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Resumo

ALMEIDA, S. C. M. SELECAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS NAO SIMBIOTICAS
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATOS. Rio Largo: CECA/UFAL, 2022, 45 p. (Trabalho de
Concluséo de Curso)

Uma das principais fontes de nitrogénio no solo € o processo de fixagao biol6gica de N,
atmosfeérico, assim com o nitrogénio, o fosforo tem papel indispensavel na biosfera, ja que faz
parte dos acidos nucléicos, os quais armazenam o cédigo genético. Muitas das substancias
intermediarias da fotossintese e da respiracao celular estdo combinadas com fésforo, além
disso, este faz parte da moeda energética da vida, o ATP. Com este estudo, objetivou-se
isolar e selecionar rizobactérias diazotréficas nao simbidticas, capazes de solubilizar fosfatos
e avaliar sua eficiéncia em estabelecer interagcdo com plantulas de milho (Zea mays L)
in vitro. 57 isolados cresceram nos meios NFb e JM, (livres de nitrogénio), dos quais 11
apresentaram formagao de um halo transparente ao redor da colénia cultivada em meio
solido, indicando a capacidade de solubilizar fosfato de calcio (Cas(PO,)30H) adicionado ao
NBRIP. Dos onze isolados trés apresentaram baixa solubilizagdo com IS variando de 1,140
a 1,417; um obteve indice médio (IS 2,735), e 7 obtiveram um alto indice de solubilizagdo
(IS variando de 3,102 a 12,750). Oito isolados colonizaram totalmente o sistema radicular e
a regiao do colo, um colonizou parcialmente (DBSF47) e dois colonizaram apenas a regiao
do colo (DBSF40 e DBSF58). As analises de variancia detectaram significancia (Teste F
p<0,05) para os parametros: altura de planta (AP), do comprimento de raiz (CR), diametro do
coleto (DC), area foliar (AF), numero de folhas (NF) e de peso de matéria seca total (PMST).
Para AP, apenas o isolado DBSF40, nao diferiu significativamente do controle, enquanto
os demais promoveram aumento significativo com destaque para DBSF21 (16,970cm) e
DBSF33 (16,767cm). Com relacdo a CR também se verificou diferengas significativas entre
o controle e os isolados, os maiores comprimentos foram com os isolados DBSF30, DBSF37,
DBSF40, DBSF47 e DBSF58. Para DC, as médias observadas para os isolados DBSF30,
DBSF37, DBSF42, DBSF47 e DBSF64 nao apresentaram diferenca significativa em relacdo
ao controle. O maior valor foi verificado para DBSF20 que nao apresentou diferencas
significativas em relagao aos isolados DBSF33, DBSF40, DBSF41 e DBSF58. Quanto ao
numero de folhas apenas o isolado DBSF58 diferiu do controle apresentando 3 folhas.
Com relacao a AF todos os isolados promoveram incremento significativo comparando-se
ao controle sendo os melhores resultados verificados para DBSF58, DBSF40 e DBSF20
(16,763, 15,950 e 15,950 cm?respectivamente). Na producdo de massa de PMS pelas
plantulas, todos os isolados diferiram estatisticamente (p<0,05) do controle, a maior média
foi verificada para DBSF40 (1,00g). Todos os isolados selecionados como diazotréficos,
apresentaram caracteristicas para a promog¢ao do crescimento vegetal.

Palavras-chave: bactérias, promotoras de crescimento, diazotréficas, ndo simbioticas



Abstract

ALMEIDA, S. C. M. SELECTION OF DIAZOTROPHIC NON-SYMBIOTIC PHOSPHATE
SOLUBILIZING BACTERIA. Rio Largo: CECA/UFAL, 2022, 45 p. (Course Conclusion
Monograph)

One of the most important resources of nitrogenn present on the soil are biological fixation
process of atmosferic N2, as nitrogen the phosphorus has a importante role on biosphere,
since he is part of nucleic acids that stock de genetic code. A lot of photosynthesis and
celullar respiration intermediaries substancies are combined with phosphorus, besides,
this one is part of the energetic coin of life, the ATP. With this study, the objective was to
isolate and select diazotrophics rhizobacteria, not simbiotics that are capable of solubilizating
phosphates and evaluate the efficient of interacting with corn (Zea mays .L) seedlings in
vitro. 57 strains grew in Nfb and JmV (nitrogen-free) solutions, 11 showed formation of
a transparent halo around the colony cultivated on solid solution, indicating the ability to
solubilize calcium phosphate (Cas(PO,4)30H) added to NBRIP. among the eleven isolated
bacterias 3 presentes low solubilization with IS ( solubilization indice) ranging between 1,140
to 1,417. One of then reatch medium level ( IS 2,735), and 7 bacterias present hight level
of solubilization ( IS ranging between 3.102 to 12,750). 8 of these isolated colonized all
the radicular system and the region of the lap , one colonized just a part (DBSF47), and
two colonized just the region of the lap (DBSF40 and DBSF58). The analyzes of variance
detected a significance (test F p<0,05) for the parameters: plant height (PH), root length
(RL), stalk diameter (SD), foliar area (FA), number of leafs (NL) and total weitgh of dry matter
(TWDM) .PH, only the isolated DBSF40, do not differed significantly of control, while the
oders promote a significant increase with emphasis on DBSF21 (16.970 cm) e DBSF33
(16,767 cm), in RL has noted significantly diferences between control and strains, the
greatest lenghts were with the strains DBSF30, DBSF37, DBSF40, DBSF47 e DBSF58.
For SD the observed results to DBSF30, DBSF37, DBSF42, DBSF47 e DBSF64 do not
differed significantly of control. the highest value has been checked was found for the strain
DBSF20 which did not show significant differences in relation to DBSF33, DBSF40, DBSF41
e DBSF58. as for the NL only the strain DBSF58 differed from the control with 3 leaves.
Regarding FA, all isolates promoted a significant increase compared to the control, with the
best results being verified for DBSF58, DBSF40 and DBSF20 (16,763, 15,950 and 15,950
cm2 respectively).In the highest mass production of TWDM by seedlings, all isolates differed
statistically (p<0.05) from the control, the average was verified for DBSF40 (1.00g). All
isolates selected as diazotrophic showed characteristics to promote plant growth.

Keywords: bacterias, non simbyotic, growth promotion, diazotrophs
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio € um elemento essencial presente em muitas biomoléculas necessarias
para sustentar a vida. Esse elemento esta presente na atmosfera na forma de dinitrogénio
(N,), compondo cerca de 78% da atmosfera. Apesar desta abundéancia os organismos nao
sao capazes de metabolizar N, diretamente. Uma das principais fontes de nitrogénio no
solo é o processo de fixacao biolégica de N, atmosférico, assim com o nitrogénio.

O fésforo tem papel indispensavel na biosfera, ja que faz parte dos acidos nucléi-
COos, 0s quais armazenam o codigo genético. Muitas das substancias intermediarias da
fotossintese e da respiracao celular estdo combinadas com fésforo, além disso, este faz
parte da moeda energética da vida. O fésforo € um elemento essencial para o crescimento
das plantas e aplicagdes continuas sao necessarias, ja que uma pequena porcentagem do
fosforo aplicado fica disponivel as plantas. Porém, os fertilizantes fosfatados mais usados,
como os superfosfatos ou fosfatos de amdnio, sdo extraidos de rochas fosfaticas em minas,
causando despesas consideraveis de energia advindas de fontes nao renovaveis para seu
processamento, transporte e sua distribuicdo. Para prevenir a deficiéncia deste nutriente é
necessaria a aplicacdo de grande quantidade de fésforo devido a fixagao deste elemento ao
solo, tornando-o pouco soluvel e nao prontamente disponivel as plantas (AMARAL, 2014)

Um dos grandes desafios da agricultura moderna € desenvolver sistemas de pro-
ducao que melhorem rendimentos de forma sustentavel, buscando eficiéncia de insumos,
controle de pragas e doencgas por meio de ferramentas bioldgicas e resisténcia a estresses
ambientais (ROSENBLUETH et al., 2018).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) consistem em um
amplo grupo de micro-organismos, habitando qualquer parte da planta (filosfera e tecidos
internos) e rizosfera sem provocar prejuizos ao seu hospedeiro, desenvolvendo algum
mecanismo direto e/ou indireto que promova melhorias no crescimento e desenvolvimento
das plantas. Nos ultimos anos, o0 aumento no interesse de uma agricultura sustentavel e
ecoldgica levou os produtores a reduzir o uso de fertilizantes quimicos e ao aumento do uso
de compostos naturais e praticas como a inoculagao das culturas com BPCPs (GARCIA et
al., 2017), ja que o uso indiscriminado de fertilizantes pode provocar problemas ambientais,
como a eutrofizagdo de aguas superficiais e subterraneas, poluicdo do solo e emisséo de
gases de efeito estufa (XIA et al., 2020)

Inoculacao de culturas com cepas bacterianas capazes de aumentar o crescimento
das plantas, promover a fixagdo biolégica de N e solubilizar fosfato, surge como uma
tecnologia promissora para a agricultura sustentavel. A inoculagdo de sementes com cepas
selecionadas de bactérias promotoras de crescimento de plantas é relatada ao aumento do
crescimento das plantas e rendimento das culturas.

Deste modo, objetivou-se isolar e selecionar rizobactérias diazotréficas nao simbidti-
cas, capazes de solubilizar fosfatos e avaliar sua eficiéncia em estabelecer interacao com



Capitulo 1. INTRODUCAO

12

plantulas de milho (Zea mays L) in vitro.



13

2 REVISAO DE LITERATURA

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) constituem um grupo
funcionalmente diverso de micro-organismos com grande potencial como bioestimulantes e
biopesticidas. O microbioma associado a planta agora foi reconhecido como o fitomicrobi-
oma, contendo uma diversidade de espécies que sdo essenciais para o bem-estar de suas
plantas hospedeiras (SMITH; GRAVEL; YERGEAU, 2017; FAN; SMITH, 2021).

Plantas e micro-organismos rizosféricos (na rizosfera ou na superficie da raiz) e
endofiticos (dentro dos tecidos vegetais) tém associagcdes complexas uns com 0s outros, e
estas sdo criticos para plantas e micro-organismos em termos de absor¢ao de nutrientes,
sobrevivéncia, desenvolvimento, crescimento e reproducao (FAN; SMITH, 2021). Bactérias
benéficas colonizadoras de raizes, como RPCP, sdo conhecidas por incluir espécies de
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligen, Arthobacter,
Burkholderia, Bacillus e Serratia, que demonstraram auxiliar no crescimento das plan-
tas: por controlar fitopatégenos (BAl; SOULEIMANOV; SMITH, 2002; ROSENBLUETH;
MARTINEZ-ROMERO, 2006), fixacao do nitrogénio (MOREIRA et al., 2010; REPKE et al.,
2013), melhorando as respostas das plantas a estresses abidticos , (VURUKONDA et al.,
2016; SILVA et al., 2019; MONTALDO et al., 2021)alteracao/producao de fitohorménios e
mobilizacao de nutrientes do solo (MELDAU; LONG; BALDWIN, 2012; RAMOS et al., 2022).

Recentemente, alguns mecanismos de promocao de crescimento adicionais foram
descobertos, como producao de bacteriocina, produgéo de sinais do micro-organismos para
planta e alivio da deficiéncia de enxofre (MELDAU; LONG; BALDWIN, 2012; SUBRAMA-
NIAN; SMITH, 2015; FAN; SMITH, 2021)

2.1 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Nitrogénio é um elemento essencial presente em muitas biomoléculas necessarias
para sustentar a vida. Este elemento esta presente na atmosfera na forma de dinitrogénio
(N2), compondo cerca de 78% da atmosfera. Apesar desta abundancia os organismos nao
sdo capazes de metabolizar N, diretamente (SOUZA, 2017) .

As formas fixadas, como aménia (NH3) e nitrato (NOS3-), sdo as mais utilizadas pelos
seres vivos (HOFFMAN et al., 2014). Os mecanismos para reduzir N2 a NH3 sdo: descargas
elétricas na atmosfera, através do processo industrial Haber—Bosch e pelo processo de
reducao enzimatica, chamado de fixagao bioldgica de N, (FBN) (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

A Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (FBN) é um dos processos naturais mais importan-
tes do planeta, assim como a fotossintese. A maior parte do nitrogénio fixado no ambiente
terrestre é originada da FBN. Esse processo € intermediado por micro-organismos que
reduzem o nitrogénio atmosférico (N5 a amoénia (NH3), por meio do complexo enzimatico
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nitrogenase, segundo a reacao:

N, + 8H + + 8e + 16ATP Nitrogenase _, 5NH;+ H, + 16ADP + 16Pi .

As bactérias que realizam esse processo sao chamadas de diazotréficas, e séo as
principais fontes naturais de N dos solos agricolas. Os micro-organismos diazotréficos séo
capazes de crescer em ambientes isentos de nitrogénio combinado (DIXON; KAHN, 2004),
utilizando como fonte de nitrogénio a forma gasosa (N;), a qual é reduzida a ambnia e
assimilada na forma de aminodcidos pelas plantas.

Bactérias fixadoras de nitrogénio sdo geralmente classificadas como simbiéticas e
nao-simbidticas. O grupo das simbidticas inclui os actinomicetos que formam actinorrizas, as
cianobactérias que formam simbioses com diatoméaceas fungos e plantas, além de membros
da familia Rhizobiaceae, os quais podem formar simbioses com plantas leguminosas. O
grupo das nao-simbidticas é representado por bactérias de vida-livre ou associativas, as
quais podem colonizar a rizosfera, filosfera ou ocorrer endofiticamente em diversas espécies
vegetais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Bactérias diazotréficas de vida livre ou associativas sdo um vasto grupo com a
capacidade de colonizar um grande numero de familias de plantas, isolados de raizes e
partes aéreas de planta de importancia agronémica ou de espécies arbdreas de diferentes
biomas. Os primeiros diazotréficos de vida livre identificados, Beijjerinkia fluminensis e
Beijerinkia indica, foram isolados da superficie da cana-de-agtcar(DOBEREINER; RUS-
CHEL, 1958). Varios géneros foram identificados como diazotréficas ndao simbidticas (BDNS)
(KENNEDY; CHOUDHURY:; KECSKES, 2004) Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azoto-
bacter, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Herbasprillum, Glucenobacter, Pseudomonas,
Bacillus (MOREIRA et al., 2010).

O efeito positivo de algumas espécies bacterianas diazotréficas na producao de
plantas ndo leguminosas pode ndo ser apenas devido a fixacdo de nitrogénio, mas outros
mecanismos também podem contribuir para as respostas de crescimento observadas em
plantas nao leguminosas (BERTHRONG et al., 2014; VESSEY, 2003).

Algumas bactérias diazotréficas, incluindo as dos géneros: Pantoea, Rhizobium,
Pseudomonas, Herbaspirillum, Enterobacter, Brevundimonas e Burkholdera foram encon-
tradas associadas a plantas de milho (MONTANEZ et al., 2012). Uma cepa de Bacillus
com multiplas caracteristicas promotoras de crescimento isolada da rizosfera de milho,
foram inoculadas em sementes de plantas, e observou-se maior germinagao de sementes,
biomassa, aumento do teor de nitrogénio e clorofila nas plantulas (ABIALA et al., 2015).

As associagdes entre BDNS e plantas ndao leguminosas sdo denominadas comu-
mente de simbiose associativa ou fixagdo de nitrogénio associativa (SILVA et al., 2017),
apresentam a capacidade de colonizar as raizes e outros tecidos internos das plantas sem,
causarem sintomas de doencgas. A contribuicdo da FBN associativa a nutricdo vegetal nao é
tao significativa como as simbioses, entretanto, se for considerada a grande extensao de
terras recobertas por gramineas e cereais, esta se torna importante, em termos globais
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(MOREIRA et al., 2010). As bactérias diazotréficas associativas sao encontradas em di-
ferentes espécies vegetais, incluindo representantes da familia Poaceae, tais como arroz,
milho e cana-deacgucar (MOREIRA et al., 2010)

As bactérias diazotroficas nao simbidticas (BDNS) podem desempenhar importante
papel no crescimento e desenvolvimento das plantas, pois além de incorporarem nitrogénio
por meio da fixacdo biolégica (KENNEDY; CHOUDHURY; KECSKES, 2004), produzem e
liberam substancias reguladoras do crescimento vegetal (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN;
OKON, 2003), atuam na solubilizacao de fosfatos (SHUKLA et al., 2008), podem aumentar
os teores de C organico e do N do solo, além de contribuirem com a retencdo de nutrientes
na rizosfera das plantas (YADAV et al., 2009). BDNS como Herbaspirillum e Burkholderia
tém grande potencial de fixacao biolégica de nitrogénio em associacao com plantas nao
leguminosas, como arroz, milho, cana-de-agucar, entre outras (FERREIRA; GUIMARAES;
BALDANI, 2011).

2.2 Bactérias solubilizadoras de fosfato

O fésforo é um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, sua disponibilidade nos solos geralmente é baixa devido aos diferentes processos
de imobilizagdo que ocorrem neste. Para suprir as necessidades das plantas é necessario
colocar grandes quantidades de fésforo no solo (SILVA FILHO; VIDOR, 2000a).

Depois do nitrogénio, o fosforo é o segundo elemento mais requerido pelas plantas
para seu crescimento e producao. O fésforo faz parte das moléculas essenciais para a vida
das plantas e animais como adenosina trifosfato (ATP), acido desoxirribonucleico (DNA) e
fosfolipideos (ANTOUN, 2012).

O fésforo (P) tem um ciclo complexo no ambiente terrestre, composto por alta
diversidade de formas. O ciclo é compreendido pelas adigdes e perdas; as adicdes podem
ocorrer de diferentes formas: 1) pela via do P que esta presente nas plantas e animais
liberado na matéria organica, 2) pela liberagao das rochas ao solo e 3) pelas adi¢des feitas
com adubacdes (GONZALEZ et al., 2014)

Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) com habilidade de solubili-
zar fosfatos e fixar nitrogénio atmosférico sdo de grande interesse agricola, pois melhoram
o fornecimento de dois nutrientes essenciais para o crescimento das plantas. Apesar de
existir uma grande reserva de fosforo no solo, apenas uma pequena porgao do total esta
disponivel para as plantas. BPCPs podem intermediar a conversdo de formas insollveis de
fosforo mineral para as sollveis através da liberacao de 4cidos organicos (citrico e oxalico,
por exemplo) ou inorgénicos (H,SO,, etc). Podem também desfosforilar formas organicas
de fosfato através de fosfatases, aumentando a disponibilidade do nutriente na solucao do
solo (BASHAN; DE-BASHAN, 2010).

As bactérias transformam fosfatos insolUveis em formas sollveis pela agdo de
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diferentes mecanismos diretos ou indiretos. Dentre eles, destacam-se: i) acdo de acidos
organicos produzidos por micro-organismos ii) quelacao dos elementos responsaveis pela
insolubilidade dos fosfatos presentes e iii) assimilagao direta de fosfatos insollveis por micro-
organismos que os acumulam em suas células e os liberam posteriormente (RESTREPO-
FRANCO et al., 2015)

Estudo realizado com bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) Pseudomonas sp. e
Klebsiella sp, associadas com doses de superfosfato triplo (SPT), resultaram em percentuais
de fésforo total na parte aérea do trigo maiores nos tratamentos com inoculante e 15 kg
P ha-1 do que nos tratamento com dose de 30 kg P ha!, sem adicdo do inoculante
(HOSSAIN; SATTAR, 2014) .

Avaliando-se a solubilizacdo de P por Burkholderia gladioli, Enterobacter aerogenes
e Serratia marcescens, na presenca de rocha fosfatica Mussoorie, verificou-se aumentos
na disponibilidade de fésforo no solo entre 86 e 576%, comparando solos inoculados
com néao-inoculados (GUPTA et al., 2011). Ja os aumentos de fosforo absorvido pelas
plantas em solo inoculado com BSP, variaram de 64 a 273%. Resultados semelhantes foram
observados utilizando-se rocha fosfatica, e a bactéria solubilizadora de fosfato Bacillus
megaterium na cultura do milho, onde foram obtidos aumentos na absorg¢édo de fésforo
na ordem de 89%, em relacado aos tratamentos usando apenas a rocha fosfatica sem
adicao do inoculante, melhorando a disponibilidade e absorcao de fésforo nas plantas
(ABOU-EL-SEOUD; ABDEL-MEGEED, 2013).

2.3 Bactérias Diazotroficas na Cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) € uma espécie que pertence a familia Gramineae/Poaceae,
com origem no teosinto, Zea mays, subespécie mexicana (Zea mays ssp. mexicana (Sch-
rader) litis, ha mais de 8000 anos e que é cultivada em muitas partes do Mundo (Estados
Unidos da América, Republica Popular da China, india, Brasil, Franga, Indonésia, Africa do
Sul, etc.)(GUIMARAES et al., 2021a). A sua grande adaptabilidade, representada por varia-
dos genotipos, permite o seu cultivo desde o Equador até ao limite das terras temperadas e
desde o nivel do mar até altitudes superiores a 3600 metros, encontrando-se, assim, em
climas tropicais, subtropicais e temperados (GUIMARAES et al., 2021a).

O milho é o cereal mais cultivado no Brasil e no mundo. Apresenta grande relevancia
no contexto econdmico e produtivo no Brasil. Com isso, para fortalecer ainda mais a cultura
no pais, novas técnicas surgem com a finalidade de contribuir com aumento de produtividade
de forma sustentavel (GUIMARAES et al., 2021b) .

O cultivo de cereais demanda grandes quantidades de nutrientes para atingir altos
rendimentos. A adicdo de fertilizantes sintéticos € a principal via utilizada pela agricultura
convencional. Os nutrientes adicionados em cultivos de larga escala estéao sujeitos a grandes
perdas principalmente por lixiviagdo, volatilizagdo e erosao do solo. Cerca de 50% do nitro-
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génio (N) adicionado como fertilizante é perdido pela lixiviagéo e volatilizacado(GUIMARAES
et al., 2021a).

Especialmente em solos intemperizados, como ocorrem em grande parte das areas
cultivadas no Brasil, o fosforo (P) possui forte grau de interagdo com o solo . Isto requer
recomendacao de altas doses deste nutriente em funcao de sua baixa eficiéncia de aprovei-
tamento que esta relacionada a elevada capacidade de adsor¢ao pelo solo, notadamente
sob culturas de ciclo curto, como o milho (GUIMARAES et al., 2021a).

Na familia Poaceae, a FBN é conhecida desde que a bactéria Beijerinckia fluminensis
foi isolada da rizosfera de cana-de-agucar. Contudo, foi somente apds a redescoberta de
bactérias do género Azospirillum que aumentou o interesse pelo estudo da FBN em grami-
neas(BALDANI; BALDANI, 2005). Vérias bactérias diazotroficas foram isoladas da cultura
de milho, destacando-se as espécies Azospirillum lipoferum, A. brasilense e Herbaspirillum
seropedicae (REIS et al., 2004)

Tem sido relatado que a FBN pelas BPCP contribui de 12 a 70% da absorgéo total
de N em cultivo no campo ou 26,7 kg N hal (70% da absorgao total de N) em milho,
bem como aumento na captacao de fésforo como resultado da inoculagao de B. subtilis e
Azospirillum brasilense, com um aumento de 100% e 54,6% na eficiéncia do uso do fésforo,
respectivamente (PEREIRA et al., 2020)

Em condicdes de casa de vegetagao, a inoculagéo de Bacillus pumilus S1r1, Klebsi-
ella pneumoniae Fr1, Bacillus subtilis UPMB10 e Acinetobacter sp. S3r2 aumentou signifi-
cativamente a absorcado de N pela planta, a biomassa seca e o rendimento de espigas de
milho (KUAN et al., 2016). Estes incrementos foram atribuidos, principalmente, a habilidade
dessas linhagens em fixar nitrogénio, onde B. pumilus S1r1 é capaz de fixar até 304 mg N2
fixado planta-1 na colheita da espiga e, possivelmente, outras habilidades, como produgao
de auxinas e solubilizagcao de fosfato(MENDONCGCA et al., 2020)
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de Investigacao

O estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia do Centro de Engenharias
e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas. Foram utilizados isolados de
bactérias com capacidade de crescer em meio com reduzida atividade de agua, previamente
obtidos de amostras de solo da Caatinga do semiarido do estado de Alagoas.

3.2 Isolamento e caracterizacao de bactérias diazotréficas nao simbioticas

Tubos de ensaio com 10 mL dos meios de cultura NFb e JMV (anexo A) foram
inoculados em triplicata com 100 puL de indculo bacteriano (108 UFC.mL! (DO550=0,1))
(espectrofotometro Biospectro modelo SP22) o resultado positivo foi caracterizado pela
presenca de um halo de crescimento no interior do meio de cultura, ou pela mudanga de
cor do meio para o azul, o que indica fixagao do nitrogénio, apds sete dias de incubacéao a
28 °C. Dez dias apés a incubacgao, as peliculas foram retiradas com uma alga de platina,
e transferidas para um novo meio semi-solido até que uma nova pelicula fosse formada.
ApOs esse periodo, as peliculas foram transferidas para placas de Petri com meio sélido
especifico para cada diazotréfico, acrescido de 20 mg de extrato de levedura por litro. Para
purificacdo final, as peliculas foram transferidas para placa de Petri contendo meios de
batata (anexo B).

3.3 Avaliacao qualitativa da solubilizacao de fosfatos inorganicos

Os isolados foram submetidos a avaliagao em meio NBRIP sélido (anexo C) antes
da autoclavagem e pH ajustado para 7,0, . A inoculacado constou de um repique no centro
da placa, foi mensurado o didametro do halo da colénia a cada cinco dias, durante 15 dias.
Foi calculado o indice de solubilizagao (IS) por meio da razao entre o diametro do halo e
o didmetro da coldnia, a solubilizagdo pode ser classificada em baixa solubilizagéo (IS <
2), média solubilizacdo (2< IS < 3) e alta solubilizacao (IS > 3) (SILVA FILHO; VIDOR,
2000b). Foram selecionados os isolados que obtiverem um indice maior ou igual a trés,
no 152 dia apds a inoculagao. De acordo com o inicio da solubilizagéo, os isolados foram
classificados ainda como “precoces”, cujo inicio da solubilizagdo ocorreu a partir do terceiro
dia, “tardio” com inicio da solubilizagao a partir do sexto dia, e “nao solubilizador” aqueles
que nao apresentaram solubilizagéo visivel até o décimo quinto dia de avaliagao. O ensaio
foi realizdo em delineamento experimental inteiramente casualizado em desenho fatorial
com 4 repetigdes.
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3.4 Colonizacao de raizes de milho in vitro
3.5 Colonizacao de radiculas

Sementes de milho (variedade Crioula) foram desinfetadas com solucao de hipoclo-
rito de sddio a 2,5 % por um minuto e depois, lavadas com agua destilada e esterilizada. Em
seguida, as sementes foram colocadas para germinar em germbox preto, sobre papel filtro
umedecido e incubadas a temperatura entre 28-30 °C. Apds sete dias foi feita a primeira
contagem das sementes germinadas, e estas colocadas em suspensdes bacterianas, cor-
respondentes aos tratamentos de inoculagéo, por 10 minutos, e apds colocadas em tubos
de ensaio contendo Agar 4gua a 0,6 % (Figura 1).

Figura 1 — Metodologia utilizada para observacao da colonizacao radicular de plantas in
vitro.

@ 8o Esterilizacio
ol = _,Efif}:' ‘ (etanol + NaClO) ¢ ‘
-‘ie;-ncntﬁ lirvngeas BN
) ’ Microbiolizacio

Embebimento por uma noite 4|

3 Semente
-~
1
' —_— ou
Agar semi- NEH;“ iIvo Positivo

saolido

Fonte: (SILVA; ROMEIRO; MOUNTEER, 2003)

A observacéao da colonizacao radicular foi feita visualmente 15 dias apds a semea-
dura. Considerando-se que a presenca de coldnia turva de aspecto esbranquigado ao longo
e em volta da raiz, demonstra a formacao de colbénia das bactérias. Para o registro desses
resultados, foi considerado como positivo, 0 crescimento em quatro ou cinco dos tubos de
ensaio, € como negativo a auséncia do crescimento em quatro ou cinco dos tubos.
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O registro como colonizagao parcial foi feito quando houve crescimento em dois ou
trés tubos. As duas formas de presenca da névoa — em todo o sistema radicular ou apenas
na regido do colo — foram registradas em separado. Para verificar se a colonizagdo da
regido do colo ja indicaria a possibilidade de interacdo da bactéria com a planta ou se, para
ocorrer alguma interacao, foi necessario a presenca da bactéria em todo o sistema radicular
da plantula. Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiriamente casualizado,
com cinco repetigdes.

3.5.1 Eficiéncia da interagéo, entre os isolados selecionados e o0 milho nos seus estadios
iniciais de desenvolvimento.

As bactérias selecionadas foram inoculadas separadamente em Erlenmeyers com
meio TSB (Tripcase Soy Broth)(anexo D) e submetidas a agitacao a 28°C por 24 horas.
Decorrido o tempo de incubagado, as concentracbes bacterianas foram ajustadas para
108 UFC mL1 (DO550=0,1)(espectrofotometro Biospectro modelo SP22) com solugéo
salina a 0,85% esterilizada. As sementes desinfestadas foram imersas por duas horas nas
suspensodes bacterianas. As sementes do tratamento controle, sem bactérias, foram imersas
pelo mesmo periodo em solugao salina (0,85%) esterilizada. Em seguida, as sementes
foram colocadas para germinar no escuro, em placas de Petri com algodéao e papel de filtro
umedecido com agua destilada esterilizada.

ApoGs 24 horas, as sementes germinadas foram colocadas em tubos de ensaio
(uma semente por tubo) contendo solugéo de Hoagland & Arnon (HOAGLAND; ARNON,
1950)() sem N e Ca3(PO*)2)como fonte inorganica de fosfato e 0,6 % de agar. O ensaio foi
conduzido em condi¢des artificiais de luminosidade por um periodo de 15 dias. A observacao
da colonizagdo radicular foi feita visualmente, considerando-se que a presenga de colénia
turva de aspecto esbranquigcado ao longo e em volta da raiz demonstra a formacao de
colénia das bactérias. O ensaio foi disposto em delineamento inteiramente casualizado,
com cinco repeticoes.

A avaliagao morfométrica, foi realizada, decorrido 15 dias de cultivo. Foram avaliados:
a) altura de planta (AP); b) area foliar, expressa em cm? , estimada por meio da medicdo
de largura (L) de cada folha e o comprimento (C) da nervura principal; ¢) nimero de folhas
(NF); d) comprimento de raiz (CR); e) diametro do coleto, expresso em mm, utilizando-se
um paquimetro com precisao de 0,01mm (DC); f) peso de matéria foi obtida seca total em
estufa de circulacao forcada a 60°C até peso constante e expressa em gramas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamento Caracterizacao de Bactérias Diazotroficas nao Simbioticas

Foram obtidos 57 isolados, os quais foram mantidos na colecdo do Laboratério de
Microbiologia Agricola do Centro de Ciéncias Agrarias/UFAL. A capacidade dos micro-
organismos em crescerem em meio livre de nitrogénio € um método facil de comprovar sua
capacidade de fixar nitrogénio (Figura 2).

Figura 2 — Crescimento de isolados de bactérias diazotréficas em meios de cultivo NFB e
JMV.

Visualizacdo da pelicula aerotaxica tipica em
meio NFb com azul de bromotimol semi-sélido

Fonte: Autor, 2022

O nitrogénio é necessério para a sintese de clorofila, aminoacidos, acidos nucléicos
e ATP que sdo necessarios para o crescimento e sobrevivéncia das plantas. Embora seja o
elemento mais abundante no planeta, as plantas ndo podem utilizar o N, diretamente, que
precisa ser reduzido a forma de NHs .

Um grupo especializado de bactérias chamado “diazotréficos” pode converter N2 em
NH3, usando o complexo enzimatico “nitrogenase” (HOFFMAN; DEAN; SEEFELDT, 2009).
Esta amoénia pode ser ainda oxidada a nitrato pela acdo de bactérias nitrificantes. Como
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as plantas ndo possuem a enzima nitrogenase, elas sdo incapazes de sintetizar amdnia a
partir do nitrogénio aéreo, assim, usam amonia fixada microbianamente para produzir as
biomoléculas nitrogenadas acima mencionadas para seu crescimento e sobrevivéncia. O
isolamento e a triagem de possiveis bactérias diazotroficas sdo passos importantes para a
descoberta de isolados eficientes na fixagdo de nitrogénio.

Nas gramineas a FBN é realizada pelas BDNS, avancgos significativos ocorreram
nas pesquisas sobre o processo, com a elaboracao do meio semi-sélido NFb. Sem fonte
nitrogenada, a condicdo de semi-sélido cria um ambiente com baixo nivel de oxigénio,
semelhantemente ao que ocorre no solo ou na planta, onde estéo localizadas bactérias
diazotréficas microaerofilicas associadas a raizes de plantas (KUSS et al., 2007). A for-
mulagao desse meio facilitou o isolamento de bactérias do género Azospirillum e, apds
essa descoberta, muitas outras espécies de bactérias diazotréficas foram isoladas no Brasil,
pertencentes aos géneros Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Burkholderia. Essas bacté-
rias tém sido detectadas em altos nimeros entre 10* e 107 células g~* de peso fresco, e
muitos estudos tém sido conduzidos para avaliar o suprimento de N fornecido as plantas
hospedeiras.

4.2 Avaliacao qualitativa da solubilizacao de fosfatos inorgénicos

Dos 57 isolados de BNDS,11 (19%) apresentaram formagao de um halo transparente
ao redor da col6nia cultivada em meio sélido, indicando a capacidade de solubilizar fosfato
de calcio (Ca5(P0O4)30H) adicionado ao NBRIP. A maioria dos isolados (46) nao apresentou
solubilizagao com diametro suficiente para ultrapassar o limite de crescimento da col6nia,
esses receberam valor zero para o IS.

Figura 3 — Solubilizagao de fosfato pelos isolados bacterianos que cresceram em meio livre
de nitrogénio

Fonte: Autor, 2022
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Dos onze isolados selecionados na triagem em meio sélido, trés apresentaram baixa
solubilizagdo com IS variando de 1,140 a 1,417; um obteve indice médio (IS 2,735), e 7
obtiveram um alto indice de solubilizacéo (IS variando de 3,102 a 12,750) (Figura 4).

Figura 4 — Frequéncia de isolados bacterianos quanto a solubilizagcao de fosfato tricalcico
em meio NBRIP, sob cultivo por quinze dias, de acordo com o indice: baixa
solubilizacao (IS < 2), média solubilizagdo (2< IS < 3) e alta solubilizacao (IS
>3).

B Nao solubilizadores
H Alta solubilizac&o
¥ Baixa solubilizacao

Média solubilizacdo

Dados da pesquisa, 2022

O teste F detectou diferencgas significativas (p<0,01) entre isolados bacterianos,
tempo de incubagéo e para interagdo, indicando dependéncia entre os entre dois fatores
(Apéndice A). As médias obtidas estao apresentadas na Tabela 1.

O maior indice de solubilizagao foi encontrado para o isolado DBSF30 (IS 12,750)
seguido por isolado DBSF20 (IS 11,450) aos 15 dias. DBSF30, DBSF20, DBSF40, DBSF37
e DBSF,58 aos quinze dias apresentaram indices que diferiram significativamente dos
demais tempos de incubagao. Para DBSF21, DBSF33, DBSF41, DBSF42, DBSF47 e
DBSF64 nao foram detectados aumentos significativos aos 5, 10 e 15 dias.

Os isolados DBSF41, DBSF47 e DBSF42, solubilizaram fosfato, porém, n&do com
capacidade de produzir um halo maior que o crescimento da colbénia, indicando baixa
capacidade de solubilizagcdo com IS inferior a 2. Também observou-se que a todos os
isolados apresentaram o halo de solubilizagédo aos cinco dias, sendo, portanto, classificados
COMO precoces.
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Tabela 1 — Eficiéncia da solubilizagéo de fosfato em meio NBRIP sélido indicada pelo indice

de solubilizacao (IS) calculado pela razéo entre a média do diametro dos halos e
a média dos didametros das coldnias de cada isolado apés 15 dias de incubacéo.

Isolados

DBSF30

DBSF20

DBSF40

DBSF37

DBSF33

DBSF58

DBSF47

DBSF21

DBSF41

DBSF64

DBSF42

5
4,105aC
3,007bB
2,140cB
2,834bB
3,592aA
1,383cB
2,852bA
1,828cA
1,100dA
1,008dA

0,300dA

indice de Solubilizago*
Tempo de incubagéao (dias)
10
11,620aB
3,204cB
3,107cB
7,600bA
3,592aA
2,003dB
2,852cA
2,000dA
1,287eA
1,080eA

0,300eA

15
12,750aA
11,450bA
8,388cA
8,090cA
3,592dA
3,109dA
3,102dA
2,733dA
1,417eA
1,177eA

1,140eA

*IS <2 baixa solubilizagao; IS entre 2 e 3 média solubilizagao; IS >3 alta solubilizagao)
**Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, Teste de
Scott-Knott (p < 0,05). Colunas - letras minusculas; linhas - letras maitsculas

Dados da pesquisa, 2022

Os micro-organismos afetam diretamente a habilidade das plantas em adquirirem

P do solo por meio de varios mecanismos. Esses mecanismos incluem: aumento da area

superficial das raizes pela extensao do sistema radicular ou pela promocao do crescimento

de raizes laterais e pelos radiculares (promogao de crescimento por meio de fitorménios);

deslocamento do equilibrio de adsorgao, o que resulta numa transferéncia de ions fosfato

para a solugao do solo ou incrementa a mobilidade de formas organicas de P e estimulos

de processos metabdlicos que sao efetivos na solubilizagcdo e mineralizagdo do P a partir

de formas pouco disponiveis de fésforo inorganico e organico (RAMPIM et al., 2020).

Solubilizar grandes quantidades em pouco tempo no meio NBRIP, além de manter a

capacidade de solubilizacdo constante no periodo avaliado, € uma caracteristica importante
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para selecao de isolados. Alguns isolados podem ser capazes de solubilizar fosfato, porém,
muitas vezes nao o fazem em meio sélido (NAUTIYAL, 1999). O estado fisico do meio de
cultura e a agitagdo podem ser fatores que influenciam esses resultados.

Isolados com pouca capacidade de solubilizagdo em meio sélido, podem apresentar
uma maior melhor capacidade de solubilizar fésforo quando inoculados em meio liquido. O
coeficiente de difusdo em meio sélido dos acidos produzidos pelas bactérias € diferente de
acordo com o &cido produzido e com meio de cultura (DELVASTO et al., 2006)

4.3 Colonizacao in vitro de plantulas de milho

Oito isolados colonizaram totalmente o sistema radicular e a regido do colo (Figura 5),
um colonizou parcialmente (DBSF47) e dois colonizaram apenas a regido do colo (DBSF40
e DBSF58) (Tabela 2).

Figura 5 — Colonizacgao in vitro de plantulas de milho por bactérias diazotroéficas ndo
simbidticas solubilizadoras de fosfato

Fonte: Autor, 2022

A avaliagao da colonizagao in vitro permite a avaliagao rapida de um grande nu-
mero de isolados. A colonizagado, pode ocorrer tanto nas raizes com na regidao do colo,
dependendo dos isolados bacterianos. A colonizagdo competitiva da rizosfera é crucial para
que, as bactérias benéficas possam exercer seus muitos mecanismos de agao. O processo
compreende uma série de passos: migragao em diregcao as raizes, ataque, distribuicdo ao
longo das raizes, crescimento e estabelecimento da populagao. A colonizagao € a etapa
inicial e fundamental na interacao benéfica. Apds o contato inicial, vem a fase crucial que é
a manutengao ou persisténcia, onde a bactéria utiliza os exsudatos liberados pela planta
(MELO, 1998) e, em troca, produz e fornece uma série de substancias bioativas para
beneficiar o crescimento vegetal direta ou indiretamente.
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Tabela 2 — Colonizagéo in vitro de plantulas de milho por bactérias diazotréficas nao
simbioticas solubilizadoras de fosfato

Isolados Colonizagao
Sistema radicular Regiao do colo

DBSF30 + .
DBSF20 ++ -
DBSF40 - +
DBSF37 + )
DBSF33 + )
DBSF58 - +
DBSF47 + -
DBSF21 ++ -
DBSF41 ++ -
DBSF64 ++ -
DBSF42 ++ -

(1) ++ = colonizagao total; += colonizagao parcial; - auséncia de colonizagao

Dados da pesquisa, 2022

Os mecanismos de reconhecimento sdo mediados por exsudatos vegetais especifi-
cos que atraem as bactérias para a rizosfera do hospedeiro sendo que, esses exsudatos
podem servir como fonte de carbono e atuar como moléculas sinalizadoras (ALBAREDA
et al., 2006)). Assim, as bactérias promotoras de crescimento devem ter a capacidade
de adesao as sementes ou raizes das plantas para posterior colonizagdo e um processo
competitivo que é afetado pelas caracteristicas genotipicas das RPCP e da variedade da
planta hospedeira (MUNOZ-ROJAS; CABALLERO-MELLADO, 2004)

A colonizagao do colo em meio de cultura pode ser suficiente para considerar a
bactéria capaz de se associar a planta. A colonizagao parcial do sistema radicular pode
ser indicadora da capacidade das bactérias em colonizarem o colo, o estabelecimento
bacteriano na rizosfera € fundamental para que o micro-organismo possa interagir com a
planta. A concentracao de bactérias na regidao préxima ao colo da planta, mas sem nenhuma
colonizagao ao longo das raizes, pode indicar um isolado bacteriano que, por ter maiores
necessidades de O2, desloca-se para a superficie em busca de O,, resultando em falha na
colonizagao geral das raizes (SOTTERO et al., 2006).
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4.4 Eficiéncia da interacao, entre os isolados selecionados e o milho nos seus
estadios iniciais de desenvolvimento

As analises de variancia detectaram significancia (Teste F p<0,05) para os parame-
tros: altura de planta (AP), do comprimento de raiz (CR) do didmetro do coleto (DC) area
foliar (AF) numero de folhas (NF) e de peso de matéria seca total (PMST), peso de matéria
seca total (Apéndice B). A comparacao de médias esta apresentada na Tabela 3

Tabela 3 — Médias de altura de planta (AP), comprimento de raiz (CR), diametro do coleto
(DC), &rea foliar (AF), numero de folhas (NF) e peso de matéria seca total

(PMST) de plantulas de milho.

Isolados* AP(cm) CR(cm) DC(cm) AF(cm?)* NF PMS (g)
Controle 8,157f 9,670c 0,317 b 5,110f 2,000b 0,039f

DBSF20 14,700b 16,500b 0,750a 15,910a 2,000b 0,087b
DBSF21 16,970a 15,867b 0,523b 14,081b 2,000b 0,076d

DBSF30 13,733¢ 22,367a 0,280c 13,220b 2,000b 0,099a
DBSF33 16,767a 16,733b 0,727a 11,997¢ 2,000b 0,063e
DBSF37 15,410b 21,500a 0,230c 10,987¢ 2,000b 0,099a
DBSF40 7,670f 22,500a 0,730a 15,950a 2,000b 0,100a
DBSF41 9,580e 15,430b 0,680a 8,280e 2,000b 0,059e
DBSF42 15,600b 16,610b 0,260c 11,974c 2,333b 0,082c
DBSF47 15,160b 19,767a 0,263c 11,137¢ 2,000b 0,056e
DBSF58 13,953b 20,067a 0,730a 16,763a 3,000a 0,099a
DBSF64 11,890d 15,143b 0,197c 9,430d 2,000b 0,072d

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, Teste de Scott-Knott

(p<0,05)

Dados da pesquisa, 2022

Para AP, apenas o isolado DBSF40 n&o diferiu significativamente do controle, en-

quanto os demais promoveram aumento significativo com destaque para DBSF21 (16,970cm)
e DBSF33 (16,767cm). Com relacdo a CR também se verificou diferencas significativas
entre o controle e os isolados, os maiores comprimentos foram com os isolados DBSF30,
DBSF37, DBSF40, DBSF47 e DBSF58.
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O comprimento de raizes primarias é um dos parametros importantes para avaliar
o desenvolvimento de plantas (VEJAN et al., 2016). Raizes com maior area de superficie
absorvem mais agua e nutrientes dos solos e os translocam para a parte aérea das plantas,
resultando em um maior crescimento e aumento de producdo de biomassa e produgéo de
graos.A producao de horménios como citocinina por bactérias diazotréficas, possibilita maior
desenvolvimento do sistema radicular, inicialmente detectado pelo incremento da densidade
e comprimento dos pélos radiculares, que resulta em aparecimento de raizes laterais e
aumento do volume da superficie radicular; mais especificamente devido ao aumento da
diferenciacédo das células epidérmicas(MOREIRA et al., 2010)

Para DC, as médias observadas para os isolados DBSF30, DBSF37, DBSF42,
DBSF47 e DBSF64 nao apresentaram diferenca significativa em relagao ao controle. O
maior valor foi verificado para DBSF20 que nao apresentou diferencas significativas em
relagcao aos isolados DBSF33, DBSF40, DBSF41 e DBSF58. Maiores didametros de colmo
sao importantes por apresentaram maior resisténcia ao acamamento, 0 aumento no didmetro
do colmo favorece o transporte de agua, nutrientes e seiva elaborada entre raiz e folhas,
portanto, uma planta com maiores didmetros de colmo em ambientes adequados sera
favorecida ao expressar seu potencial produtivo (KAPPES et al., 2011).

Quanto ao numero de folhas apenas o isolado DBSF58 diferiu do controle apre-
sentando 3 folhas. Com relacao a AF todos os isolados promoveram incremento significa-
tivo comparando-se ao controle sendo os melhores resultados verificados para DBSF58,
DBSF40 e DBSF20 (16,763, 15,950 e 15,950 cm?respectivamente).Na producéo de PMS
pelas plantulas, todos os isolados diferiram estatisticamente (p<0,5) do controle, a maior
média foi verificada para DBSF40 (1,00g9).

A area foliar € um parametro que reflete o crescimento significativo da planta, pois,
as folhas sédo érgaos que captam a energia luminosa do sol e a producao de matéria
organica por meio do processo fotossintético da absorcao de minerais do solo. Também,
esta diretamente relacionada a producéo final de massa seca, pois durante o ciclo de
desenvolvimento, a planta de depende das folhas, e a taxa de crescimento da planta
depende tanto da taxa de expanséao da area foliar, como da taxa de fotossintese por unidade
de area foliar(TERRA et al., 2011).

Os resultados observados para todos os caracteres, mostram o potencial positivo da
inoculacéo dos isolados em plantas de milho. Essas respostas observadas nas plantulas,
ocorrem pela produgao horménios, maior absor¢ao de agua e nutrientes que resultaram
em vigoroso crescimento inicial. Considerando, que nao foi fornecido nitrogénio, elemento
necessario para a composi¢cao de ATP, NADH, NADPH, clorofila, proteinas e inUmeras
enzimas, os resultados evidenciam que o mesmo foi fornecido pela associacdo com as
bactérias.
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5 CONCLUSAO

Foi possivel selecionar isolados bacterianos, diazotréficos solubilizadores de fosfato
com potencial para promogcéao de crescimento de plantas.
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APENDICE A - Quadrados médios obtidos da analise de variancia da eficiéncia da
solubilizacao de fosfato em meio NBRIP sélido indicada pelo indice de solubilizacao

(IS) calculado pela razao entre a média do diametro dos halos e a média dos
diametros das colonias de cada isolado apos 5 10 e 15 dias de incubacao

Fontes de Variacédo GL QM
Isolados (1) 10 86,921
Tempo de Incubacgéo (T) 2 98,056
Interacao (IxT) 20 16,710**
Residuo 99

CV% 18,94

** significativo p < 0,01 pelo Teste F
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APENDICE B - Quadrados médios obtidos das analises de variancia de altura de

planta (AP), do comprimento de raiz (CR) do diametro do coleto (DC) area foliar (AF)

numero de folhas (NF) e de peso de matéria seca total (PMST), peso de matéria seca

total (PMST) de plantulas de milho.

Fontes de variagdo GL Quadrados médios

CPA CR DC AF MF PMST
Isolados 11 31,425**  44,354%*  (0,165%* 35,150** 0,414**  0,00075%*
Residuo 24 0,347 3,435 0,006 0,659 0,056 0,00002
CV % 4,43 10,44 16,40 6,72 11,47 3,58

** significativo p < 0,01 pelo Teste F
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ANEXO A - Meios de cultura semissolidos, livre de nitrogénio para isolamento de
bactérias diazotréficas nao simbioticas

Constimintes Meios
NFb MV INFb LG-P
g]__—1
Acido malico 5,00 - 5,00
Manitol — 5.00
Sacarose ou Agicar Cristal - -—- - 100
KaHPO4 0,50 0,60 0,60 0.20
KH2PO4 - 1,80 1.80 0,60
MgS804.7TH20 0,20 0,20 0.20 0,20
NaCl 0,10 0,10 0,10
CaCl2.2H20 0,02 0,02 0,02 0,02
KOH 4,50 - 4.50
FeCL: 6H20 - - —-- 0,m
Agar 1,80 1,80 1.80 1.80
mLL"!
Solucio aquosa de micronuirientes 2,00 2,00 20 2,00
0,04% CuS04.5H20
0,12% ZnS04.7H20
0,14%:HB O3
0,1% Na:MoOs2H20
0,1175% MnS04H20
Azul de bromotimel solugio (0.5% em 0,.2N KOH) 2,00 2,00 2,00 5,00
1,1222% KOH
0.5% azul de bromotimol
FeEDTA (mL, solugio aquosa 1.64%) 4,00 4,00 4.00 4,00

0.7011% FeS04

0,939% EDTA

Solugdo aquosa de vitaminas (mL): 1,00 1.00 1.00 1.00
0.01% biotina

0,02% pindoxol-HCl

EOHa 10% e/ou H:804 a2 3%. CiHal2a
Ajuste de pH 10%
6.5-6.8 42-45 5.8 3.5




ANEXO B - Meio de batata para conservacao de bactérias diazotréficas nao

simbiéticas

Constituintes Meios

B atata® Batata-P

1
Batam™* 200g 200g
Acido Malico 250 —--
Acucar Cristal 250 100
Apgar 2500 25,00
mLL*

Solucio de Micronutrientes 200 2.00
Solucio de Vitaminas 1.00 1.00
Ajuste de pH Solugiode KOH all% Solugio de CaH402a 10%

6.8-7.0 5.5

* adicionar 2 gotasda solugdo de bromotimol Azul de bromotimol solugdo (0.5% em 02N KOH)
**¥Pesar 200 g de batata, descascar, lavar, coriar e colocar para ferver por meia hora, em 500 ml de agua, fltrar,
recolher o filtrado e completar o volume para 1000 mL
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ANEXO C - NBRIP sélido (NAUTIYAL, 1999)

Constituinte gLt
Glicose 10,00
Ca5(0H)(PO$)3 5,00
MgCL26H20 5,00
MgSO.7H20 0,25
KClI 0,20
(NH4)2S04 0,10
Agar 15,00

Agua destilada

pH7,0

1000mL
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ANEXO D - Solucao de Hoagland & Arnon para crescimento de plantas

Figura 6 — Legenda

Solucdo Reagentes gL' Concentragdo Concentragcdo Concentracio
estoque 100% 25% 10%

Usar para 1L de solucio mLL"!

Macronutrientes

A KMNO2 82,15
B Ca(M0Oz)2 4H:0 118,08 8 2 038
C NHsHz2POs 28,80
D MgS0+7Hz0 61,62
Micronutrientes
E Hz:BO3 0,284
MnClz.4H20 0,099 1 0.25 01
ZnS0sTHz0 0,055
(NH4)5Moz0z4H20 0,124
CuS04.5H20 0,050
F FeCl+EDTA" 1 0.25 0.1

Pesar 5g de MaCOH e dissolver em 800mL de Hz0. Dissolver em 32,2g de EDTA; adicionar 24mL

de solucéo de FeClz (60%miv); completar para 100mL de agua destilada.
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