresentada pelas actinobactérias no presente estudo, constitui-se um
interessante pré-requisito para propor sua utilizacdo em bioinoculantes contendo
substancias humicas. Estes resultados também consolidam uma base para o
desenvolvimento de novos estudos sobre a bioatividade das fragdes obtidas no

crescimento vegetal.

4.5 Ocorréncia de sucesséo ecoldgica em combinagbes compativeis

de actinobactérias-bactérias diazotroficas na presenca de acidos humicos

Em termos gerais, pode-se definir sucess@o ecoldégica como uma
sequencia temporal de aparecimento e/ou desaparecimento de espécies que,
possivelmente, depende de recursos, condigdes ou mesmo de outros organismos
que variam no tempo (Bahia, 2007).

A premissa conceitual do presente trabalho é a selecdo e a
compatibilizagdo de actinobactérias e bactérias diazotroficas endofiticas, para
avancgar na proposicdao de formulagbes mista de bioinoculantes, considerando
ainda, substancias humicas como veiculos e/ou aditivos no desenho de
inoculantes experimentais. Diante disso, o conhecimento das relagbes ecolégicas
entre esses microrganismos é fundamental para sua melhor manipulagédo e
utilizagcdo nessas formulagdes. Com esse objetivo foram feitos ensaios de
simulacdo de sucessdo ecoldgica, descritos no topico 3.7, utilizando carbono
proveniente de AH ou amido como recurso determinante para o crescimento da
populagéo de bactérias diazotroficas.

De modo geral, os ensaios nao revelaram ocorréncia de sucessao
ecolégica nas combinacdes dos isolados de actinobactérias e as estirpes
diazotrdficas Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 e Herbaspirillum seropedicae
HRC54. G. diazotrophicus Pal5 néo foi capaz de se multiplicar no halo amilolitico
dos isolados AC02, AC05, AC15 e AC31 (Figura 11), o que permite concluir que a
degradac¢éo do polimero amido pela atividade enzimatica das actinobactérias ndo
fornece esqueletos de carbono para sustentar o crescimento de colbnias de G.
diazotrophicus Pal5. J& para H. seropedicae HRC54, observou-se crescimento de
colénias ao redor do halo de degradagdo. Em um primeiro momento, é possivel

inferir que oligossacarideos liberados no meio sustentariam a bactéria. No
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entanto, analises in silico do genoma da estirpe H. seropedicae SmR1
evidenciaram a presenca do gene Hsero_2325 que codifica a a-amilase (Pedrosa
et al.,, 2011), sugerindo que a estirpe H. seropedicae HRC54 também possua

rotas catabdlicas para o amido.

Vé 3

’

HRC54 PALS

Figura 11: Cultivo de bactérias diazotréficas em halo amilolitico de
actinobactérias. Visao geral do perfil de crescimento de H. seropedicae HRC54 e
G. diazotrophicus Pal5 em meio Amido-agar hidrolisado pelo isolado AC02 (8A).
Evidéncias do crescimento de H. seropedicae HRC54 em halo produzido pelo
isolado AC31 (8B) e do nao crescimento de G. diazotrophicus Pal5 (8C) em halo

produzido pelo isolado AC15 em meio Agar-amido corado com lugol.

Observou-se que o cultivo da bactéria diazotrofica H. seropedicae HRC54
em filtrado de meio de cultura liquido, contendo AH como Unica fonte de carbono,
que fora previamente incubados por 21 dias com os isolados ACO1 e ACO04
manteve a densidade populacional desta bactéria, em niveis semelhantes ao do
controle no periodo inicial de 24 horas (Figura 12). Curiosamente, o cultivo dessa
estirpe diazotréfica em meio de cultura previamente incubado com o isolado AC05
promoveu o aumento populacional dessa bactéria no periodo de 24 horas, em
niveis superiores ao controle (1 g L™ de &cido mélico como fonte de carbono).
Vale destacar que ACO5 foi o isolado que apresentou maior capacidade de
modificar a distribuicdo da massa molecular aparente dos AH. E possivel que tais
alteracdes estruturais tenham condicionado a utilizacdo de grupamentos
organicos antes indisponiveis para H. seropedicae HRC54.
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Noventa e seis horas apOs incubacdo de H. seropedicae HRC54 nas
referidas condi¢des, com excec¢ao dos filtrados de AH provenientes da incubacéo
com o isolado de actinobactéria AC04, verificou-se 0 aumento exponencial na
populacdo de H. seropedicae HRC54 em torno de 7000 vezes no controle

positivo, 45 vezes em ACOL1 e 0,85 vezes em ACO5 (Figura 12).
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Figura 12: Namero mais provavel de Herbaspirillum seropedicae HRC54
cultivada em filtrados de meio de cultura liquido, sais de JNFb e AH como Unica
fonte de carbono, previamente incubados por 21 dias com os isolados ACO1,
AC04 ou ACO05. C+, controle contendo 1 g L™ de acido malico como fonte de

carbono.

No que diz respeito as alteragbes estruturais dos AH, provenientes de
vermicomposto de esterco bovino e incubados por 21 dias com os isolados de
actinobactérias AC01 e ACO04, é possivel que tais modificacdes ndo foram
capazes de sustentar o crescimento de populacdes de H. seropedicae HRC54 em
condicdes in vitro. Pode-se ainda inferir que a multiplicacao destas actinobactérias
no meio contendo AH, durante o periodo de incubacédo tenha gerado um grande
acumulo de metabdlitos secundérios, inclusive antibidticos, que podem ter
estagnado o crescimento de H. seropedicae HRC54 quando esta foi inoculada no

filtrado deste meio.
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O efeito da inoculacao da estirpe diazotrofica H. seropedicae BR11175 na
presenca de AH e sobre a comunidade bacteriana nativa da rizosfera e do interior
de raizes de milho foi estudado por Ndaw et al. (2011). Os autores observaram
que a inoculacéo na presenca dos AH aumentou significativamente o nimero de
bactérias diazotroficas no sistema rizosfera/raizes de milho. E possivel que a
auséncia do fator hospedeiro tenha sido determinante para a estabilidade da
populacdo de H. seropedicae HRC54, mesmo na presenca de AH, o que pode
justificar a discrepancia entre os resultados do presente trabalho para os AH
quimicamente transformados por ACO1 e AC04 e aqueles encontrados por Ndaw
et al. (2011).

A hip6tese de sucessao ecoldgica em combinacdes compativeis dos
isolados de actinobactérias e a estirpe H. seropedicae HRC54 € incrementada
pelos resultados obtidos no ensaio de coinoculagdo dessa fixadora de N; e das
actinobactérias AC04, AC06 e AC09 em meio de cultivo semissélido INFb. Neste
ensaio, observou-se que esses isolados, incapazes de fixar N, e,
consequentemente, de se multiplicar em meio semissolido isento desse nutriente,
foram capazes de se estabelecer no referido meio acima da pelicula aerotaxica de
H. seropedicae HRC54 (Figura 13). Esse dado sugere que os isolados de
actinobactérias AC04, AC06 e ACO09 se beneficiam da FBN por H. seropedicae
HRC54, utilizando o N fixado.

ACO04 AC06 AC09

AC01 } ACO2 | AC15

Figura 13: Crescimento micelial dos isolados AC04, AC06 e ACO09 sobre
superficie da pelicula aerotéxica de H. seropedicae HRC54 (A). Auséncia de
crescimento micelial do isolados AC01, AC02, AC15.
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A inoculacdo de H. seropedicae HRC54 em meio semissolido JNFb
suplementado com 25 uL de filirados de meio de cultura liquido, sais de JNFb e
AH previamente incubado por 21 dias com os isolados AC01, AC04 ou ACOS5,
como Unica fonte de carbono, aparentemente, ndo subsidiou o crescimento da
bactéria diazotréfica, condicdo essa verificada pela ndo formacédo da pelicula
aerotaxica caracteristica da atividade de fixagdo do N pela referida estirpe
(Figura 14). Ainda na Figura 14, é possivel observar que em meio semissélido
JNFb suplementado com 25 uL de filtrados de AH previamente incubado por 21
dias com os isolados AC01 e AC04 como Unica fonte de carbono, H. seropedicae
HRC54, apresentou um crescimento basal, seguido de estagnacéo. Esse
crescimento pode ser atribuido a residuos de carbono provenientes do meio de
cultura em que esta bactéria foi inicialmente multiplicada (DYG'S), ainda que a
lavagem das células tenha sido realizada, como descrito na metodologia. A
confirmacdo dos dados requer, no entanto, repeticbes mais apuradas deste

ensaio.

W\ " *

\ : ‘

CONTROLE & ACO1 ACO ACO05 CONTROLE

JNFB 25 pL 25 puL 25 uL S CARBONO

Figura 14: Crescimento de H. seropedicae HRC54 em meio semissolido
suplementado com 25 pL de filtrados de meio de cultura liquido, sais de JNFb e
AH previamente incubado por 21 dias com os isolados AC01, AC04 ou ACO05
como Unica fonte de carbono. A esquerda, controle positivo (JNFb contendo 1 g L
! de 4cido malico como fonte de carbono) e a direita, controle negativo (JNFb sem

guaisquer fonte de carbono).
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46 Efeito de extratos metabdlicos das actinobactérias na

germinacdo de sementes de milho (Zea mays)

A percentagem de sementes de milho var. UENF 506-11 germinadas nos
tratamentos controle variou em torno de 21 e 24%. Esses valores,
consideravelmente baixos, podem ser justificados por possiveis estresses
provocados pelo frio durante o periodo de armazenamento, o que pode levar a
perda do vigor. Em termos gerais, a percentagem de germinacdo de sementes
tratadas com extratos metabdlicos da actinobactérias variou entre 10 e 38%. O
efeito positivo mais acentuado sobre a germinacao foi aquele proporcionado pelo
isolado ACO05, o qual diferiu estatisticamente em 15% do controle com &agua
destilada e 16,67% do controle com meio de cultivo AGS (Tabela 10). Sementes
tratadas com o extrato metabdlico do isolado AC31 apresentaram percentagem
de germinacdo inferior a ambos os controles, sugerindo efeito inibidor da

germinagao.

Tabela 10: Percentual de germinagdo de sementes de milho tratadas com

extratos metabodlicos de isolados de actinobactérias

Isolados Percentagem de germinacéao (%)
Controle (dgua destilada) 23,33 bcd
Controle (meio liquido AGS) 21,66 bcd
ACO01 25,00 abc
ACO02 30,00 ab
AC04 13,33 cd
ACO05 38,33 a
ACO06 23,33 bcd
ACO09 20,00 bcd
AC15 21,66 bcd
AC19 21,66 bcd
AC31 10,00 d
Ccv 22,9%

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste
de t (LSD) a 5% de probabilidade.
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A producdo de substancias com atividade fitormonal, como giberelinas,
por BPCV tem sido descrita na literatura (Bottini et al., 2004). Estes estudos séo
importantes para superar a dorméncia temporaria de sementes, reduzindo
retardos na semeadura e possibilitando ndo sé a homogeneiza¢éo da produgédo e
colheita de espécies agricolas. Por outro lado, a ocorréncia de efeito fitotoxico na
germinacdo de sementes por BPCV também tem sido citada na literatura
(Venkatachakam et al., 2010; Zhi-Ki et al., 2005).

Os resultados obtidos a partir do presente ensaio experimental, além de
servir como base para o desenvolvimento de pesquisas com vias ao uso de
actinobactérias para superacdo de dorméncia de sementes, reforcam a
necessidade de avaliagdo de compatibilidade entre o microrganismo com
potencial biotecnologico agricola, a microflora benéfica do solo e as espécies

vegetais que compdem o agroecossitema.

4.7 Efeito da coinoculacdo de actinobactérias e diazotréficos no

crescimento de plantas de milho (Zea mays)

Actinobactérias s@o bactérias comumente isoladas de solo que
apresentam a capacidade de colonizar a rizosfera ou mesmo o ambiente
endofitico de espécies vegetais (Qin et al., 2012). Este grupo microbiano inclui
individuos produtores de diversas enzimas extracelulares, capazes de atuar na
decomposicdo da matéria organica, aumentando a disponibilidade de nutrientes
aos vegetais (Petrosyan et al., 2003), podendo ainda produzir substancias
fitorreguladoras do crescimento, atuando diretamente no crescimento de plantas
(lgarashi et al., 2004).

Bactérias diazotroficas endofiticas s&o microrganismos capazes de
colonizar tecidos internos das plantas e que também apresentam importante
contribuicdo para o estimulo do crescimento vegetal, principalmente pela fixac&o
bioldgica do nitrogénio (FBN) (Baldani et al., 2002).

Neste ensaio, o potencial de magnificagdo do crescimento de plantas de
milho pelo uso conjunto de isolados actinobactérias com caracteristicas
fenotipicas relacionadas ao crescimento vegetal e de bactérias diazotréficas

endofiticas descritas como promotoras do crescimento, foi avaliado.



59

A avaliacdo dos parametros biométricos das plantas de milho inoculadas
com actinobactérias ou bactérias diazotroficas endofiticas (Tabela 11) néo
evidenciou estimulos significativos no numero de folhas, area foliar, altura ou
massa seca da parte aérea pelos tratamentos. Sousa (2006), avaliando o efeito
de isolados de actinobactérias na promogdo de crescimento em tomateiro,
observou que a melhor colonizagdo do substrato e expressao do efeito promotor
foram obtidas quando o substrato foi incubado com a suspenséo dos esporos dos
isolados durante 40 dias. E possivel que o método de aplicacdo das
actinobactérias empregado neste ensaio tenha interferido num possivel potencial

indutor de crescimento vegetal dos isolados.

Tabela 11: Efeito de actinobactérias, bactérias diazotréficas e da sua

coinoculagéo no crescimento de plantas de milho (Zea mays)

N° de Areafoliar Altura MSPA MSRZ Intensidade
Tratamento

folhas (cmz) (cm) (9) (9) de verde
Controle 5a 109,32 a 5450a 0,36a 0,38b 24,82b
1 5a 106,13 a 50,12a 0,44a 0,52ab 31,25 a
2 5a 115,39 a 47,37a 0,47a 0,57a 26,87 b
3 5a 126,05a 48,83a 0,40a 0,43ab 30,33 a
CV (%) 6,15 8,46 8,44 25,05 20,22 5,85

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste
de t (LSD) a 5% de probabilidade. Tratamento 1: Mix das actinobactérias ACO01,
ACO04 e AC31; Tratamento 2: Mix das bactérias diazotréficas Gluconacetobacter
diazotrophicus Pal5 e Herbaspirillum seropedicae HRC54; Tratamento 3: Mix com
microrganismos utilizados nos tratamentos 1 e 2. MSPA: massa seca da parte

aérea. MSRZ: massa seca da raiz.

Observou-se que a inoculagio com o mix de diazotroficos
(Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 e Herbaspirillum seropedicae HRC54)
promoveu um incremento significativo na ordem de 50% na massa seca das
raizes das plantas. A intensidade de verde também foi significativamente
estimulada pela inoculagdo do mix dos isolados de actinobactérias AC01, AC04 e

AC31 ou da sua coinocula¢do com o mix das estirpes diazotroficas.
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O nitrogénio é um elemento essencial as plantas, principalmente nos
primeiros estadios de crescimento. E possivel que a fixacdo biologica do
nitrogénio pelas estirpes diazotroficas utilizadas tenha incrementado o teor desse
elemento nas plantas cujas sementes foram inoculadas, estimulando o
crescimento da raiz. Este processo, corroborado por outros fatores, pode ainda ter
favorecido o incremento do teor de nitrogénio na parte aérea das plantas,
aumentando a intensidade de verde e, consequentemente, o teor de clorofila visto
que o nitrogénio é parte estrutural desta molécula (Oliveira et al., 1996).

Estes resultados demonstram que a inoculagdo das actinobactérias AC01,
ACO04 e AC31, juntamente com as estirpes diazotroficas G. diazotrophicus Pal5 e
H. seropedicae HRC54 apresentam potencial para incrementar significativamente
a massa seca de raizes e o teor de clorofila em plantas de milho var. UENF 506-
11. Assim, esses microrganismos podem ser sugeridos como componentes em
bioinoculantes mistos e servem como base para outros estudos voltados para o

desenho de inoculantes experimentais.

4.8 Efeito da coinoculagdo de actinobactérias e Herbaspirillum
seropedicae HRC54 no crescimento de pléantulas de tomate (Solanum

licopersicum)

Em termos gerais, a inoculagcdo com a bactéria diazotréfica Herbaspirillum
seropedicae HRC54 promoveu incrementos significativos na intensidade de verde
das folhas de plantulas de tomate cv. Santa Clara (Tabela 14), quando
comparadas com o controle n&o inoculado. No entanto, essa inoculagéo néo foi
capaz de interferir estatisticamente nos demais pardmetros biométricos avaliados,
embora a bactéria tenha sido reisolada das raizes das plantulas (Tabela 12).

Ensaios experimentais (dados n&o publicados) tém demonstrado que H.
seropedicae HRC54, embora seja capaz de colonizar endofiticamente raizes de
plantulas de tomate cv. Santa Clara, essa colonizagdo ndo promove incrementos
na biomassa das plantas.

A capacidade de colonizacdo do substrato pelos isolados, ap6s o periodo
de 45 dias de incubacéo, foi observada (Tabela 12), demonstrando a utilizagdo
dos nutrientes presentes nesse substrato e possibilitando o crescimento da

populagdo microbiana com esse método de aplicacdo. Também foi verificado que
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o crescimento dos isolados de actinobactéria promoveu alteragfes discretas nos
teores nutricionais do substrato Vivatto®, mais especificamente em P, K, Fe, Zn e
Mn em que se observou a elevagdo no teor desses nutrientes (Tabela 13). O
efeito benéfico de estreptomicetos no crescimento de mudas de tomateiro apés
43 dias de incubacdo do substrato organico Plantmax® com os isolados foi
observado por Sousa et al. (2009).

Tabela 12: Densidade microbiana em ensaio de PCV de plantulas de

tomate (Solanum licopersicum) cv. Santa Clara

Densidade populacional de actinobactérias no substrato Vivatto®, apds 45

de incubacéao

Tratamento N° de u.f.c. dag™ de substrato (Logio)
Controle 0,00

ACO01 9,82

ACO04 9,75

AC31 9,52

NMP de H. seropedicae HRC54 em raizes de tomate cv. Santa Clara

Tratamento NMP g™ de raiz (Logxo)
Controle N.I. 0,00

Controle I. 8,17

ACO01+HRC54 8,01

AC04+HRC54 7,98

AC31+HRC54 8,10

NI: ndo inoculado com H. seropedicae HRC54; I. inoculado com H.

seropedicae HRC54. NMP: numero mais provavel de bactérias diazotroficas.
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Tabela 13: Caracterizacdo quimica do substrato Vivatto®, apés 45 dias de

incubacdo com isolados de actinobactérias

PH ca Mg C MO Fe Cu Zn Mn S B P K
Isolados cmol, /dm3 % g/dm3 - mg/dm?®
Controle 55 10,0 9,2 505 87,1 1489 05 4,7 51,1 7948 3,20 432 726
ACO1 56 94 94 528 0910 2060 05 59 565 8775 3,43 486 792
ACO4 56 104 95 520 89,7 164,7 05 6,0 583 779,0 3,59 513 814
AC31 55 96 90 590 101,7 159,12 0,5 6,6 61,4 8545 3,09 489 802

Extrator Carolina do Norte.

Aumentos significativos na intensidade de verde, altura, area foliar,

numero de raizes laterais, massa fresca da raiz e massa fresca e seca da parte

aérea foram observados em plantulas cultivadas em substrato organico incubado

por 45 dias com o isolado ACO1, em plantas ndo inoculadas com H. seropedicae

(Tabela 14). Caracteristicas fenotipicas do efeito desse isolado podem ser

observadas na Figura 15.

Figura 15: Visdo geral das plantulas de tomate produzidas em substrato
incubado com actinobactérias, inoculadas (I.) ou ndo inoculadas (N.l.) com H.
seropedicae HRC54 (15A). a: controle (N.l.); b: controle (I).; c: incubagdo com
ACO1 (N.L); d: incubagcdo com ACO1l (l.); e: incubagcdo com ACO04 (N.l); f:
incubagéo com ACO04 (1.); g: incubagdo com AC31 (N.l.); h: incubagdo com AC31
(I). Emissao de raizes laterais em plantulas tratadas com ACOl1 (15B) e no
controle (C).
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Estes resultados colaboram com aqueles encontrados por Soares et al.
(2010), que observaram aumento significativo de até 71% na altura , 73% no
didmetro do caule, 266% na producdo de massa seca da parte aérea e 300% na
producdo de massa seca das raizes de mudas de tomateiro, cultivadas em solo
infestado e incubado com isolados de actinobactérias.

Plantulas de tomate cultivadas em substrato organico incubado com os
isolados de actinobactérias AC04 e AC31l ndo apresentaram incrementos
significativos nas caracteristicas fenotipicas de crescimento, a despeito da
capacidade que estes isolados apresentaram de produzir enzimas extracelulares
relacionadas ao crescimento vegetal. No entanto, observa-se que a coinoculagéo
destes isolados com o isolado de actinobactéria ACO1 promoveu o aumento
significativo da massa seca de raizes e teor de clorofila em plantas de milho var.
UENF 506-11. A primeira instancia, pode-se atribuir o efeito benéfico dessa
coinoculagéo ao isolado ACO1 que foi eficiente na promoc¢éo de crescimento de
plantulas de tomate quando empregado de forma isolada. Contudo, numa
segunda reflex&o, pode-se inferir que a interagdo entre os isolados AC04, AC31 e
a cultura do tomateiro ndo favorece um possivel potencial promotor de
crescimento vegetal por esses isolados, sendo assim necessario o estudo de sua

interacdo com outras espécies vegetais.



Tabela 14: Efeito da coinoculacdo de actinobactérias e H.

seropedicae HRC54 em plantulas de tomate
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LV. Altura A.F. N° R.L. MFPA MFR MSPA MSR
Tratamento (cm) (cm”) (mg) (mg) (mg) (mg)
NI I NI I NI I NI I NI I NI I NI I NI I

Controle 20,4Bc 26,4 Aa 9,6 Ab 10,7 Aa 37Ac 59Ab 13Ac 27Aa 177Ac 232Aa 509Ab 76,4 Aa 8,2 Ab 11,9Aa 2,1Aa 25Aa
AC01 255Aa 24,1Bb 12,0Aa 11,1Aa 11, 7Aa 92Aa 3l1Aa 29Aa 332Aa 289Aa 986Aa 853Aa 201Aa 154Aa 22Aa 15Ab
AC04 23,1Ab 229Bb 104Ab 98Ab 74Ab 45Ab 21Ab 14Ab 246Ab 172Ab 57,3Ab 40,0Ab 126Ab 92Ab 25Aa 22Aa
AC31 21,1Bc  250Aa 92Ab 92Ab  39Ac 44Ab 16Ac 15Ab 160Ac 160Ab 433Ab 350Ab 81Ab 7,1Ab 22Aa 1,1Ab

CV (%) 5,85 8,70 20,23 18,96 20,46 24,8 23,36 26,86

NI = N&o inoculado com Hesbaspirillum seropedicae estirpe HRC54; | = Inoculado com Hesbaspirillum seropedicae estirpe

HRC54. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam

na linha o efeito da inoculagdo com a bactéria diazotréfica para o mesmo isolado de actinobactéria. Letras minisculas comparam na

coluna o efeito dos isolados de actinobactéria entre si.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O sistema convencional de producéo agricola no Brasil é caracterizado por
elevada produtividade, porém, custeada pela acidificacdo do solo, eutrofizacdo de
rios e intensificagéo do efeito estufa, devido ao uso indiscriminado e macigo de
fertilizantes quimicos e defensivos. Esse panorama estimula o interesse publico
por tecnologias alternativas de produgdo. Nesse contexto bactérias e
actinobactérias promotoras do crescimento vegetal, por exemplo, constituem-se
ferramentas importantes de aplicacdo biotecnoldgica para melhoria da
produtividade sustentdvel dos sistemas agricolas. Estudos pautados no
desenvolvimento de pesquisas e tecnologias para formulagdo de bioinoculantes
tém sido praticados pelo Nucleo de Desenvolvimento de Insumos Biol6gicos para
a Agricultura (NUDIBA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). A titulo de exemplo, podemos destacar a patente baseada no uso
conjunto de acidos humicos e bactérias benéficas para o crescimento de plantas.
O presente trabalho teve por objetivos selecionar isolados de actinobactérias e
bactérias diazotréficas endofiticas compativeis e estudar o potencial desses
microrganismos em promover o crescimento vegetal, visando a formulagdo de
bioinoculantes mistos. As actinobactérias foram avaliadas quanto a produgéo in
vitro de enzimas extracelulares relacionadas & promogéo de crescimento vegetal
e quanto a capacidade de modificar a estrutura supramolecular de &cidos

hamicos. Bactérias diazotréficas endofiticas foram estudadas quanto ao potencial
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de utilizar recursos de carbono provenientes de compostos catabolizados pelas
actinobactérias. Por fim, actinobactérias e bactérias diazotroficas endofiticas
compativeis foram aplicadas em plantas modelo, em condicdes monoxénicas e
casa de vegetacdo, sendo avaliados os efeitos no crescimento das plantas. Foi
observada a producéo de lipase, amilase e catalase por 66,6, 88,9 e 100% dos
isolados de actinobactéria, respectivamente. Modificacdes na estrutura
supramolecular de acidos humicos pelos isolados AC01, AC04 e ACO05 foram
observadas. Hesbaspirilum seropedicae HRC54 foi capaz de utilizar acidos
hamicos quimicamente modificados por ACO5 como Unica fonte de carbono. O
aumento no teor de clorofila foi verificado em plantas de milho inoculadas com H.
seropedicae ou G. diazotrophicus e naquelas coinoculadas com essas bactérias
diazotroficas e os isolados AC01, AC04 e AC31. Os resultados mostraram que
combinagdes compativeis de actinobactérias e bactérias diazotréficas séo
capazes de promover 0 crescimento vegetal, sugerindo sua utilizagdo conjunta

em novas formulagfes para o desenho de bioinoculantes agricolas.

% As actinobactérias AC01, AC04 e AC3l1, isoladas de diferentes tipos de
vermicompostos por meio de diluicdo seriada e plagueamento em meio
solido contendo AH (20 mg L), sdo compativeis com as estirpes
diazotrdficas  Gluconacetobacter  diazotrophicus e  Herbaspirillum
seropedicae HRC54 a nivel estrutural e celular.

<+ Dentre os nove isolados de actinobactérias 66,6, 88,9 e 100% foram
capazes de produzir lipase, amilase e catalase, respectivamente.

% Os isolados de actinobactéria AC1, AC4 e ACS5 foram capazes de utilizar
AH como fonte de carbono e nutrientes durante o crescimento microbiano,
potencialmente diminuindo em até 22% a massa molecular aparente
dessas substancias. Este consumo n&o foi limitado a moléculas
especificas, havendo biodegradacdo de compostos arométicos,
sulfonados, polissacarideos e carboxilicos.

% H. seropedicae apresentou capacidade de utilizar recursos de carbono
provenientes de AH, quimicamente modificados por ACO5.

% O extrato metabdlico do isolado ACO05 apresentou potencial bioestimulante

para a germinacao de sementes de milho var. UENF 506-11.
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% O teor de clorofila e a massa seca de raizes sao beneficiados pela

inoculagcdo de H. seropedicae HRC54 e G. diazotrophicus PAL5 ou das
actinobactérias ou pela coinoculagdo destas com as estirpes diazotroficas,
em sementes de milho var. UENF 506-11.

O isolado ACO1 é capaz de promover significativamente o crescimento

vegetal em plantulas de tomate cv. Santa Clara, sugerindo sua utilizagéo
em bioinoculantes.
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APENDICE

7.1 Meios de cultura

Agar Agua

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

N&o precisa ajustar o pH

Amido Agar (HIMEDIA®)

Digestéo péptica de tecido animal.............coooiiuiiiioiiiiiiiiie e
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N = T PPN 59
EXtrato de Carne DOVINGL ..........iiiuiiiiiiei e e 159
=1 (0 I (SR (SAVA=To (U] - TSR 159
AMIAO SOIUVELL ...ttt e e e 29
Y = P PPT 159
ACIHO GIULAMICO. ......cee ettt ettt eeeae, 1,59

pH final 7,4

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

AGS

I o |11 - R RRUT 1lg
(] [o1=] (o | T 12,5 mL
KOHPO 4o et ettt ee ettt 1g
NN = T 1lg
Y0 1] © T 4 o 1 P 0,59
Solugéo de micronutrientes para meio de cultura.............ccccevvveeeeieeeneeniinne 1mL

Ajustar o pH para 7,2
Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

Adicionar agar (20 g L™ para s6lido)

NB

(0= 1[0 (o N o101 1 1111V/ o J T PP PPPRTPP 8¢
Completar o volume para 1000 mL com agua destilada
Adicionar agar (15 g L™ para s6lido)

N&o precisa ajustar o pH

DYG'S

GlICOS... ettt et e e e e eeaeas 29
ol To (o8 1 1ol o OO 29
Peptona bacteriolOgiCa. . .......coouiuueuieei i 159
EXTrato de 1@VEAUIA...........ueiiiiiiieeiiee e 29
K2HPO 41 oo e ettt ettt 059
MOSO 4. TH 2O et e naee 059

Yol To [o e (U] 7:1 1ol o OO 1,5¢9
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Ajustar o pH para 6,0 com KOH

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

JNFb

ACIHO MANICO........cueeeee e, 59
KoHPO 4. SOIUGEO 10%....cceeeeeeeiiieeiieeeeeeen 6 mL
KHoPO4ucuiiieeiie e, Yo [ or=To 0 0 18 mL
MQgSO4.7H20....cciiiiiiiieeee, Yo [ or=To 0 0 2 mL
NaCH...coiiiiiii e SOIUGEO 10%....cceeeeeeeiieeiieeeeeeee 1mL
(0104 124 = D1 © J CST0] [ ot Lo I K 2 mL
FEEDTA. . SOIUGA0 1,64%....cccccevveieieeeeieeieeeeee, 4 mL
Azul de bromotimol solugédo de 0,5% em 0,2N de KOH.........cccceeeiveviiieeennn. 2mL
Solugéo de micronutrientes para meio de cultura...............cccvvviieeeeeeeennnnn. 2 mL
Vitamina para Meio de CUIUIA............ueiiiiiiiiiiiiiie e 1mL
KOH. .ottt ettt ettt ettt e ene e 45 g
Ajustar o pH para 5,8

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

Adicionar agar (1,7 g L™ para semissdlido e 17 g L™ para s6lido)

Obs.:

Para meio sélido, adicionar 20 mg de extrato de levedura

Para meio liquido, adicionar 1 g L™ de cloreto de aménio

JNFb + AH

ACIHO NUMICO. e e 0,1g
KoHPO 4. SOIUGEOD 10%.....ccceveeeeiiiiiieiiieeeeeee 6 mL
KHoPO4uouiiiiiiie e, STo] 18 or=To I {0 18 mL
MgSO4.7H20....iiiiieeeee, SOIUGAO0 10%....ccccovveieeeeiieieeeeeeeeeeeeee 2 mL
NaCl....coooiiii e SOIUGEOD 10%.....cceeveeeeiiiiiiieiieeeeee 1mL
(07104 124 = 71 © J (STo] 18 ot Lo I K 2 mL
FEEDTA. . SOIUGA0 1,64%....ccccceeveeeeieiieieeeeeeeee 4 mL
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Solugéo de micronutrientes para meio de cultura..............cccevvvieeieeeeeennnnn. 2 mL
Vitamina para Meio de CUIUIa............ueiiiiiiiiiiiiiii e 1mL
Ajustar o pH para 6,8

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

Obs.:

Dissolver previamente o &cido hiimico em 1 mL de base forte

JNFb + AH quimicamente modificado por actinobactérias (semissélido)

KoHPO 4 e (ST0] 18 o= To 0 10 6 mL
KHoPO4u.oeiiiiiiei e (ST0] 18 o= T 0 10 18 mL
MQSO4.7H20. ... SOIUGEOD 10%0...ccceeiiieiiiiiiiiiieeee e 2 mL
NaCH....cooiiiiiiii s SOIUGEOD 10%0..cccceeiiiieiiiiiiiiieeee e 1mL
(07104 124 = DL © J (ST0] 18 o= T I K 2 mL
FEEDTA. .. SOIUGAO 1,64%.....ccuviviiciiiiiiiiiiiiieeeeeen, 4 mL
Solugéo de micronutrientes para meio de cultura...............ccuevvvieeieeeeeennnnn. 2 mL
Vitamina para Meio de CUIUIa............uueiiiiiiiiiiiiiee e 1mL

Ajustar o pH para 6,8

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

Adicionar agar 1,7 g L™

Obs.:

Distribuir em vidros de penicilina

Acrescentar 25 L de filtrado de meio liquido “JNFb + AH” incubado por 21 dias

com actinobactéria antes de solidificar

LGI-P

o (o T od 11 - Y PP 100 g
KoHPO 4. SOIUGAO 10%0...cccei i 2mL
KHoPO4u e - SOIUGAOD 10%.....ccceeeeeeeeeeeeiieie e 6 mL
MgSO4.7H20....iiiciiieeee (ST0] 18 o= To 0 0 T 2 mL
NaoM0O4.2Ho0. i (ST0] 18 o= To 0 81 K 2 mL
(07104 124 = 71 © J (ST0] 18 o= T I K 2 mL

FeClz.6H20.......eeiiiiiiiiiiiiiiiiie SOIUGAO 1%0.....cceiiieiiiiiiiiiee e 1mL
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Azul de bromotimol solugédo de 0,5% em 0,2N de KOH.........cccceeeevviiieenennn. 5mL
Vitamina para Meio de CUIUIA............uviiiiiiiiiiiiiie e 1mL
Ajustar o pH para 5,5 com solucdo de 10% &cido acético

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

Adicionar agar (1,6 g L™ para semissdélido e 25 g L™ para sélido)

Obs.:

Para meio sélido, adicionar 50 mg de extrato de levedura

Para meio liquido, adicionar 1 g L™ de cloreto de amdnio

Minimo de sais

Xilana OU CEIUIOSE........ueiiiiiei i e e 1lg
N1 1L 2R 0,5mL
KOHPO 4o et ettt ee ettt 1g
Y T0 1] O 4 - 1 0,59
SIS 1 O T4 = D O T 0,01 g
EXtrato de 1@VEAUIa............ueiiiiiii e 1lg

N&o precisa ajustar o pH
Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

Adicionar agar (15 g L™ para s6lido)

Sierra

=T 01 (0] = P 109
1= 1O F TR 5mL
LI LST=T = O RN 10 mL

N&o precisa ajustar o pH

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

Adicionar agar (15 g L™ para sélido)

Obs.:

Dissolver 10 mL de Tween 80 em 40 mL de agua destilada em recipiente &
parte. Apés autoclavagem, misturar a solugdo com Tween 80 ao meio

autoclavado, ambos ainda quentes.
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