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RESUMO

A Caatinga é um bioma brasileiro que apresenta clima semiarido, ocupando cerca de
11% do territorio brasileiro e 70% da regido Nordeste. Apresenta uma grande biodiversidade
de fauna, flora e microrganismos, muitas das suas espécies sao adaptadas ao estresse hidrico e
as altas temperaturas. A Enterolobium contortisiliquum, popularmente conhecida por
tamboril, € uma arvore pertencente a familia das leguminosas e que se adaptou ao Nordeste
brasileiro, onde é facilmente encontrada. O tamboril possui crescimento rapido e grande porte,
caracteristicas que demonstram tanto sua atividade microbiana eficiente quanto seu largo
emprego no reflorestamento de areas degradadas. Dessa forma, o objetivo do trabalho € isolar
microrganismos da rizosfera do tamboril coletados na caatinga paraibana e, com isso,
selecionar os promissores a promocdo do crescimento vegetal. Para esse estudo, as amostras
de solo rizosférico foram coletadas na cidade de Bananeiras-PB. Foram isoladas bactérias e
fungos nos meios agar batata dextrose e agar nutriente, respectivamente. Seguidamente, ja
com as colénias isoladas foi avaliado a producdo de acido indol-3-acético e a fixacdo do
nitrogénio atmosférico. Os testes de fixacdo do Nitrogénio atmosférico obtiveram resultados
positivos, com algumas ressalvas; os testes de producdo de &cido indol-3-acético se
mostraram muito promissores, com alguns microrganismos apresentando altos indices de
producéo dessa auxina. Dessa forma, de acordo com o que foi desenvolvido neste trabalho,
tendo em vista a complexidade destas analises para a determinacdo de microrganismos
promotores de crescimento vegetal, & importante destacar que pesquisas como estas devem

continuar sendo incentivadas a fim de que haja mais conhecimento sobre este tema.

Palavras chave: microrganismos rizosféricos; solo; crescimento vegetal; selecdo.



ABSTRACT

The Caatinga is a Brazilian biome that has a semi-arid climate, occupying around
11% of the Brazilian territory and 70% of the Northeast region. It has a great biodiversity of
fauna, flora and microorganisms, many of its species are adapted to water stress and high
temperatures. Enterolobium contortisiliquum, popularly known as monkfish, is a tree
belonging to the legume family and which has adapted to the Brazilian Northeast, where it is
easily found. The monkfish has rapid growth and large size, characteristics that demonstrate
both its efficient microbial activity and its wide use in the reforestation of degraded areas.
Therefore, the objective of the work is to isolate microorganisms from the rhizosphere of
monkfish collected in the Paraiba caatinga and, therefore, select those that are promising for
promoting plant growth. For this study, rhizospheric soil samples were collected in the city of
Bananeiras-PB. Bacteria and fungi were isolated on potato dextrose agar and nutrient agar,
respectively. Then, with the isolated colonies, the production of indole-3-acetic acid and the
fixation of atmospheric nitrogen were evaluated. Atmospheric nitrogen fixation tests obtained
positive results, with some caveats; tests for the production of indole-3-acetic acid proved to
be very promising, with some microorganisms showing high levels of production of this
auxin. Therefore, in accordance with what was developed in this work, in view of the
complexity of these analyzes for determining plant growth-promoting microorganisms, it is
important to highlight that research such as these should continue to be encouraged so that
there is more knowledge about this theme.

Key words: rhizospheric microorganism; ground; plantgrowth; selection.
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1. INTRODUCAO

A Caatinga € o Unico bioma exclusivamente brasileiro e ocupa 800.000 km2. O nome
“caatinga” tem origem Tupi-Guarani, significa "mata branca”, e refere-se a paisagem
esbranquicada da vegetagdo, adaptada a seca e aos ciclos climéaticos (FILIZOLA e
SAMPAIO, 2015), compreendendo os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2016).

As condigfes naturais de estresse hidrico e temperaturas elevadas, caracteriza a
caatinga como um bioma bastante seletivo, tendo sua flora bem adaptada a tais condicdes.
Desse modo, quando comparada a outras regides semiaridas pelo mundo, a caatinga € a area
mais biodiversa, que tem o maior conjunto de espécies de fauna e flora (FERNANDES,
2022).

O Enterolobium contortisiliquum, popularmente conhecida como tamboril, timbatba
ou orelha-de-negro, € uma espécie nativa da caatinga pertencente a familia Fabaceae-
Mimosoideae. E uma espécie decidua, helidfita, seletiva e higrofita, dispersa em varias
formagdes florestais. Possui altura de 20 a 35m, com tronco de 80 a 160 cm de diametro;
formando uma copa ampla e frondosa com folhas compostas bipinadas com 2-7 jugas
(LORENZI, 1998).

Figura 1.1 - Tamboril (Enterolobium contorsiliquum)

Fonte: VIVEIRO AMBIENTAL (2023)

O uso de microrganismos promotores de crescimento vegetal em solos construidos
combinado com algumas espécies de plantas, pode contribuir na recuperacdo de areas

degradadas, como demonstrado por Gervazio et al. (2015), além de ser considerado um
12



parametro indicador de recuperacdo de &reas degradadas através de sua quantidade e
diversidade encontrados ao longo dos monitoramentos (SILVEIRA; MELLONI; PEREIRA,
2004).

Apesar de alguns microrganismos se mostraram prejudiciais as plantas, como 0s
patogénicos, muitos sdo benéficos, promovendo a manutencdo e sobrevivéncia da vida
vegetal, com efeitos no crescimento e no desenvolvimento das plantas (VRIEZE, 2015;
GEORGE; DOU; WANG, 2016).

O conhecimento da biodiversidade e bioprospeccdo de novos microrganismos
tornaram-se um dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a utilizacdo de
microrganismos na busca de solugdes nas areas de meio ambiente e indUstria vém crescendo
de forma acelerada no atual cenario mundial (COELHO, 2018).

Segundo Kavamura (2013), os microrganismos associados as plantas da caatinga se
encontram bem adaptados as condi¢Ges impostas pelo clima, desenvolvendo mecanismos de
protecdo celular contra o estresse hidrico, assim como protecdo vegetal contra a dessecacao.
Desse modo, uma das alternativas de recuperacdo a ser considerada é a de utilizacdo da

atividade microbiana como biorremediador e biofertilizante.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Isolar Microrganismos do solo rizosférico do Tamboril.
Selecionar entre 0s microrganismos rizosféricos isolados 0s que sejam promotores de
crescimento vegetal.
2.2.0bjetivos especificos
Avaliar a capacidade dos microrganismos isolados com base nos resultados das

analises experimentais dos testes de producdo de Acido Indol-3-acético e fixacdo do

nitrogénio atmosférico.

13



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.A Caatinga

A caatinga, bioma nativo brasileiro possui em seu extenso territrio uma grande
biodiversidade de plantas, animais e um grande potencial microbioldgico ainda inexplorado.
As condigdes naturais de estresse hidrico e temperaturas elevadas, caracteriza a caatinga como
um bioma bastante seletivo, tendo sua flora bem adaptada a tais condigdes. Desse modo,
quando comparada a outras regiGes semidridas pelo mundo, a caatinga € a &rea mais
biodiversa, que tem o maior conjunto de espécies de fauna e flora (FERNANDES, 2022).

A regido se caracteriza por apresentar terrenos cristalinos praticamente impermeaveis
e terrenos sedimentares que se apresentam com boa reserva de agua subterranea. Os solos,
com raras excegdes, sdo pouco desenvolvidos, mineralmente ricos, pedregosos e pouco
espessos e com fraca capacidade de retencdo da agua, fator limitante a producdo primaria
nessa regido

O relevo é representado pelo Escudo Nordestino aplainado e seu nucleo arqueado e
falhado - a Borborema - com restos de cobertura sedimentar; pelas bacias sedimentares Paleo-
mesozéicas do Piaui-Maranhdo com os alinhamentos de cuestas da Serra Grande-Ibiapaba e
Chapadas do Sudeste do Piaui; a dorsal Baiana com a cobertura sedimentar da Chapada da
Diamantina; as bacias mesozdicas do Araripe, Apodi, Jatoba, Tucano, Recdncavo e outras; e
os Tabuleiros elaborados nos sedimentos Plio-pleistocénicos da Formacgéo Barreiras, em suas
grandes linhas.

Figura 3.2 - A caatinga

14



A cobertura vegetal é representada por formacGes xerdfilas - as caatingas - muito
diversificadas por razdes climaticas, edaficas, topograficas e antropicas. Ao lado destas
formagdes vegetais dominantes, ocorrem também as florestas dos relevos (florestas
perenifdlias e sub-perenifdlias dos brejos de altitude e encostas expostas aos fluxos tmidos de
ar e de florestas semi-deciduas) e as florestas riparias e os cerrados.

Apesar de sua grande extensdo, a desertificacdo da caatinga vem avangando muito
nos ultimos tempos, 13% do seu territdrio ja se encontra em estagio avancado de
desertificacdo. O crescente estresse hidrico na regido, é um dos fatores que mais acelera a
degradacdo da caatinga, somado as consequéncias do desmatamento, cerca de 50% do seu
territdrio ja foi desmatado (ANTONGIOVANNI et al., 2022).

Atualmente a caatinga possui 8,8% de areas protegidas, ainda assim, menos de 2%
da caatinga € area de protecdo integral da biodiversidade. Portanto, faz-se necessario acdes de
restauracdo desse bioma que carrega consigo inumeros potenciais desvalorizados e ainda

inexplorados.

3.2. Microrganismos rizosféricos

A rizosfera é a regido de solo que circundas as raizes das plantas (JUNIOR et al.,
1996). E na rizosfera que vérios micro-organismos encontram ambiente e substrato ideal para
sua proliferacdo, sendo denominados micro-organismos rizosféricos. De acordo com
Kanchiswamy et al. (2015), a interagdo entre microrganismos endofitcos e rizosféricos, e
plantas, confere vantagens importantes, como produc¢do de fito hormonios, protecdo contra
herbivora, protecdo contra patdgenos, além de tolerancia a estresse hidrico e producdo de
metabolitos importantes.

Kozusny-Andreani, Agiado e Andreani Junior (2014), descreve em seu trabalho, que
a utilizacdo de Rizobactérias no cultivo de cenoura, apresentaram efeitos benéficos em seu
desenvolvimento, o resultado pode ser observado, na producéo de fitomassa da parte aérea, ja
nas raizes, ocorreu uma maior acumulacdo de N e P. Santos, Santana e Lara (2018),
descrevem que a inoculagdo com os fungos micorrizicos, nativos da rizosfera do ipé amarelo,
aumenta a massa seca das plantas de milho, tornando-se, um inoculante promissor para o

cultivo.
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3.3.Fixacdo biologica do nitrogénio

O nitrogénio, dentre os macronutrientes, ¢ o mais exigido pelas plantas. E
componente de aminoacidos, proteinas e material genético (DNA e RNA). Est4 associado
também ao crescimento e desenvolvimento dos vegetais, por estar envolvido no processo de

sintese de clorofilas, responsaveis pelo processo fotossintético.

Figura 3.3 — llustragéo do ciclo do nitrogénio
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Fonte: ILSA (2020)

Na atmosfera, o nitrogénio estd presente na forma de gas nitrogénio, representado
pela formula molecular N2 (N=N), ¢ constitui 78 % do ar atmosférico. Apesar de ser
encontrado em grande quantidade na atmosfera, o gas nitrogénio nédo é utilizado pela maioria
dos organismos vivos, 0s quais sdo incapazes de fixar e incorporar a matéria viva o nitrogénio
atmosférico. Entre os organismos capazes de utilizar esse nitrogénio, estdo alguns tipos de
bactérias (SANTQOS, 2020).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) é um processo enzimatico em que o N é
reduzido a NHs pela agdo de microrganismos de vida livre, associados as plantas ou
simbiontes. Evolutivamente, acredita-se que a FBN tenha se desenvolvido quando as reservas
geoquimicas de nitrogénio se tornaram escassas na biosfera. O esgotamento dos Oxidos de
nitrogénio (nitratos e nitritos) pelos organismos teria, provavelmente, limitado seus

crescimentos e ocasionado uma pressao seletiva, que favoreceu o aparecimento da diazotrofia
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(LEMQS, 2011). Este termo refere-se a microrganismos diazotroficos, ou seja, organismos
com capacidade de fixar o N2,

Apesar de a atmosfera ser composta de 78 % de gas dinitrogénio (N2) organismos
eucariotos, como plantas e animais, ndo conseguem utilizar este elemento diretamente. O
problema bésico para a fixagdo do nitrogénio é a presenca da ligagao tripla (N=N), que torna
este gas extremamente estavel a temperatura ambiente. O rompimento desta tripla ligacdo por
microrganismos requer a enzima nitrogenase. Os genes que codificam para esta enzima séo
amplamente encontrados no Dominio Bacteria e mesmo no Dominio Archaea MARTINEZ-
ROMERO (2006).

Sdo conhecidos trés tipos de nitrogenase: uma que possui molibdénio (Mo,
nitrogenase-1) e ferro (Fe), outro em que o vanadio (V) substitui o0 Mo (nitrogenase-2), em
condicBes onde a concentracdo desse elemento € baixa, e, uma terceira, que ndo parece conter
nem molibdénio nem vanadio. A enzima nitrogenase é extremamente sensivel ao oxigénio,
uma vez que esta molécula pode reagir com o componente Fe das proteinas. As bactérias
Azotobacter spp., um diazotréfico aerébio do solo (MARTINEZ-ROMERO, 2006) e
Rhodopseudomonas palustris, uma bactéria fotossintetizante (LARIMER et al., 2004)
apresentam os trés tipos de nitrogenase, 0 que é uma vantagem quando o Mo é limitante nos
solos (BELLENGER etal., 2011).

A protecdo da nitrogenase da molécula de O2 ndo é um problema para as bactérias
anaerdbias, mas poderia se tornar um grande obstaculo para espécies aerobias, tais como
cianobactérias, bactérias aerdbicas de vida livre (Azotobacter e Beijerinckia) e para as
bactérias que fixam o N2 em simbiose com leguminosas. Entretanto, estes microrganismos
possuem formas de evitar o contato do O> com a enzima nitrogenase. Nas espécies de
Azotobacter, 0 seu elevado metabolismo respiratorio mantém baixos os niveis de Oz nas
células. Outras bactérias sdo capazes de produzir polissacarideos extracelulares, que limitam a
difusdo de O para o interior das células. Nas cianobactérias, a fixacdo do nitrogénio ocorre
em células especiais denominadas heterocistos, que possuem somente o fotossistema | (usado
para gerar ATP pelas reacdes mediadas pela luz) e ndo geram oxigénio. Na associacdo
simbiodtica com leguminosas, a fixagdo do N2 ocorre em estruturas denominadas nodulos.
Apobs a formacédo destes, diversas proteinas sdo sintetizadas e uma delas, a leghemoglobina,

controla o suprimento de oxigénio para os tecidos nodulares.
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Os microrganismos fixadores de N> podem existir como organismos de vida livre e
em associacdes com diferentes graus de complexidade com as plantas. Estes microrganismos
podem ser divididos em:

1. Fixadores ndo-simbidticos ou de vida livre;

2. Fixadores associativos, que formam uma relagdo casual e pobremente
estruturada com raizes ou porcdes aéreas das plantas;

3. Fixadores simbioticos que fixam o N2 em associagdes organizadas com

plantas superiores.

3.3.1. Fixacdo simbiotica do nitrogénio em leguminosas

A fixacdo bioldgica do N2 (FBN) em leguminosas € um processo chave para a
sustentabilidade agricola devido ao seu reduzido impacto no ambiente, em relagdo a utilizacao
de fertilizantes nitrogenados. Estes fertilizantes sdo produzidos por meio da sintese quimica
da amonia, que gera grandes quantidades de CO2, que é um gas de efeito estufa. A fixacéo
bioldgica do nitrogénio em plantas da familia Leguminosae ocorre pela associagéo simbiotica
com bactérias coletivamente conhecidas comorizébio, que interagem com as raizes para
formar estruturas especializadas denominadas nddulos. Nos noédulos, o rizébio na forma
pleiomorfica (bacteroide) fixa 0 N2 atmosférico e o converte para uma forma combinada, a
amonia, que pode ser utilizada pela planta hospedeira. Essa reacdo € endergonica e para que
ela ocorra € necessario o fornecimento de energia armazenada na forma de ATP
(HOFFMANN, 2007). A planta fornece aos rizébios fontes de carbono e ambiente favoravel a
fixagdo do N». As taxas de fixacdo de N2 variam com o hospedeiro, com o microssimbionte e
com as condi¢BGes ambientais. Leguminosas de grdos fixam de 25 a 200 kg N ha-1 por ciclo de

crescimento e suprem de 40 a 100 % das necessidades de N da planta.

3.4. Acido indol-3-acéico (AIA)

Os hormonios vegetais, conhecidos como fitorménios, sdo substancias organicas
importantes para o desenvolvimento da planta. Destaca entre os fitormonios as auxinas,
Citocininas, Etilenos, Giberelinas e Acido Abscisico (RAVEN et al., 2001). Stroschein et al,

(2011) diz que os rizobios sdo capazes de promover o crescimento de plantas ndo leguminosas

18



por producdo de fitorménios. O Acido Indol-3-acético (AIA), encontra se no grupo das
auxinas, e por isso é o fitormonio mais estudado atualmente (CASSAN; VANDERLEYDEN;
SPAEPEN, 2013).

Figura 3.4 - Influéncia da presenca de AlA no desenvolvimento de raizes

Sem aplicacao Y

lcacs
de AlA Com aplicacao

Fonte: Oda (2023)

O AIA tem grande influéncia na taxa de crescimento dos meristemas apicais, flores e
frutos, (TAIZ; ZEIGER, 2004). E responsavel pelo alongamento e sintese de células,
promovendo a formagdo de raizes adventicias no caule e a expansdo radicular e
consequentemente o crescimento da planta.

Ainda de acordo com Thaiz; Zeiger (2004), o principal precursor para sintese do AIA
é 0 aminoécido Triptofano (Trp). A producdo de AIA por parte das bactérias, ja esta sendo
estudada a muito tempo. Patten e Glick (1996) estimam em seus trabalhos que 80% de
bactérias rizosféricas sintetizem esse fitormonio na presenga de Trp. Existe estudos que
destacam a producédo de AIA por bactérias A. brasilense independentes de Trp (PRINSEN et
al. 1993).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.coleta e preparacdo das amostras

A coleta do solo foi realizada no dia 10 de janeiro de 2022 no municipio de
Bananeiras/PB (6° 45' 4" S 35° 38' 0" W), A temperatura ambiente no local da coleta estava
em 26°C e a temperatura do solo estava em torno dos 32°C.

A coleta foi executada conforme a metodologia descrita por MASSENSSINI et al.,
2016. Cinco amostras contendo solo rizosférico foram coletadas, definido como aquele que
permanece aderido as raizes, na camada de 0-20 cm de profundidade e a uma distancia
méaxima de 1,0 m do caule. Apos a coleta, as amostras foram levadas para o Laboratorio de
Bioengenharia em caixa térmica e processadas no mesmo dia.

No laboratério, foi feita a separacdo de algumas raizes que estavam presentes nas
amostras de solo coletadas. Também foi realizada a mistura dos pontos de coleta da amostra,
para se obter uma maior representatividade do solo rizosférico. Todos os materiais utilizados
para o isolamento como a solucdo salina, frascos, foram autoclavados por cerca de 15 minutos
a 121°C. Foi pesado 10g da amostra, apds a mistura das amostras de solo, e adicionou-se 90
mL de solucdo salina 0,85% (m/m), sob agitacdo peridédica. Apos 30 minutos da preparagdo
da solucdo de extracdo, na capela foi realizada a diluicdo em série, onde foi retirada uma
aliquota de 1,0 mL do sobrenadante da extracdo da amostra, inserido no erlenmeyer contendo
9,0 mL de solucéo salina 0,85% (m/m) e, posteriormente, agitado, realizando a diluicdo até
10 (CAVALCANTI, 2016). No esquema representado na Figura 4.5, pode-se observar

melhor como esse processo foi executado.

Figura 4.5 — Esquema do método da dilui¢do seriada

1mL 1mL 1mL imL 1mL 1mL

D! l" \\ R ( \3J \\v“. \‘}

Plaqueamento  ———————
de 1 mL de cada

(10)
i
v
- Q Q

Fonte: GERALDO; FILHO (2017)
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4.2. Anélises de solo

A medida do potencial hidrogenionico (pH) das amostras foi determinada atraves de
medidas diretas em um potenciémetro digital, previamente calibrado com solucgdes tampé&o de
pH 4,0 e 7,0 (1AL, 2008). Para analise da umidade, primeiramente 0s pesos secos das placas
de Petri foram determinados. As placas foram colocadas para secagem a 105°C em uma
estufa, e 24 horas depois as mesmas foram retiradas e colocadas para resfriamento em
dessecador durante 20 minutos. Apos isso, as mesmas foram pesadas em balanca analitica.
Em seguida, as amostras foram pesadas nas placas de Petri. Posteriormente, as placas
contendo as amostras de solo foram colocadas em estufa a 105°C durante 24 horas. Apés isto,
foram retiradas, deixadas em dessecador para resfriamento durante 20 minutos e, logo apés,
as placas contendo as amostras de solo seco foram pesadas para determinacdo do peso seco da
amostra (AL, 2008).

4.2.1. Analise de pH

Foram medidos o pH das amostras com o auxilio de um pHmetro digital, presente no
laboratorio de bioengenharia. Para realizar a analise foi pesado 10g de solo e adicionou 40 mL

de &gua destilada, a analise foi realizada em triplicata ap6s a calibracdo do equipamento.

4.2.2. Andlise de umidade

Essa analise foi realizada em triplicata, primeiramente pesou-se e identificou trés
placas de petri vazias na balanga analitica, apos isso foi pesado 3g de solo e levado a estufa
sob uma temperatura média de 100°C. Apds 24h, as amostras foram levadas para o dessecador
de silica gel até atingir temperatura ambiente e pesadas em seguida. O procedimento seguiu a
metodologia retratada pelo Instituto Adolf Lutz (2008).

A humidade foi determinada pela diferenca entre a massa de solo pesada antes e

depois do processo de secagem.

4.3. Isolamento
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Esta etapa consiste em isolar os microrganismos presentes no solo rizosférico através
do plagueamento usando as solucBes, oriundas da diluicdo seriada, como fonte de

microrganismos.

4.3.1. Plaqueamento

Para este procedimento foram preparados os meios de cultivo de agar nutriente (AN)
e agar batata-dextrose (BDA) para o crescimento de bactérias e fungos, respectivamente. O
meio AN foi preparado de acordo com as instru¢fes presentes no seu rétulo, 28g para 1 L de
agua destilada; o meio de BDA foi preparado a partir da extracdo do caldo da batata de acordo
com as instrucdes da literatura: Foi descascada uma batata inglesa (Solanum tuberosum) e a
cortou em cubos, apés lava-las pesou 200g. Em um béquer de plastico, a batata foi cozida no
microondas por um tempo médio de 15 minutos, em seguida foi extraido o caldo da batata
cozida e filtrado duas vezes, garantindo assim que ndo haja nenhuma parte sélida, em uma
peneira. Em uma balanca analitica pesou-se a dextrose e 0 agar que, consequentemente, foram

adicionados ao caldo, a mistura foi aquecida no microondas para homogeneizagéo.

Tabela 4.1 — Formulacdo do meio agar, batata, dextrose (BDA)

COMPOSTOS QUANTIDADES
Agar 159
Caldo de batata (2009 de batata para 1L 1L
de agua destilada)
Dextrose (glicose) 15¢g

Fonte: Protocolo da EMBRAPA (1999)

Tabela 4.2 — Formulacdo do meio agar, nutriente (AN)

COMPOSTOS QUANTIDADES
Agar 15 g/L
Cloreto de sddio (NaCl) 5g/L
Extrato de carne 1g/L
Extrato de levedura 29/L
Peptona 59/L

Fonte: KASVI (2020)
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Apos esterilizagdo, aguecimento e meios em estado liquido, estes foram distribuidos
em placas de petri 20 mL em cada. Depois que o meio solidificou, foram tomadas aliquotas de
0,1 mL de cada diluicdo para realizar o plagueamento, em triplicata. Foi utilizada a técnica
semeadura em superficie, onde espalha-se a amostra em movimentos na forma de oito,
somente apos a solidificagdo do meio.

Enfim, as placas foram identificadas e incubadas por cerca de 24h para bactérias
(meio de cultivo AN) e 5 dias para fungos e leveduras (meio de cultivo BDA) em estufa a
uma temperatura ambiente de 31°C.

Apos o periodo de incubagdo, observou-se as placas admitindo para o isolamento
todas as coldnias que apresentaram morfologias diferentes. Foi realizado repique dos isolados,
em triplicata, nos mesmos meios de cultivo utilizados anteriormente.

O processo de repique, para as bactérias, foi realizado pelo método do esgotamento
que se d& pela transferéncia de uma algada da col6nia a ser isolada para uma nova placa.
Neste mesmo processo, para os fungos, foram feitos toques distribuidos nas placas de
isolamento.

ApoOs 0 repique, os microrganismos foram incubados nas mesmas condi¢Oes

anteriormente citadas.

4.3.2. Manutenc¢do dos microrganismos isolados

Ap0s o isolamento, as placas de petri contendo col6nias isoladas de microrganismos
foram hermeticamente fechadas e armazenadas nos refrigeradores do laboratério em uma
temperatura aproximada de 5£1°C, sendo repicados a cada 45 dias para um novo meio de
cultura.

Mesmo tomando todos os cuidados no manuseio dos microrganismos, as bactérias

TB1e TB2 e o fungo TF2 ndo foram capazes de sobreviver em laboratorio.

4.4. Selecéo

A selecdo dos microrganismos aconteceu diante dos resultados de 2 testes

experimentais. Os microrganismos foram submetidos a testes e avaliados quanto a produgéo
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de 4cido indol-3-acético; também foram avaliados quando a capacidade fixar o nitrogénio

atmosférico.

4.4.1. Producdo de acido indol-3-acético (AlA)
4.4.1.1.Producéo de AlA por bactérias

Para a avaliacdo das bactérias isoladas em relacdo a producdo de acido indol-3-
acetico (AlA) in vitro foi utilizada uma metodologia adaptada de Cavalcanti (2016) e Braga
(2016).

Foi feita a inoculacdo de cada bactéria em 5 mL de meio liquido de caldo nutriente e
foram incubadas sob agitacdo constante para a producdo de um pré-inéculo. Ap6s um periodo
de 24h, aliquotas de 1 mL foram inoculadas em meio liquido de caldo nutriente,
suplementado com e sem triptofano, em triplicata, e incubadas sob agitagéo constante de 140
rpm a 30°C durante 7 dias.

Apds os 7 dias, a densidade Optica das culturas foi avaliada em espectrofotémetro a
540 nm, ajustando-se a sua concentracdo para DO540 = 0,5. Apds o ajuste da DO 540,
aliquotas de 3 mL foram centrifugadas durante 3 min a 6000 rpm.

Uma aliquota de 1 mL do sobrenadante, obtido da incubac&o, foi adicionada & 0,5
mL de reagente de Salkowski [2% de cloreto férrico FeCls 0,5 mol/L em 35% de acido
perclorico HCIO4] e esta mistura foi incubada no escuro durante 30 minutos. Posteriormente
foi efetuada a leitura dptica das amostras no espectrofotdmetro a 540 nm para a avaliagdo da

concentracdo de AIA produzido.

4.4.1.2. Producéo de AIA por fungos

Os fungos isolados foram previamente cultivados em placas de Petri contendo o
meio BDA (Agar, Batata e Dextrose) por 7 dias a 31 °C aproximadamente. Para a avaliagio
quantitativa da producdo de AIA foram retirados do meio BDA, quadrados de
aproximadamente 0,5 cm de lado contendo o micélio e os esporos do fungo, e transferidos
para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 mL do meio liquido FAN (FAN, 2002) com o
pH entre 5,9 —6,1.
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Tabela 4.3 - Composic¢do do Meio FAN

COMPONENTE FRACAO
Extrato de levedura 3g/L
Fosfato dipotassico K;HPO4 0,6 g/L
Glicose 20 g/L
Sulfato de magnésio MgSO4 0.3g/L 0,3g/L

Fonte: FAN, 2002.

O teste foi realizado na auséncia e na presenga de triptofano no meio liquido. A
concentracdo de triptofano utilizado foi de 100 mg/L.

Apos sete dias de crescimento sob um agitador rotatério (140 rpm) a 31 £ 2 °C, uma
aliquota de 2 mL do meio foi centrifugada a 12.000 rpm por durante 15 minutos.

Para a analise colorimétrica de AIA (GORDON & WEBER, 1951), uma aliquota de
1 mL do sobrenadante foi retirada e misturada a 0,5mL do reagente de Salkowski [2% de
cloreto férrico FeCls 0,5 mol/L em 35% de &cido perclorico HCIO4]. Esta mistura foi
incubada no escuro durante 30 minutos, e ap6s esse periodo, foi realizada a leitura ptica das
amostras no espectrofotdmetro a 540 nm para que se avalie a concentracdo de &cido indol-3-
acetico sintetizado.

As concentracdes, em pg/mL foram calculadas a partir de uma curva padrdo com

concentragOes conhecidas do acido indol-3-acético.

4.4.2. Fixagdo do nitrogénio atmosférico

4.4.2.1.Fixacdo do nitrogénio atmosférico por fungos

Os fungos isolados no meio agar batata dextrose foram submetidos ao teste de
fixacdo de nitrogénio atmosférico atraves do repique no meio semi seletivo NFb, método
adaptado de Ddbereiner et al., 1995. Livre de compostos nitrogenados, 0 meio deve selecionar
somente 0s microrganismos que possuem a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico.

Os microrganismos foram repicados no meio NFb, formulacdo na tabela 4.4,
incubados a 31°C, por sete dias. Os experimentos foram realizados em triplicata, o resultado
positivo € caracterizado pelo halo de crescimento do microrganismo. As culturas que

apresentaram crescimento foram submetidas ao segundo repique de confirmacéo, desse modo,
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é eliminado a possibilidade de haver o aproveitamento residual de nitrogénio contidos nas
células, provenientes de cultivos anteriores. Assim, aqueles que apresentarem crescimento no
segundo repique no meio livre de compostos nitrogenados possuem a capacidade de fixar

nitrogénio atmosférico.

Tabela 4.4 - Composicdo do meio NFb para fungos.

COMPOSTO PROPORCAO
Acido Malico 5 g/L
Agar 20 g/L
Azul de Bromotimol, 0,5 % em 0,2 M de KOH 2 ml/L
Cloreto de Célcio Dihidratado, 1% P/V 2 ml/L
Cloreto de Sodio, 10% P/V 1 ml/L
EDTA de Ferro, 1,64% P/V 4 mi/L
Fosfato de sddio dibasico, 10% P/V 5 ml/L
Hidroxido de Potéssio, 10% P/V 4,5 g/L
Solucao de Micronutrientes para Meio de Cultura 1 mi/L
Solucao de Vitamina para Meio de Cultura 1 mi/L
Sulfato de magnésio hepta hidratado, 10% P/V 2 ml/L

Fonte: Adaptado de Débereiner et al. (1995)

Tabela 4.5 - Composicao da solucdo de micronutrientes.

COMPOSTO PROPORCAO para 200 mL
Acido borico 0,28 g
Molibdato de sodio 029
Sulfato de cobre 0,008 g
Sulfato de manganés 0,235¢g
Sulfato de zinco 0,024 g

Fonte: Protocolo da EMBRAPA (1999)
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Tabela 4.6 - Composicao da solucdo de vitaminas.

COMPOSTO PROPORCAO PARA 100 mL
Biotina 10 mg
Piridoxina 20 mg

Fonte: Protocolo da EMBRAPA (1999)

4.4.2.2. Fixacdo de Nitrogénio atmosférico por bactérias.

As bactérias isoladas no meio agar nutriente foram submetidas ao teste de fixacéo de
nitrogénio atmosférico através do repique no meio semi seletivo NFb, método adaptado de
Ddbereiner et al., 1995.

Os microrganismos foram repicados no meio liquido NFb, formulacdo na tabela 4.7,
incubados a 28°C e agitacdo de 140 rpm, por 8 dias.

Os experimentos foram realizados em triplicata, o resultado positivo é caracterizado

pela turvacdo do meio de cultura indicando o crescimento do microrganismo.

Tabela 4.7 - Composicdo do meio NFb para bacterias.

COMPOSTO PROPORCAO
Acido Malico 5g/L
Azul de bromotimol, 0,5% 2 ml/L
Cloreto de Calcio Dihidratado 0,01 g/L
Cloreto de sédio 0,1g/L
EDTA de Ferro, 1,64% P/V 4 ml/L
Fosfato de potassio 0,59/l
Solucao de Micronutrientes para Meio de Cultura 1 mi/L
Sulfato de magnésio 0,2 g/L

Fonte: Adaptado de Dobereiner et al., 1995.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Andlise do solo

Para a analise do pH foi obtido o valor de 6,6 sendo a média das medigdes
analisadas, demonstrando assim, que o solo esta numa faixa de pH neutro, sendo ideal para o
crescimento e desenvolvimento de bactérias.

Foram obtidos os percentuais de umidade do solo, observou-se uma baixa umidade, a
média dos percentuais foi de 3,44%. Esses resultados demonstram que 0s microrganismos

isolados conseguem se desenvolver em solos secos, com baixa umidade e estresses hidricos.

5.2. Isolamento

No total foram isolados 13 microrganismos, sendo 5 bactérias e 8 fungos. Na tabela

5.8 abaixo estdo listados os microrganismos isolados do solo rizosférico do tamboril.

Tabela 5.8 - Lista de Microrganismos isolados

FUNGOS ISOLADOS

TF1 TF2 TF3 TF4 TF5 TF7 TF8 TF9

BACTERIAS ISOLADAS

TB1 TB2 TB3 TB4 TBS

Os microrganismos isolados receberam um nome genérico. Para os fungos a
nomenclatura adotada foi o prefixo TF e um sufixo numérico, para as bactérias o prefixo

usado foi 0 TB mais o sufixo numeérico.
5.2.1. Isolamento de bactéiras
Foram escolhidas para o isolamento as placas contendo as dilui¢des 103, 10* e 107,

pois observou-se algumas repeticdes na morfologia nestas diluicBes. Por manifestar uma

diversidade de colbnias estas diluicbes foram escolhidas, ndo correndo o risco, assim, de
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contaminacdo. Foram isoladas em meio liquido de &gar nutriente 5 bactérias, todas
apresentaram morfologias diferentes.
Abaixo na Figura 5.6 estdo as fotografias das bactérias TB3, TB4 e TB5.

Figura 5.6 - Bactérias isoladas em meio AN (Agar, Nutriente)

5.2.2. Isolamento dos fungos

Para o isolamento foram escolhidas as placas contendo as diluicdes 102, 1073, 10* e
10°, foram encontradas morfologias diferentes nestas diluicbes. Por manifestar uma
diversidade de col6nias e uma distancia significativa entre elas para que ndo houvesse risco de
contaminacdo. Com o meio BDA, foi possivel isolar 8 fungos, foram isoladas todas as
colbnias que apresentaram morfologias diferentes. A Figura 5.7 apresenta a fotografia das
col6nias dos fungos isolados.

Figura 5.7 - Fungos isolados em meio BDA

(Agar, batata, dextrose)

SN
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5.3. Produc&o de Acido indol-3-acético
Foi construida uma curva a partir da mistura de AIA sintético e agua destilada, as
concentrac@es utilizadas foram: 80, 60, 40, 30, 20, 15, 10 e 5 microgramas de &cido indol-3-

acetico por mililitros de agua.

Gréfico 4.1 - Concentracdo de AlA sintético Vs Absorbancia
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5.3.1. Producéo de AIA por bactérias

Das 5 bactérias isoladas, 2 apresentaram a producdo de AIA. Os resultados
apresentados abaixo sdo os valores médios obtidos nos testes realizados em triplicata. A
concentragdo de AIA menor que 1 pg/mL ¢é considerado baixa produ¢do, 1- 10ug/mL média
producdo, 11-50 pg/mL alta produ¢do e maior que 51 upg/mL elevada produgdo
(KAVAMURAEet al, 2013), desse modo, temos que as bactérias TB3 e TB5 apresentaram uma

alta producdo de AIA, conforme mostrado no grafico 5.2 abaixo.

Grafico 5.2 - Producdo média de AlA das bactérias isoladas do Tamboril
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Os resultados obtidos nestes testes em relagdo a producdo de &cido indol-3- acético
(AlA) séo similares aos apresentados por Albdaiwi (2019) onde produziram o0s niveis mais
elevados de concentracOes de AlA, atraves de bactérias isoladas do solo retirado de plantas de
trigo duro, cultivados em solos com altas concentracdes de sais. Dessa forma, pode-se
observar que as bactérias isoladas apresentaram um alto potencial na producdo de AlA e a
promocéao de crescimento vegetal.

A sintese desta auxina pode ser influenciada pelas condi¢bes de cultura, estagio de
crescimento e disponibilidade de substrato (MIRZA et al, 2001). Assim podemos observar
que as bactérias intituladas TB3 e TB5 expressaram uma alta producdo de &cido indol-3-
acético. A bactéria TB3 apresentou uma producdo aproximada de 15,36 pg/mL de AIA sem a
suplementacdo do triptofano ¢ 32,31 ug/mL de AIA com a suplementagdo do triptofano; a
bactéria TB5, nos meios sem suplementacdo e com suplementacdo de triptofano
respectivamente, apresentou uma produgdo aproximada de 11,28ug/mL e 27,18ug/mL. As
demais bactérias isoladas e avaliadas obtiveram uma producdo de AlA quase insignificante.

No seu estudo de bactérias endofiticas e rizosféricas associada ao Paspalumatratum,
Paula et al. (2022), isolou bactérias rizosfericas do género Pseudomonasssp onde a producgéo
de AIA variou entre 24,39 e 65,12 g/mL.

Foram detectadas concentragdes de AIA, em inoculantes comerciais, de 6,62 e 13,16
ug/mL  para Bradyrhizobiumjaponicum E109 e Azospirillum brasilense Az39,
respectivamente, as bactérias isoladas no presente estudo apresentaram sintese semelhante e
superior aos identificados por CASSAN (2009) e PAULA (2022).

5.3.2. Producéo de AIA por fungos

Os fungos isolados foram submetidos aos testes de producdo de AIA e todos eles
apresentaram resultados promissores nos testes. Os resultados apresentados abaixo sdo 0s
valores médios obtidos nos testes realizados em triplicata. Para os testes realizados sem a
presenca da triptofano, a producdo de AIA, pelos fungos, variou significativamente entre
3,086pg/mL para os testes com o fungo TF1 e 34,253ug/mL para o fungo TF5. Para os testes
realizados na presenca da triptona, a producdo de AIA, variou consideravelmente entre

8,054pg/mL para os testes com o fungo TF4 e 38,049ug/mL para o fungo TF3. Todas as
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producBes de AIA se caracterizaram com sendo producdes elevadas. O grafico 5.3 abaixo

ilustra os resultados obtidos nos testes experimentais.

Gréfico 5.3 - Producdo média de AlA dos fungos isolados do Tamboril
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5.4.Fixacdo de nitrogénio atmosférico

A avaliacdo foi feita visualmente e, como resultado positivo, a formacdo de uma
pelicula aerotéxica tipica proxima a superficie do meio, indicando que a fixag&o de nitrogénio
ocorreu, uma vez que ha reducdo do nitrogénio atmosférico em aménia (Dobereiner, Baldani
e Baldani, 1995)

Durante o periodo de 8 dias incubacdo notou-se um crescimento lento e atipico,
quando comparado ao crescimento desses mesmos microrganismos em meio agar nutriente
(bactérias) e em meio agar-batata-dextrose (fungos). Os resultados dos experimentos sao
apresentados nas tabelas 10 e 11, onde o sinal positivo (+) representa o crescimento e o sinal

negativo (-) representa o ndo crescimento do microrganismo repicado.

5.4.1. Fixacdo do nitrogénio atmosférico por fungos

Dos 7 fungos isolados, apenas o fungo TF7 ndo foi submetido ao teste pois, durante o
periodo de realizacdo dos testes, a placa contendo este fungo apresentou contaminagédo

externa advinda, provavelmente, do contato com outros microrganismos mantidos sob
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refrigeracdo no mesmo refrigerador. Sé foi possivel realizar novamente o isolamento do fungo
TF7 ap6s o periodo de realizacdo dos testes de fixacdo do nitrogénio atmosférico. As figuras
5.8 e 5.9 sdo fotografias dos meios de cultura NFb sélido ap6s o periodo de incubacdo. Os
circulos brancos tracejados indicam o local do meio de cultura em que ocorreu o repique € 0

crescimento do microrganismo.

Em alguns casos o crescimento dos fungos foi tdo pequeno que fica praticamente

imperceptivel na fotografia.
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Tabela 5.9 - Crescimento dos fungos em meio NFb

ISOLADOS
TFL TF3 TF4 TF5 TF7  TF8  TF9

1° REPIQUE + + + + XXX + +

2° REPIQUE + + + + XXX + +

5.4.2. Fixacdo do nitrogénio atmosférico por bactérias

Durante o periodo de incubacdo observou-se que, mesmo sob agitacdo constante de
140 rpm, o crescimento bacteriano ocorreu de forma sedimentada no fundo do tubo de ensaio.
O indicativo do crescimento bacteriano no meio liquido € caracterizado pela turvacdo do meio

de cultura, o que s6 pbde ser constatado ap0s agitacdo do meio.

Figura 5.10 - Primeiro repique de bactérias em meio liquido NFb

[ .
:
&

d Controle

d Controle

Tabela 5.10- Crescimento das bactérias no meio NFb.

ISOLADOS
TB3 B4 TB5
1° REPIQUE + + +
2° REPIQUE + + +
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6. CONCLUSOES

A metodologia utilizada na etapa de isolamento dos microrganismos se mostrou
bastante eficaz, considerando que foi possivel o isolamento de 5 bactérias e 8 fungos
rizosféricos.

Em relacdo a manutencdo dos meios de cultura contendo os fungos e bactérias
isolados, nota-se que o repique a cada 60 dias é eficaz na manutencédo desses microrganismos
em laboratdrio; nota-se também que podem ocorrer contaminagdes microbioldgicas nos meios
de cultura caso ndo sejam armazenados com uma vedagao adequada das placas.

Para a producdo de acido indol-3-acético as bactérias TB3 e TB5 apresentaram um
alto nivel de producdo, tanto na presenca quanto na auséncia de triptofano. Quanto aos
fungos, 100% deles apresentaram resultados promissores na producdo dessa auxina. Os
fungos TF3, TF5, TF7 e TF8 apresentaram uma alta produgdo de AIA em meio suplementado
e ndo suplementado por triptofano; o fungo TF1 apresentou uma alta producéo de AlA apenas
no meio com suplementacdo de triptofano.

Em relacdo aos testes de fixagdo do nitrogénio atmosférico, todos os fungos e
bactérias foram capazes de crescer no meio NFb. O crescimento lento desmedrado desses
microrganismos neste meio de cultura indicam que eles conseguem fixar o N2 presente na
atmosfera terrestre.

Diante do exposto e com base nos resultados dos testes experimentais, pode-se inferir
que diversos microrganismos isolados da rizosfera do Tamboril, podendo ser citados 0s
fungos TF3, TF5, TF7 e TF8 e as bactérias TB33 e TB5, apresentam caracteristicas de

microrganismos promotores de crescimento vegetal.
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