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RESUMO

AGUIAR, Kamilla, P. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Marco de 2012. PROSPECCAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DO
CRESCIMENTO VEGETAL ASSOCIADAS A VERMICOMPOSTOS. Orientador:
Prof. Fabio Lopes Olivares.

O processo de vermicompostagem envolve uma série de transformacdes
da matéria organica catalizadas por comunidades microbianas complexas
e pela acdo de minhocas que resultam na formacdo de um produto com
grande potencial de uso na agricultura. Os vermicompostos constituem
uma fonte diversa de micro-organismos cujo potencial biofertilizante e
bioestimulante para plantas tem sido pouco explorado. O Nucleo de
Desenvolvimento de Insumos Bioldgicos para a Agricultura (NUDIBA) da
UENF produz varios tipos de vermicompostos a partir de diferentes
residuos. Foi estabelecido um programa preliminar de prospeccao
microbiana com intuito de obter bactéria candidatas a compor formulacdes
envolvendo inoculantes, substratos agricolas biologicamente enriquecidos
e fertilizantes organo-minerais. O presente trabalho tem como objetivos
quantificar, isolar e caracterizar o potencial de promocéo de crescimento de
diferentes micro-organismos obtidos a partir de diluicdes seriadas dos
vermicompostos produzidos com esterco bovino (VC1), esterco e bagaco
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de cana (VC2), esterco e torta de girassol (VC3), esterco bovino, torta de
girassol e bagaco de cana (VC4) e esterco e torta de filtro (VC5), além de
fragmentos de intestino de minhoca. Para avaliacado do potencial de in6culo
das bactérias diazotréficas presentes nas diferentes fontes de matéria
organica estabilizada foi proposta uma nova metodologia baseada na
quantificacdo das populacdes bacterianas induzidas ou néo pela aplicacéo
de fontes de carbono ou exsudados da rizosfera. Os isolados bacterianos
com potencial diazotrofico foram obtidos a partir do meio semi-solido JNFB
isento de N e as bactérias ndo fixadoras de N foram obtidas a partir de
placas contendo meio sélido Dygs. Ademais, a partir de um meio sélido
modificado, contendo &cidos himicos (20 mg C L™) como fonte Gnica de
carbono, foram realizadas tentativas de obtencdo de micro-organismos
capazes de utilizar acidos humicos como fonte de energia para futuros
trabalhos de enriquecimento biolégico de substratos agricolas. Foram
caracterizados 89 isolados em relacdo ao tipo de colbnia, morfologia
celular ao microscopio Optico, coloracdo de gram e tracos fenotipicos
relacionados a promoc¢édo do crescimento (solubilizacdo de P e Zn, fixacdo
de N, producdo de compostos inddlicos, degradacédo de celulose). Esses
micro-organismos foram divididos em trés grupos (I, Il e 1ll) de acordo com
a fonte dos isolados e 0 meio de isolamento. Os resultados evidenciaram
que dos 39 isolados pertencentes ao grupo I, 16% foram capazes de
solubilizar P, 9% capazes de solubilizar Zn, 16% apresentaram atividade
positiva para fixacdo biologica de N, 15% degradaram celulose e 100%
produziram AIA a partir do triptofano. Dos 19 isolados pertencentes ao
grupo Il 100% apresentaram atividade positiva para fixacdo de N, 20% para
solubilizagéo de P e 8% para solubilizagédo de Zn, 2% degradaram celulose
e 100% foram capazes de produzir AlA. Dos 31 isolados pertencentes ao
grupo lll, 23% foram capazes de solubilizar P, 7% solubilizaram Zn, 16%
degradaram celulose, 100% das bactérias foram capazes de produzir AlA e
curiosamente 100% das bactérias apresentaram atividade positiva para
fixagc&o biologica de N atmosférico. Além disso, os isolados foram testados
quanto ao potencial de promocdo de crescimento vegetal em condi¢oes
monoxénicas utilizando milho como planta modelo. Para esses testes

foram analisados os seguintes parametros: Matéria fresca e seca da raiz,
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matéria fresca e seca da parte aérea e relacdo raiz/parte aérea. Os
resultados mostraram que o0s isolados pertencentes ao grupo |
apresentaram apenas um parametro (MFR) estatisticamente significativo
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para o grupo Il os
parametros estatisticamente significativos foram CR, MFR e MSR. J& no
grupo IlI todos os parametros analisados foram estatisticamente
significativos. O estudo dos micro-organismos nestes vermicompostos
contribui para melhor entendimento sobre a diversidade microbiana e pode
garantir o sucesso em etapas subsequentes do programa de
desenvolvimento de insumos bioldgicos para agricultura desenvolvidos no
NUDIBA.

Palavras-chave: FBN, solubilizacdo de fosfatos, solubilizacdo de zinco,

producdo de auxinas, enriguecimento bioldégico de substratos, degradacdo de

celulose.



ABSTRACT

AGUIAR, Kamilla, P. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
March, 2012 Bioprospecting PROMOTING THE GROWTH OF BACTERIA
ASSOCIATED WITH VEGETABLE vermicomposting. Advisor: Prof°. Fabio Lopes
Olivares.

The vermicomposting process involves a serial sequence of organic matter
transformations catalyzed by complex microbial communities and through
the action of worms that result in the formation of a product with great
potential for use in agriculture. The vermicompost represents a source of
diverse microorganisms whose biofertilizer potential for plants has been
little explored. From different waste materials, various types of
vermicompost have been produced at the Center for Development of
Biological Resources for Agriculture (NUDIBA/UENF), which served as
source material for preliminary prospective program to obtain selected
microorganisms to compose bacterial inoculant formulations, agricultural
substrates biologically enriched and organo-mineral fertilizers. The present
work aims to quantify, isolate, identify and characterize the potential for
plant growth promoting different bacterial isolates obtained from serial
dilutions of the vermicompost from: cattle manure (E), filter cake (TF),

manure with sugar cane bagasse (SCB), filter cake with sunflower cake
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(TG) and filter cake plus sunflower cake (TGBC). To assess the inocullum
potential of diazotrophic bacteria from different sources of stabilized organic
matter it was proposed a new methodology based on the quantification of
bacterial populations induced by the application of carbon sources or
exudates from plant rhizosphere. The bacterial isolates with diazotrophic
ability were obtained from JNFb semi-solid N-free medium and the non-
diazotrophic bacteria obtained from plates containing solid Nutrient Broth
medium. Moreover, from a modified solid medium containing humic acid (20
mg C L% as the sole carbon source, attempts are made to obtain
microorganisms capable to use humic acids as an energy source, which
could be used for future work involving biological enrichment of agricultural
substrates. At the present work, 89 isolates were obtained according to
colony characteristics, cell morphology under optical microscopy, Gram
stain, and phenotypic traits related to growth promotion properties
(solubilization of P and Zn, production of indole compounds, degradation of
cellulose). The results obtained showed that 56% and 19% were capable to
solubilize P and Zn, respectively. The ability to produce AIA was positive to
100% of the isolates and 24% were able to access cellulose as a carbon
source. The microorganisms obtained were divided in three groups (I, Il and
[Il) according to the source and medium used for isolation. Thirty nine
isolates belonging to group | were obtained, 16% and 9% were capable,
respectively to solubilized P and Zn, 16% were able to fix nitrogen, 15%
were cellulose degrading positive. From 19 isolates coming from the group
II, all of them were diazotrophic bacteria, 20 and 8% can solubilized
respectively P and Zn and 2% use cellulose as carbon source. Group Il
comprises 31 isolates able to use humic acid, which 23 and 7% were
capable to solubilized P and Zn and 16% were cellulose degrading.
Curiously, all bacteria obtained from this group were able to fix nitrogen.
Moreover, all the isolates were tested for plant growth potential under
monoxenic conditions using maize as a model plant. The biometric
parameters analyzed were fresh and dry matter of shoots and roots and the
results had shown positive effect for root fresh matter (group 1) related to
uninoculated plants. The root length, fresh and dry root matter were

stimulated for some isolates belonging to the group Il and all biometric
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parameters were positively affected by isolated from the group Ill. The
statistical significance of all treatments was evaluated by Scott-Knott test
with 5% of probability. The study of the microbial life in these
vermicomposts provides a better understanding about its culturable
microbial diversity and could guarantee success of subsequent steps in the
direction of the development of a new generation of biological products

applied to sustainable agriculture.

Keywords: vermicomposting, BNF, Phosphate solubilization, Zinc solubilization,

auxin production, biological enrichment of substrates, plant growth promotion.
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1. INTRODUCAO

O uso de micro-organismos que beneficiam o desenvolvimento de
determinada cultura seja pela promocdo de crescimento seja pelo controle
biolégico € conhecido ha muito tempo. Romeiro (2007) cita que h& séculos
agricultores ja utilizavam técnicas de inoculacdo de micro-organismos em
sementes, mesmo sendo ainda de forma intuitiva usando esterco na hora do
plantio. O autor destaca também os trabalhos realizados no oriente, ainda na
década de 60, por Chineses que utilizavam sementes tratadas com bactérias.

As bactérias que habitam o sistema solo-planta séo classificadas de
acordo com a proximidade e intimidade com a raiz: bactérias de vida livre ou
aquelas que vivem no solo ao redor das raizes e utilizam como fonte de C
metabolitos liberados pelas raizes; bactérias epifitas ou as que colonizam o
rizoplano (superficie da raiz); e bactérias endofiticas que residem no interior do
tecido radicular.

Bactérias promotoras de crescimento vegetal — “plant growth promoting
bacteria” (PGPB) estimulam o crescimento da planta através de efeitos
biofertilizantes e bioestimulantes, aumentam a resisténcia a doengas, melhoram a
habilidade da planta de resistir aos estresses (Sturz & Nowak, 2000). Diversos

trabalhos tém demonstrado a utilizacdo dos micro-organismos na forma de



inoculantes bioldgicos como uma tecnologia estratégica para a reducdo de
dependéncia de insumos baseados em fontes energéticas ndo renovaveis,

poluentes e economicamente insustentaveis (Guimaraes et al., 2007).
De acordo com Baldotto et al. (2010), o efeito bioestimulante de algumas

bactérias resultou em maior crescimento e acumulo de nutrientes no abacaxizeiro
Vitéria durante a aclimatizagédo de plantas oriundas de micropropagacao. (Perin et
al (2003)) plantulas de milho inoculadas separadamente com bactérias H.
seropedicae e A. brasilense apresentaram aumento da massa radicular e da parte
aérea quando comparada a testemunha ndo inoculada aos 6 dias apos a
inoculag&o. O tratamento com indculo misto também promoveu o crescimento das
plantulas, principalmente na parte aérea.

Por outra parte, tem sido demonstrado também o efeito benéfico dos
materiais vermicompostados e substancias humicas (SH) de diferentes fontes nas
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos solos e, ainda, diretamente sobre
o crescimento e desenvolvimento das culturas.

A vermicompostagem proporciona uma producdo acelerada da matéria
organica humificada, devido a acdo de enzimas produzidas no tubo digestivo das
minhocas e a atividade de micro-organismos neles existentes (Martinez, 1991).
Dentro do trato digestivo, o material organico sofre transformacdes, havendo
decomposicdo da matéria organica e liberacdo de nutrientes que podem ser
posteriormente assimilados pelos vegetais (Balota, et al. 1998).

As SH soluveis (&cidos fulvicos e &cidos hamicos) podem influenciar a
acumulacédo de nutrientes e o crescimento vegetal (Vaughan & Malcolm, 1985).
Em solucdo podem proporcionar o aumento da absorcdo de nutrientes devido a
ativacdo da H*-ATPase de membrana plasmatica (Canellas & Santos, 2005). As
H*-ATPase sdo enzimas transmembranares capazes de hidrolizar ATP, gerando
energia e gradiente eletroguimico que esta diretamente envolvido em dois
mecanismos fundamentais para o desenvolvimento e crescimento vegetal: (a)
energizacao de sistemas secundarios de translocacéo de ions fundamentais para
a absorcéo de macro e micronutrientes, e (b) aumento da plasticidade da parede
celular para possibilitar o processo de crescimento e divisdo da célula vegetal
(Hager et al., 1971).

Os acidos hamicos promovem o crescimento vegetal aumentando o

enraizamento e 0 numero de sitios mitdticos. A maior emergéncia de raizes



laterais pode aumentar o numero de pontos de colonizacdo para as bactérias
(Conceicao et al., 2008). Isso significa que podem promover a populacdo de
bactérias benéficas, introduzidas na planta e, consequentemente, incrementar 0s
efeitos positivos sobre a planta hospedeira (Marques Junior, 2008).

A identificacdo das bactérias presentes nos processos da
compostagem/vermicompostagem possibilita o conhecimento das espécies e
suas atividades (Symanski, 2005) gerando a possibilidade de manipulacéo
bioldgica durante a estabilizacéo dos residuos organicos.

O Nucleo de Desenvolvimento de Insumos Biolégicos para a Agricultura
(NUDIBA) trabalha na perspectiva de estudar diferentes vermicompostos com o
objetivo de otimizar a produtividade agricola. A identificacdo dos micro-
organismos presentes em vermicompostos constitui um fator fundamental para o
entendimento das transformacdes da matéria organica. Além disso, o0s
vermicompostos podem ser usados como fontes de diferentes bactérias
promotoras do crescimento vegetal que podem ser usadas como indculo em

diferentes culturas.

OBJETIVO GERAL:

Realizar a prospeccdo de bactérias promotoras de crescimento
associadas a diferentes vermicompostos para uso em biotecnologia de

inoculantes e enriquecimento biolégico de substratos agricolas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Estabelecer uma metodologia para determinacdo do potencial de
in6culo de bactérias fixadoras de nitrogénio em diferentes vermicompostos;

e Isolar e caracterizar culturalmente bactérias associadas a cinco
vermicompostos;

e Isolar e caracterizar culturalmente bactérias que utilizam acidos
hamicos como fonte de carbono;

e Avaliar os isolados quanto a capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar
fésforo e zinco, secretar compostos indolicos e degradar celulose;

e Avaliar o efeito da inoculagdo dos isolados bacterianos sobre as

plantas de milho em condigbes monoxénicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bactérias promotoras do crescimento vegetal

Bactérias promotoras de crescimento sdo conhecidas na literatura como
“‘plant growth-promoting bacteria” (PGPB) ou “bactérias promotoras do
crescimento de plantas” (BPCP), podem colonizar diferentes 6rgaos das plantas e
exercem efeitos benéficos sobre as mesmas, podendo promover aumentos na
taxa de germinagcdo de sementes, no crescimento e desenvolvimento de 6rgéos
vegetativos, na producdo de flores e no rendimento das culturas em casa de
vegetacdo e no campo (Amorim & Melo, 2002; Dey et al., 2004).

Na China, as BPCP sdo conhecidas e comercializadas como bactérias
que aumentam a produtividade (Kloepper et al., 1997) e na década de oitenta do
século passado ja eram aplicadas em larga escala, em 48 diferentes culturas,
atingindo 3,35 milhdes de hectares (Wenhua & Hetong, 1997).

Trabalhos realizados com BPCP no Brasil tais como os de Stein (1988) e
de Freitas (1989) testaram Pseudomonas do grupo fluorescente para aumentar o
crescimento de plantulas de tomateiro e cafeeiro em condicdes de casa de
vegetacao e observaram efeito positivo nessas culturas.

As BPCP tém sido apontadas como essenciais ao ecossistema de plantas

em relacéo ao suprimento de elementos de crescimento como nitrogénio, fosforo



e ferro (Chanway, 1997). Elas também podem atuar no aumento do comprimento
das raizes e no numero dos pelos radiculares através da producdo de horménios
vegetais ou reguladores do crescimento vegetal como o acido indol-acético (AlA),
giberelinas e citocininas (Cattelan, 1999), no controle biolégico (Pleban et al.,
1995; Jimenez et al., 2001), na inducéo de resisténcia sistémica a patégenos e na
absorcao de nutrientes pela solucao do solo (Hallmann et al., 1997).

As BPCP séao residentes epifiticas ou endofiticas. Seus efeitos benéficos
podem ser observados em plantas propagadas “in vitro” e “in vivo” principalmente
pelo aumento de area foliar, altura da planta, didametro do caule, numero de
folhas, reducdo do tempo de aclimatizagdo, maior sobrevivéncia de mudas,
controle de doencas e aumento de produtividade (Baldotto et al., 2010). Entre as
principais BPCP endofiticas empregadas na agricultura estdo espécies dos
géneros Pseudomonas (Mariano et al., 2004).

Experimentos em condicbes controladas e em condicbes de campo
mostraram aumento da emergéncia de plantulas em até 100% ocasionadas por P.
fluorescens e P. putida. Essas bactérias tém aumentado a emergéncia de
plantulas, principalmente em condigbes de baixa temperatura do solo. Uma
linhagem de P. aeruginosa e uma de P. fluorescens induziram aumento na
germinacao de sementes que haviam sido submetidas por 10 dias a condi¢cfes de
baixa temperatura (Kloepper et al., 1986). Esses mesmos autores verificaram que
plantas originadas de sementes bacterizadas com Pseudomonas, submetidas a
um periodo de frio, tiveram um contetddo de matéria seca superior ao controle. A
promocado da emergéncia de plantulas foi atribuida a producdo de antibiéticos por
estas bactérias (Hofte et al., 1991). Dileep et al. (1998) inocularam sementes de
arroz, amendoim e quiabo com espécies de Pseudomonas spp. do grupo
fluorescente isoladas do rizoplano de arroz e pimentdo. A germinacdo das
sementes aumentou com a inoculacdo das espécies, sendo maior no amendoim.
O comprimento dos ramos e raizes, crescimento das plantulas e producdo das
culturas também aumentaram com a inoculacdo (Dileep et al.,1998). Em plantas
de alface hidropénico, Utkhede et al. (2000) verificaram que o produto formulado a
base de Bacillus subtilis, além de aumentar a massa da matéria fresca da parte

aérea das plantas e raizes, também reduziu o indice de doencas nas plantas.



A complexa comunidade de BPCV abriga diversos servicos ambientais
relevantes como a fixacao biolégica de N atmosférico, solubilizacdo de nutrientes,
producao de fitormonios, transformacéo da matéria organica, entre outros.

A busca de novas espécies e a utilizacdo de bactérias com aplicabilidade
biotecnolégica tem cada vez mais respaldo nas pesquisas que visam desenvolver
meios para exploracdo desses potenciais. A producdo agricola pode ter um

aumento significativo com a inoculacéo de bactérias BPCV (Cadete et al., 2009).
2.1.1. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (N)

O N é normalmente considerado o nutriente mais limitante para o
desenvolvimento vegetal em seu ambiente natural (Franco & DdObereiner, 1994).
Na maioria dos solos tropicais, a producdo das culturas € severamente limitada
pela deficiéncia de N, o que as torna dependentes da aplicacdo de adubos
nitrogenados sintéticos ou de fontes nitrogenadas organicas naturais, tais como,
0s adubos verdes.

Desta forma, a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) é uma alternativa
para um manejo sustentavel dos solos (Hungria et al., 2000; Gliessman, 2001).

A FBN é o processo pelo qual o N, atmosférico inerte é transformado em
NH3 biologicamente Util para os organismos. Este processo € realizado na
natureza apenas por um seleto grupo de procariotos. Bactérias capazes de fixar o
N do ar o fazem gracas a complexos enzimaticos denominados nitrogenase
(Baldani et al., 2002). Em condicdes ideais, este complexo é capaz de realizar
esta conversado segundo a reacao estequiometricamente balanceada (Simpson &
Burris, 1984):

N, + 8H" + 8e"+ 16 Mg + ATP — 2NHs + H, + 16Mg + ADP + 16Pi

A selecdo de bactérias diazotréficas pode ser feita com a deteccdo da
atividade da enzima nitrogenase em culturas bacterianas (Park et al., 2005), pelo
meétodo de reducdo de acetileno ou por bioensaios como o desenvolvido por
Dobereiner (1995a) que consiste em cultivar as bactérias em um meio semi-sélido
isento de N e observar a formacdo de uma biopelicula aerotaxica caracteristica,
seguida de repicagens sucessivas no mesmo meio.

Algumas das espécies estudadas que fixam N sdo: Rhodospirillum rubrum
(fotossintética), Clostridium sp. (anaerobica), Azotobacter spp. e Derxia spp.
(ambas aerobicas), Azospirillum spp., Herbaspirilum spp., Gluconacetobacter



diazotrophicus, Azorhizobium caulinodans, Azoarcus spp. e Burkholderia spp.
(microaerdbicas), além de alguns representantes das cianobactérias e
actinomicetos (Frankia sp.) (Stacey et al., 1992). Existem outros diazotrofos
descritos na literatura: Beijerinckia (DObereiner, 1961), Klebsiella (Ladha et al.,
1983), Pseudomonas (Barraquio et al., 1983), Campylobacter (Mcclung &
Patriquin, 1980), Enterobacter (Haahtela et al., 1981) e Paenibacillus (Ash et al.,
1993).

Houve um avanco muito significativo das pesquisas sob diversos
aspectos da interacdo planta e bactérias diazotréficas associadas a plantas da
familia das Poaceas (gramineas). Foram encontradas trés bactérias fixadoras de
N, as quais se multiplicavam seletivamente nas raizes de milho, sorgo, trigo ou
cana-de-acgucar e que conseguem infectar as raizes: Bacillus azotofixans (Seldin
et al., 1984) e Acetobacter diazotrophicus (Cavalcante & Dobereiner, 1988). Esta
Ultima parece especificamente adaptada a associacdo com cana-de-agucar, ja
gue cresce melhor com altas concentracdes de acucar no meio (10%). Acredita-
se que as mesmas contribuem com até 60% do N acumulado nas plantas
(Urquiaga et al., 1992; Boddey et al., 2000; Taulé et al., 2011).

Assim, nos ultimos anos, a pesquisa cientifica, vem trabalhando em busca
de alternativas para a adubacdo nitrogenada, através de gendtipos com maior
potencial para FBN (Urquiaga et al., 1997), préaticas usadas no manejo da cultura
que poderiam amplificar a FBN (Resende., 2000; Xavier., 2002; Polidoro., 2001),
e pela selecdo de estirpes de bactérias eficientes para FBN (Baldani et al., 1997;
Boddey et al., 2001; Oliveira et al., 2002; Reis Jr. et al., 2000).

2.1.2. Solubilizacédo de fosfato

Junto com o N, o fésforo (P) € um dos nutrientes mais necessarios para a
nutricdo das plantas, exercendo fungbes metabdlicas estruturais, funcionais e de
transferéncia de energia (Nahas., 1991). A disponibilidade deste nutriente no solo
€ bastante limitada, havendo a necessidade da aplicacdo de fertilizantes soltveis
para adequado crescimento das plantas (Vassileva et al., 1999).

Entretanto, os fertilizantes solluveis, além do alto custo e da grande
quantidade requerida, possibilitam que boa parte do P soluvel introduzido reaja
com componentes do solo, formando compostos de P pouco disponiveis (Vassilev
et al., 1996).



Uma alternativa ao processamento quimico tradicional é o emprego de
micro-organismos solubilizadores de fosfato, j& que podem aumentar a
quantidade de P prontamente disponivel para a planta. Estes micro-organismos
excretam acidos organicos de baixo peso molecular, que por mecanismos de
quelacdo e reacdes de troca, aumentam acentuadamente a concentracado de P
em solucéo (Gerke, 1992).

A producdo de acidos organicos pelos micro-organismos tem sido
considerada um dos principais mecanismos para disponibilizar P. A quantidade e
a natureza do &cido produzido influenciam de forma significativa a solubilizacao
de fosfatos inorganicos (Cunningham & Kuiack, 1992).

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato inorganico constituem
cerca de 5 a 10% da microbiota total dos solos. A diversidade e a populacéo
desses micro-organismos € consideravelmente superior na rizosfera (Nahas et al.,
1994, Nautiyal, 1999). Estirpes dos géneros Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium
estdo entre as bactérias mais eficientes na solubilizacdo de P (Rodriguez & Fraga,
1999), enquanto nas populacdes fungicas destacam-se os filamentosos dos
géneros Aspergillus e Penicillium (Vassilev et al., 1996)

Datta et al. (1982) constataram que a bactéria Bacillus firmus, em
decorréncia de sua habilidade solubilizadora e de produzir o fitorménio acido indol
acético produziu maior efeito significativo na producdo de arroz com o uso de
fosfato de rocha do que com o superfosfato simples.

Wahid & Mehana (2000) verificaram aumento da producéo de trigo (28,9 a
32,8%) e feijao (14,7 e 29,4%), quando os fungos Aspergillus niger, A. fumigatus
e Penicillium pinophilum foram inoculados no solo, utilizando-se fosfato de rocha e
superfosfato como fonte de P.

A solubilizacdo de fosfato em meio sélido pode ser avaliada pela
formacdo de um halo transparente ao redor da colonia (Figura 1), em contraste
com o meio opaco (Kang et al., 2002) ou pela solubilizacdo de fosfato em meio
liquido adicionado de fontes insollveis desse elemento (Souchie et al., 2005).

Chabot et al. (1996) testaram micro-organismos solubilizadores de
fosfato, como Pseudomonas spp. e Rhizobium leguminosarum, para verificar seu
potencial como BPCP em alface e milho. A solubilizacdo de fosfato por essas

bactérias pareceu ser um mecanismo importante para a promocao de crescimento



da planta em um solo moderadamente fértil e em outro muito fértil, por causa do

aumento da disponibilidade do nutriente.

4

N

Figura 1: Solubilizacdo de fosfato por bactérias isoladas de rizosfera de feijoeiro,
observando-se halos transparentes ao redor das colonias com atividade.
(Adaptado de Mendonca et al., 2003)

2.1.3. Producéao de Fitorménios

Os hormonios vegetais ou fitormdnios s&o reguladores naturais de
crescimento das plantas. Eles sdo distinguidos por possuirem importantes
funcdes na diferenciacéo do xilema e do floema (Roberts, 1988).

Quase todos os processos fisioldgicos séo regulados por duas ou mais
classes de hormoénios. Dentro dessas classes encontram-se as auxinas,
citocininas e giberelinas, além dos compostos orgéanicos: etileno e &acido
abscisico.

As auxinas que em grego significa “crescer”, estimulam o crescimento da
célula, promovendo mudancas na arquitetura e nas propriedades quimicas da
parede celular (Fukuda, 1996), assim como aumentam a sintese proteica, a
respiracao e a circulacdo da agua de uma célula (Davies, 1995). O principal efeito
das auxinas é a capacidade de atuar na expansdo e no alongamento celular,
ajudando também na divisédo celular em cultura de tecidos, principalmente no
enraizamento (Krikorian, 1991), além de serem o0s U0nicos reguladores de
crescimento que aumentam a formagéo de primérdios radiculares (Taiz & Zeiger,
2004). Acredita-se que seu efeito benéfico para o crescimento e morfologia da

raiz seja pelo maior acesso a agua e aos nutrientes do solo (Vessey, 2003).
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A producdo microbiana de &cido indol acético (AIA), principal auxina
encontrada nas plantas é em muitos casos, dependente do aminoacido
triptofano e realizada sob diversas vias biossintéticas (Patten e Glick et al., 1996).
A razdo pela qual muitas bactérias sdo capazes de produzir auxinas ainda é
desconhecida. Alguns autores sugerem que estas bactérias possuem um
metabolismo relacionado ao triptofano e que a biossintese de AIA € uma
detoxificacdo alternativa, enquanto outros propéem gue auxinas possuem alguma
funcao celular porque um claro relacionamento tem sido observado entre auxinas
e 0s niveis de AMP ciclico, o qual regula uma série de processos metabdlicos
(Solano et al., 2008). Ainda assim, uma visdo mutualistica desta interacdo pode
ser correta, pois o fornecimento de auxinas promove o crescimento de plantas e,
desta forma, ha mais exudatos e mais nutrientes para a bactéria (Solano et al.,
2008).

No Brasil linhagens de Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense e
Gluconacetobacter diazotrophicus tém sido alvo de estudos porque séo capazes
de sintetizar AIA a partir do triptofano e fixar N, atmosférico promovendo o
crescimento de plantas. Quatro isolados de Gluconacetobacter diazotrophicus dos
tecidos da raiz da cenoura, rabanete, beterraba e café, produziram AIA na
presenca do triptofano (Madhaiyan et al., 2004).

As citocininas sdo assim chamadas porque estimulam a divisdo celular
(citocinese) e o desenvolvimento de gemas laterais. Esses fitormonios séo
produzidos nas raizes e transportados através do xilema para todas as partes da
planta. Embrides e frutos também produzem citocininas (Demason, 2005).

Segundo Skoog & Miller (1957), estas duas classes hormonais controlam
o desenvolvimento vegetal atuando diretamente na definicdo dos meristemas e no
tipo de 6rgéo a ser formado. A alta relagdo auxina: citocinina estimula a formacgéo
das raizes, enquanto a baixa relacdo induz a formacéo da parte aérea. Por isso,
niveis de auxina e de citocinina sdo correlacionados inversamente in vivo (Eklof et
al., 2000) e o tratamento com a auxina pode rapidamente inibir a biossintese de
citocinina (Nordstrom et al., 2004), promovendo o envelhecimento rapido da
planta, ja que a citocinina retarda esse envelhecimento.

Na década de 30, no Jap&o, uma doenca em plantas de arroz causada
por um fungo do género Gibberella foi descoberta. Quando plantas jovens eram

atacadas por esse fungo, tornavam-se anormalmente altas devido a substancia
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liberada pelo fungo, que foi denominada giberelina. Estudos posteriores
mostraram que substancias semelhantes as produzidas pelo
fungo Gibberella spp. estdo presentes normalmente nas plantas, onde controlam
varias funcdes (Malonek et al., 2005), entre elas a quebra da dorméncia de
sementes e alongamento caulinar (Taiz & Zeiger, 2004).

A giberelina mais conhecida é o acido giberélico. Segundo Castro et al.,
(2005), as giberelinas determinam importantes alteracdes fisiologicas nas plantas,
isto €, interferem na floragcdo, expressdo sexual, senescéncia, abscisao,
germinacao e quebra de dorméncia.

Os importantes efeitos biolégicos das giberelinas foram amplamente
explorados no sentido de beneficiar agricultura. O acido giberélico, produzido
industrialmente pela fermentacéo de G. fujikuroi tem sido aplicado para estimular
0 crescimento da cana-de-acUcar, para auxiliar a germinacdo da cevada e
producdo do malte verde, e na producédo de frutas e verduras (Macmillan & Pryce,
1973).

Etileno, um fitormdnio na forma gasosa (C;H,4), € um potente regulador de
crescimento, afetando varios processos do desenvolvimento das plantas, como
crescimento, diferenciacdo e senescéncia (Smalle & Van Der Straeten, 1997).
Esse fitormbnio pode ainda estimular a germinacdo e superar a dorméncia em
varias espécies (Abeles et al., 1992). O etileno € o principal inibidor do
crescimento das raizes (Stenlid, 1982).

Algumas espécies de bactérias possuem a capacidade de reduzir ou
bloquear a sintese desse composto através da acdo da enzima ACC desaminase,
gue degrada a ACC (1l-aminociclopropano-1-carboxilato), precursor imediato da
sintese do etileno no ciclo de Yang (Capitani et al., 1999). Com esse mecanismo,
essas bactérias promovem indiretamente o crescimento dessas plantas, pois
sistemas radiculares mais desenvolvidos significam maior area para obter agua e
nutrientes.

Dentre as inumeras funcbes atribuidas ao acido abscisico (ABA) nos
vegetais, sabe-se de sua importancia particular como horménio regulador do
funcionamento dos estdomatos, nas situagbes de estresse hidrico (During &
Alleweldt, 1973; During, 1974, 1992; Broquedis & Bouard, 1989).
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Sua acumulacdo nas células de guarda induz ao fechamento progressivo
dos estdbmatos, reduzindo assim as perdas de agua por transpiracéo e permitindo
as plantas suportar as situacdes de déficit hidrico (Taiz, 1995).

Varios trabalhos tém demonstrado que o ABA atua também como emissor
de sinais radiculares, transmitindo a parte aérea as primeiras evidéncias de falta
d’agua captadas pelas raizes das plantas (Tardieu et al., 1993; Gowing et al.,
1993; Tardieu & Davies, 1993). Estes sinais radiculares, emitidos gracas ao
aumento da concentracdo do ABA nos vasos do xilema, permitem as plantas
responder as mudancas das condicbes de extragdo da agua do solo, e
encontram-se estreitamente relacionados com a reducdo da abertura dos
estbmatos e da atividade fotossintética das folhas de plantas nédo irrigadas
(During, 1992).

2.2. Compostagem/Vermicompostagem

O termo compostagem esta associado ao processo de tratamento dos
residuos organicos sejam eles de origem urbana, industrial, agricola e florestal. A
compostagem é definida como um processo aerobio controlado, desenvolvido por
uma populacdo diversificada de micro-organismos, efetuada em duas fases
distintas: a primeira quando ocorrem as rea¢fes bioquimicas mais intensas,
predominantemente termofilicas; a segunda ou fase de maturac¢do, quando ocorre
o processo de humificacdo (Pereira Neto, 1987). O termo composto organico
pode ser aplicado ao produto compostado, estabilizado e higienizado, que é
benéfico para a producédo vegetal (Zucconi & Bertoldi, 1987).

Os materiais utilizados para a compostagem podem ser divididos em duas
classes, a dos materiais ricos em carbono (C) e a dos ricos em nitrogénio (N). Os
materiais ricos em C fornecem a matéria organica e energia para a compostagem
e 0S materiais nitrogenados aceleram o processo de compostagem, ja que o N é
necessario para o crescimento dos micro-organismos. Genericamente, quanto
mais baixa é a relacdo C/N mais rapidamente termina a compostagem.

Outra caracteristica fundamental para o processo de compostagem é a
dimensdo das particulas dos materiais. O processo de decomposi¢cao inicia-se
junto a superficie das particulas, onde exista oxigénio difundido na pelicula de
agua que as cobre, e onde o substrato seja acessivel aos micro-organismos e as

suas enzimas extracelulares. Como as particulas pequenas tém uma superficie
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especifica maior estas serdo decompostas mais rapidamente desde que exista
arejamento adequado.

Outro fator importante no processo de compostagem € a temperatura.
Trautmann & Olynciw (2005) identificaram quatro importantes fases da
temperatura durante o processo de compostagem: Fase mesofilica (predominam
temperaturas moderadas, até cerca de 40 °C. Tem duracdo média de dois a cinco
dias), fase termofilica (quando o material atinge sua temperatura maxima, > 40°C,
e é degradado mais rapidamente, pode ter a duracdo de poucos dias a varios
meses, de acordo com as caracteristicas do material compostado), fase de
resfriamento (marcada pela queda da temperatura para valores de temperatura
ambiente) e fase da maturacdo (periodo de estabilizacdo que produz um
composto maturado, altamente estabilizado e humificado, livre de toxicidade).

O pH do composto pode ser indicativo do estado de compostagem dos
residuos organicos. A medida que os fungos e as bactérias digerem a matéria
organica libertam-se acidos que se acumulam e acidificam o meio. Este
abaixamento do pH favorece o crescimento de fungos e a decomposicdo da
celulose e da lignina. Posteriormente estes acidos sdo decompostos até serem
completamente oxidados.

Jimenez e Garcia (1989), indicaram que durante as primeiras horas de
compostagem, o pH decresce até valores de aproximadamente 5.0 e
posteriormente, aumenta gradualmente com a evolucdo do processo de
compostagem e estabilizagcdo do composto, alcancando finalmente valores entre
7 e 8. Assim, valores baixos de pH séo indicativos de falta de maturacdo devido a
curta duracdo do processo ou a ocorréncia de processos anaerobios no interior da
pilha de compostagem.

Segundo Do Nascimento et al. (2005), as principais vantagens dos
processos de compostagem sdo: A matéria organica composta se liga as
particulas (areia, limo e argila), ajudando na retencdo e drenagem do solo
melhorando sua aeragéo; aumenta a capacidade de infiltracdo de agua, reduzindo
a erosao; dificulta ou impede a germinacdo de sementes de plantas invasoras;
aumenta o numero de minhocas, insetos e micro-organismos desejaveis,
reduzindo a incidéncia de doencgas de plantas; mantém a temperatura e os niveis
de acidez do solo; favorece a reprodugdo de micro-organismos benéficos as

culturas agricolas.
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A vermicompostagem € um processo que consiste basicamente em
submeter diferentes residuos organicos de origem animal e/ou vegetal, aos
processos fermentativos e humificantes adicionando-se ao material, minhocas
visando um produto curado apds aproximadamente 45-60 dias (Compagnoni &
Putzolu, 1985). Na fase inicial da vermicompostagem estdo envolvidos,
exclusivamente, fungos e bactérias e, em uma segunda fase, as minhocas atuam
em conjunto, acelerando a decomposicdo e produzindo um composto de melhor
qualidade (Harris et al., 1990).

A importancia das minhocas na decomposi¢cédo desses residuos tem sido
demonstrada por varios grupos de pesquisadores. Elas ingerem rapidamente a
matéria organica, transformando-a em um composto rico em N, P, Ca, Mg, S,
elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas (Martinez, 1991). A
espécie mais utilizada no processo de vermicompostagem € a Eisenia foetida,
isso por ser muito disseminada e ter uma larga faixa de tolerancia a temperatura.

Com base em varios estudos cientificos a vermicompostagem, em
comparacao aos materiais produzidos sem minhoca, acelera a estabilizacdo da
matéria organica, e produz um composto com menor relacdo C/N, maior
capacidade de troca catidbnica e maior quantidade de substancias humicas
(Albanell et al., 1988) e fitormbnios (Tomati et al., 1995). Contudo, tanto o
processo de compostagem quanto o de vermicompostagem alteram qualitativa e
quantitativamente a composi¢cdo das substancias humicas e dos materiais

organicos (Aquino et al., 1992).
2.2.1. Comunidade microbiolégica de compostos e vermicompostos

A decomposicdo de material vegetal envolve pelo menos quatro grupos
distintos de micro-organismos: celuloliticos, hemiceluloliticos, pectinoliticos e
ligninoliticos. Geralmente a degradacao de um substrato complexo, folhas, tecidos
microbianos mortos ou exoesqueletos de insetos processa-se mais rapidamente
na presenca de uma comunidade microbiana do que na presenca de uma Unica
populagao.

As comunidades microbiolégicas de um composto de lodo de esgoto e
residuos verdes em 10 diferentes tempos de compostagem (4, 18, 31, 40, 57, 67,
84, 114, 128 e 146 dias) foram estudas por Sidhu et al (2002) e Hassen et al.

(2001) usando os métodos de cultura dependente e o perfil fisioldgico com
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microplaca Biolog (CLPP). A densidade bacteriana foi elevada do inicio até o final
da compostagem (faixa de 3,8x10° até 3,75x10° UFC.gl.ms), embora os
actinomicetos aumentem no solo apés a fase de bio-oxidacdo (apos 40 dias). A
populacdo de fungos comeca particularmente alta durante o dltimo estagio de
decomposicdo. Os esporos bacterianos foram altos aos 4 dias com valores de
2,08x10° UFC.g .ms e sofreram variacdes até alcancar 1,98x10° aos 146 dias.
Segundo Albretch et al. (2010), o aumento do niumero de esporos no inicio da
compostagem pode ser explicado pelo decréscimo da umidade. No entanto, a
diminuicdo no final da compostagem poderia indicar que os esporos bacterianos
tais como os do género Bacillus (que tem um grande potencial catabdlico) tornam-
se dominantes quando outros micro-organismos tenham consumido os nutrientes
facilmente degradaveis.

Em um solo tratado com vinhaca em cultura de milho, ndo houve variacao
do numero de fungos filamentosos, mas ocorreu decréscimo do numero de
leveduras (Tauk, 1988). Este residuo, entretanto, aumentou o numero de
bactérias e actinomicetos na mesma area (Tauk 1988). Ishii & Takii, (2003)
caracterizaram quatro processos de compostagem com lodo de esgoto e
residuos alimentares. Foram identificados através da técnica de DGGE os
seguintes  micro-organismos:  Sphingobacterium mizutae, Flavobacterium
heparinum,  Herbaspirilum  seropedicae, Acidovorax facilis, Bacillus
thermocloacae, Mycobacterium thermoresistible, Saccharomonospora viridis,
Actinoalloteichus cyanogriseus, Beutenbergia cavernosa, Thermomicrobium
roseum, Clostridium thermocellum, B. thermocloacae, Bacillus
thermoamylovorans, Ornithinicoccus hortensis e T. roseum, Lactobacillus
bifermentans, Bacillus megaterium, Corynebacterium urearyticum, Pediococcus
acidilactici, Lactobacillus salivarius e B. megaterium.

Estes autores observaram que as comunidades microbianas em cada
processo de compostagem ndo variaram com a evolugcdo da compostagem. Além
disso, eles concluiram que as comunidades microbianas tendem a ser
semelhantes nos processos de compostagem com a mesma matéria-prima,
independente dos diferentes tipos de compostagem. Assim, bactérias
fermentadoras foram encontradas na compostagem de residuos de alimentos e
populacdes bacterianas complexas, incluindo Bacillus, actinobactérias e bactérias

Gram-negativas foram encontradas na compostagem de lodo de esgoto.
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A microbiologia da compostagem é muito complexa e a tentativa de
isolamento de todas as espécies presentes no material € uma tarefa muito dificil
(Hanssen et al.,, 2001). Segundo Symanski (2005), foi possivel estabelecer um
perfil da comunidade microbiana (Tabela 1) presente em uma leira de
compostagem de residuos solidos urbanos, através das técnicas de identificagdo
da microbiologia classica, na qual provas bioquimicas s&o utilizadas para
caracterizacdo fisiolégica dos micro-organismos. Neste trabalho, o género
Enterobacter foi dominante, resultado diferente do obtido por Blanc et al. (1999),
Dees & Ghiorse (2001) e Hassen et al. (2001), que verificaram o dominio do
género Bacillus na comunidade microbiana presente em leiras de compostagem.
Segundo estes autores, a prevaléncia do género Bacillus ocorre pela sua
capacidade de producdo de enddsporos bacterianos, 0s quais sao altamente
resistentes a temperaturas elevadas e a outras condicbes desfavoraveis que

possam estar presentes no ambiente de compostagem.

Tabela 1. Principais géneros de bactérias isoladas no composto de residuos
sélidos urbanos (adaptado de Symanski, 2005)

Géneros N° de isolados
Aeromonas spp. 43
Bacillus spp. 67
Burkholderia spp. 13
Citrobacter spp. 13
Corynebacterium spp. 32
Enterobacter spp. 75
Escherichia spp. 71
Flavimonas spp. 09
Klebsiella spp. 29
Listeria spp. 21
Micrococcus spp. 23
Pasteurella spp 06
Pseudomonas spp. 48
Providencia spp. 10
Serratia spp. 22
Staphylococcus spp. 11
Xanthomonas spp. 07

2.2.2. Bioatividade das substancias humicas e vermicompostos

A matéria organica presente nos solos é constituida pela mistura de

produtos de varios processos de decomposicdo. S&o resultantes da degradacéo
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guimica e bioldgica de residuos vegetais e da atividade microbiana. Essa matéria
organica pode ser classificada em substancias humicas (SH) e substancia néo
hamica. A diferenca entre substancias ndo humicas e humicas esta baseada na
natureza definida das substancias ndo humicas como, por exemplo: carboidratos,
proteinas e acidos organicos, enquanto, as substancias hiumicas séo de estrutura
quimica indefinida formando uma mistura de compostos (Stevenson, 1994).

Na literatura existem varias propostas estruturais para as SH (Flaig, 1960;
Kononova, 1966; Schnitzer & Khan, 1985; Stevenson, 1994), entretanto, de
acordo com Stevenson (1985) nenhuma parece ser inteiramente satisfatoria.
Provavelmente, isto ocorre nao apenas por causa da complexidade e
heterogeneidade estrutural das SH, mas principalmente devido a falta de uma
identidade estrutural genérica a qual € fortemente influenciada pelo grau e
mecanismo de decomposigao.

As substancias humicas compreendem uma mistura de espécies com
variacbes em suas propriedades moleculares. Por esta razdo, tem sido feito o
fracionamento das SH de acordo com suas propriedades para obter fracdes
distintas com caracteristicas similares. Geralmente esse material é fracionado em
funcdo de sua solubilidade em tres principais fracdes: acidos humicos (fracéo
soltvel a pH alcalino e insoluvel em pH fortemente acido), acidos fulvicos (soltuvel
em todo intervalo de pH) e huminas (fracdo residual e insolivel em meio aquoso
em qualquer valor pH).

De acordo com Baldotto et al. (2009), a aplicacdo de acido himico (AH)
isolado de vermicomposto e de torta de filtro, durante a aclimatacdo do
abacaxizeiro, resultou em incrementos significativos no crescimento e
desenvolvimento das plantas em relacdo ao controle. Acredita-se que grande
parte dos efeitos bioestimulantes dos AH se deve a uma atividade similar a de
horménios vegetais da classe das auxinas, ou seja, podem promover o
crescimento vegetal em concentragdes relativamente pequenas. Nesse mesmo
trabalho foi observado aumento nos conteddos nutricionais N, P, K, Ca e Mg,
aumento nos teores de pigmentos fotossintéticos e um acréscimo significativo na
razao entre clorofila a e clorofila b. Esses fatos indicam que a aplicagédo de AH no
abacaxizeiro durante o processo de aclimatagao, favorece o estabelecimento das

plantas ex vitro e, possivelmente, o posterior estabelecimento no campo.
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A aplicacao foliar de solucdo de AH em diversas culturas, tais como arroz
(Tejada & Gonzalez, 2004), trigo (Delfine et al., 2005), videira (Ferrara & Bruneti,
2008) também promoveu o crescimento dessas culturas.

Chen & Aviad (1990), demonstraram a influéncia dos AH no comprimento
de brotos e raizes no cultivo de meldo em solucdo nutritiva, indicando a presenca
de efeito interativo entre os AH e nutrientes da solugdo. O nivel 6timo da
concentracdo dessas substancias foi de 37 mg L™. Sladky (1985) demonstrou que
0s acidos humicos influenciaram no aumento e na velocidade das taxas de
germinacdo e de crescimento precoce de mudas de tomate, cultivadas em
solugao nutritiva.

No processo de maturacdo da vermicomposto ocorre a humificagcdo dos
intermediarios mais estaveis e a reducdo dos organismos patogénicos
remanescentes, melhorando de forma significativa a qualidade do produto final
(Aquino, et al. 2005) . Isso significa que o vermicomposto é uma fonte
naturalmente enriqguecida com SH e outros minerais, que sdo indispensaveis as
plantas e confere uma elevada atividade biologica (DellAgnola & Nardi, 1987;
Nardi et al., 1996; Masciandaro et al., 1999; Muscolo & Nardi, 1997; Muscolo et
al., 1999; Facanha et al., 2002; Canellas et al., 2002; Quaggiotti et al., 2004,
Canellas et al., 2006; Rodda et al., 2006a,b; Zandonadi et al., 2007).

Além de produzir um material mais estavel de alta qualidade, o
vermicomposto constitui um adubo orgénico rico em micro-organismos benéficos,
ou seja, bactérias fixadoras de N atmosférico, bactérias e fungos solubilizadores
de P, Zn e Fe, actinomicetos que degradam AH e influenciam diretamente na
disponibilidade desses nutrientes para plantas (Kiehl, 1998).

Os vermicompostos sdo, portanto, fontes renovaveis de substancias
hamicas de elevada atividade biol6gica e presume-se também, fonte de
diversidade microbiana. Pretende-se, nesse trabalho, realizar a prospeccéao de
micro-organismos promotores de crescimento vegetal visando especificamente a
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), solubilizagdo de P e Zn, degradacdo de
celulose e producdo de compostos inddlicos. Testes de indugcédo de crescimento

radicular em plantulas de milho também foram realizados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Vermicompostos utilizados

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Celular Tecidual
(LBCT) do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) e no Nucleo de
Desenvolvimento de Insumos Biolégicos para a Agricultura (NUDIBA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes-RJ.

Foram utilizados cinco vermicompostos maturados produzidos com
esterco bovino e residuos agroindustriais: esterco bovino (VC1), bagaco de cana
(VC2), torta de girassol (VC3) e torta de girassol + bagaco de cana (VC4) e torta
de filtro (VC5) (Tabela 2). Os materiais foram misturados na proporcdo 1:1 com
base na matéria seca. Os residuos foram colocados em cilindros de concreto com
capacidade para 150 L e a umidade foi mantida entre 60-70% com adi¢cao de
agua semanalmente, seguida de mistura do composto. Depois de
aproximadamente um més, foram introduzidas as minhocas (Eisenia foetida) na
propor¢ao de 5 kg por m? de residuo. Ao final do processo de vermicompostagem
(4 meses), as minhocas foram retiradas e o composto foi armazenado em
recipientes para subsequente amostragem. Além da prospeccao, amostras foram

coletadas, misturadas, secas para verificar a composi¢do elementar de acordo



20

com a metodologia da Embrapa (1999). Algumas propriedades dos

vermicompostos podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo elementar dos vermicompostos

VvVC P,0Os5 C.T.C pH(H,0) C.E C total N total C/N
(g-kg™) (g.kg™) (us) (gkg")  (gkg™)

E 6,97+14 37,15+ 599 6,60+0,18 1,03+0,06 22,99+ 3,3 19+0,4 13,8+ 0,4
BC 6,69 +0,9 54,62 + 9,29 6,26 +0,23 1,25+006 166+ 14 14+0,1 13,9+0,1
TG 19,00 £ 2,1 68,99 + 15,47 573+049 148+0,39 356+13,7 29+1,2 146+1,2

BCTG 8,64 +0,8 17,96 £ 17,25 6,39+0,14 1,39+0,35 39,7+ 96 29+0,6 15,7+ 0,6
TF 20,2 89,66 7,58 1,15 31,9 2,3 16,1

3.2. Quantificacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio nos diferentes

vermicompostos

Com o objetivo de testar uma nova abordagem para a determinacéo da
populacdo de diazotroficos nos diferentes vermicompostos foi realizada a
proposicdo a segquir: (a) quantificacdo da populacdo na auséncia de estimulo
(potencial populacional basal de diazotréficos); (b) Adicdo de um coquetel de
fontes de carbono (potencial populacional induzido) e (c) na presenca de um
coquetel de plantulas (potencial populacional rizosférico de diazotroéficos).

Para determinacdo da populacdo de diazotréficos nos vermicompostos na
auséncia de estimulo (Potencial populacional basal de diazotréficos), 10 g das
diferentes amostras de vermicomposto foram diluidas em 90 ml de solucéo salina
(0,85% NaCl em tween 0,02%) e incubadas a 30 °C sob agitacéo de 150 rpm por
um periodo de 60 minutos. Decorrido este periodo, diluicbes seriadas de 102 a
107 foram realizadas e aliquotas (100 pL) das respectivas diluicdes foram
inoculadas em vidros de penicilina de volume de 16 ml contendo 5 mL de meio de
cultura semi-solido. O meio de cultura utilizado para estimativa da populagéo foi o
meio JNFB. A composi¢do do meio JNFB semi-sélido em 1 L consiste de: 5g de
acido malico, 0,6g de K,HPO,4, 1,8 de KH,PO,4, 0,2g de MgS0,4.7H,0, 0,1g de
NaCl, 0,02g de CaCl,.2H,0O, 4 mL de FeEDTA (sol. 1,64 %), 2 mL de azul de
bromotimol (sol. 0,5 % em 0,2N de KOH), 2 mL de solugdo de micronutrientes
para meio de cultura, 1 mL de vitamina para meio de cultura. Ajustar o ph para 5.8
com KOH e adicionar 1,89 de &gar. Ap6s a inoculacdo, os frascos foram

colocados em estufa a 30° C por um periodo de 7 dias. Apés este periodo, foi
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realizada a avaliacdo quanto a presenca de crescimento tipico de bactérias
fixadoras de N, caracterizado pela formacdo de uma pelicula branca na superficie
do meio. O numero populacional foi obtido com o uso da tabela de McCrady com
3 repeticbes por diluicdo, tomando-se por base o numero de repeticbes com
formacéo de pelicula em cada diluicdo (Dobereiner et al. 1995b).

Para determinagcdo do potencial populacional substrato de C-induzido de
diazotréficos no vermicomposto, igualmente 10 g das diferentes amostras de
vermicomposto armazenadas em potes de plastico esterelizados e vedados foram
incubadas com uma solucdo aquosa contendo trés fontes de carbono na
concentracéo de 0.1 % (glucose, manitol, glicerol), para captacédo da diversidade
microbiana. Decorrido o periodo de 24 horas sob temperatura de incubacdo a
32 °C, aliquotas foram diluidas seriadamente e inoculadas em meio JNFB semi-
sélido para estimativa de densidade populacional de diazotréficos de acordo como
descrito para a determinacdo da populacdo basal (Dobereiner et al., (1995b)).
Para determinacdo do potencial populacional rizosférico de diazotroficos no
vermicomposto, amostras de 100 g do vermicomposto foram semeadas com um
coquetel contendo 10 sementes de milho (Zea mays, var. UENF 506/11); tomate
(Solanum lycopersicum, var. IPA 6) e quiabo (Abelmoschus esculentus, var.
Clemson Americano 80). Estas sementes foram tratadas termicamente e
desinfestadas superficialmente para eliminacdo da biota superficial e endofitica.
Sete dias apds a germinacdo das sementes, 1 g de vermicomposto rizosférico foi
obtido de todas as amostras e diluicdes seridas associadas a estimativa da

populacao foram obtidas como descrito acima.

3.3. Isolamento das bactérias diazotréficas e nao diazotréficas

Foi utilizado o método das diluicdbes seriadas: em 10 g de cada
vermicomposto foi aplicado 90 mL de solucdo salina (8,5 g.L™ de NaCl) e
submetido & agitacdo durante 60 minutos. Em seguida, foram feitas diluicdes de
102 a 107, tendo-se transferido sucessivamente 1 mL da suspensédo, de cada
diluicdo, para tubos com 9 mL de solugéo salina. De cada uma das dilui¢des,
aliquotas de 100uL foram inoculadas em vidros de penicilina com meio semi-
sélido JNFB (Dobereiner et al., 1995b). Apos 7 dias de incubacao, a avaliacdo da
fixacdo de N foi realizada por meio da visualizacdo da pelicula aerotaxica que se

forma. Os micro-organismos que cresceram neste meio foram transferidos para
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placas de Petri contendo o meio sélido dygs (Ddbereiner, et al.,, 1995b). A
composicdo do meio dygs solido em 1 L consiste de: 2 g de glicose, 2 g de &cido
malico, 1,5 g de peptona bacterioldgico, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de
KoHPO4, 0,5 g de MgS0,4.7H,0 1,5 g de acido glutamico e 15 g de agar, pH 6,0
(Baldani, 1996).

Foram feitas diluigbes seriadas com fragamentos de intestino de minhoca
Eisenia foetida, de acordo com a metodologia descrita acima.

Todos os isolados bacterianos obtidos e purificados foram repicados pelo
menos dez vezes em novo meio JNFB semi-solido como premissa para
caracterizacdo de bactéria diazotréfica (Dobereiner et al., 1995b).

Para ndo diazotréficos, aliquotas de 0,1 mL das diluicdes seriadas foram

plagueadas em meio sélido dygs (Baldani, 1996).

3.4. Isolamento de micro-organismos que utilizam acido himico como fonte

de carbono

Foi preparado um meio de cultura com &cido himico (AH, 25 mg L™),
isolados de vermicomposto produzido a partir de esterco bovino, 5 mL de K;HPO,
(sol. 10%), 2 mL de MgS0O4.7H,0 (sol. 10 %), 1mL de NaCl (sol. 10 %), 2mL de
CaCl,.2H,O (sol. 1 %), 4mL de FeEDTA (sol. 1,64%), 2mL de solucédo de
micronutrientes para meio de cultura, 1 mL de solucdo de vitaminas para meio de
cultura, 100 mg de extrato de levedura, pH 6,5, 15 g L™ de &gar. Neste meio
foram inoculadas as diluicées 10° e 10 de cada um dos vermicompostos. Apds 7
dias de incubacdo 0s micro-organismos que cresceram nesse meio foram

rigorosamente isolados em meio dygs solido.

3.5. Caracterizacdo morfolégica e cultural dos isolados

Os isolados foram caracterizados quanto a morfologia da célula e da
colénia. As coldnias foram caracterizadas quanto a coloragdo e a morfologia
(Figura 2), considerando tamanho (menor que 1 mm, puntiforme, maior que
1mm), forma (circular ou irregular), elevacao (plana, lente, convexa, pulvinada,
umbonada, umbilicada), bordo (ondulado, lobado, denteado, filamentoso, inteiro)

e superficie (lisa, rugosa, papilada), (Perin, 2002).
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Figura 2: Caracterizacdo morfolégica das coldnias bacterianas, de acordo com a
elevacao, bordo e superficie (Adaptado de Perin, 2002).

Para avaliar a coloracédo de Gram, esfregagcos bacterianos em laminas de
microscopia foram obtidos e entdo cobertos por um minuto com solucéo de cristal
violeta; a seguir foi adicionada solucédo de iodina (lugol) por um minuto, seguido
de lavagem com agua corrente e descoloracdo em alcool etilico 95 %. A seguir,
foi adicionada solu¢do de fucsina béasica sobre o esfregaco por um periodo de 30
segundos, e entdo lavado com agua corrente. A lamina preparada foi observada
em objetiva de 100X sob 6leo de imersdo em microscopio Optico Axioplan-Zeiss
acoplado a uma camara fotografica digital Canon Paner Shot A 640 e a aquisicao
das imagens foi feita por meio do programa Zoom Browser EX. As bactérias
Gram-positivas séo identificadas pela coloracdo azulada e as Gram-negativas

pela coloragéo avermelhada.

3.6 Capacidade de fixar nitrogénio

A confirmagdo da capacidade diazotrdfica foi pautada na metodologia de
formacao de uma pelicula aerotaxica no meio JNFB semi-sélido (isento de N). Os
isolados capazes de crescer nesse meio, com a formagdo da pelicula

caracteristica, foram entdo repicados dez vezes em novo meio JNFB (Ddbereiner
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et al.,, 1995b), evidenciando grande possibilidade de serem fixadores de N.
Porém, essa caracteritica deve ser confirmada por analises como a reduc¢do do
acetileno e por estudos moleculares.

Apés as sucessivas repicagens no meio semi-solido sem N, as culturas

foram riscadas em meio Dygs para confirmacao da pureza dos isolados.

3.7. Capacidade de solubilizagdo de fosfato

As bactérias foram crescidas em meio liquido Dygs por 24 h, a 30 °C e
100 rpm. Aliquotas de 2 pL das solucdes bacterianas foram colocadas em placas
de Petri com meio de cultura sélido (Verma et al., 2001) contendo 10 g L™ de
glicose, 5 g L™ de cloreto de aménio (NH4CI), 1 g L ** de cloreto de sédio (NaCl),
1 g L * de sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS04.7H,0), 1,0 g L™ de
fosfato de Ca (Cas(PO4)sOH), 15 g L™ de 4gar, 1 L de agua destilada a pH 7,0 e
incubadas a 28 °C por sete dias. A avaliacdo da solubilizacdo de fosfato foi
realizada por meio da medicdo do diametro do halo translicido que se forma em

torno das coldnias bacterianas solubilizadoras.

3.8. Capacidade de Solubilizagdo de Zinco

As bactérias foram crescidas em meio liquido Dygs por 24 h, a 30 °C e
100 rpm. Aliquotas de 2 pL das suspensdes bacterianas foram colocadas em
placas de Petri com meio de cultura sélido (Saravanan et al., 2003) contendo 10 g
L™ de glicose, 1 g L™ de sulfato de aménio ((NH4)>S0O,), 0,2 g L™ de cloreto de
potassio (KCI), 0,1 g L™ de fosfato de dipotassio (K;HPO,), 0,2 g L™ de sulfato de
magnésio hepta-hidratado (MgS0.,.7H.0), 1,0 g L™ de 6xido de Zn (ZnO), 15 g L™
de &gar, 1 L de agua destilada a pH 7,0 e incubadas a 28 °C por sete dias. A
avaliacdo da solubilizacdo de Zn foi realizada por meio da medicao do diametro

do halo transltcido que se forma em torno das coldnias solubilizadoras de Zn.

3.9. Quantificacdo em meio de cultura da producéo de compostos indélicos

As bactérias foram crescidas previamente em meio liquido Dygs
(Dobereiner et al., 1995b) por 24 h, a 30 °C e 100 rpm. Aliquotas de 25 pL foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL dos meios dygs, com e sem
adicéo de triptofano (100 mg L™) e incubadas no escuro por 72 h, a 30 °C e 150
rpm. Para avaliacdo da sintese de indol (Sarwar & Kremer, 1995), 150 yL da

cultura bacteriana foram transferidos para microplacas de poliestireno, sendo
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adicionados 100 yL do reagente de Salkowsky (1 mL de tricloreto de ferrohexa-
hidratado (FeCls;.6H,0) — 0,5 mol L™, em 50 mL de &cido perclérico (HCIO,) — (35
% em &agua), seguido de incubacdo no escuro por 30 min. Apos esse periodo,
foram realizadas leituras em espectrofotbmetro a 492 nm. A concentracdo de
indol foi dosada com curva de calibracdo, relacionando absorbancia e
concentracdo de &cido indol acético (AlA) nos diferentes meios de cultivo. Foram
realizadas trés repeticbes para cada estirpe bacteriana que foi cultivada
independentemente. Como controle, foi utilizada a bactéria Herbaspirillum
seropedicae HRC54 (Radwan et al., 2005).

3.10. Degradacéao de celulose

Foram aplicadas 50 pL de uma cultura liquida da bactéria alvo (10°
células mL™) em meio de cultura sélido com a composicdo mineral do meio JNFB,
com 100mg de extrato de levedura, e contendo como fonte de C exclusiva
metilcelulose 0,5%. As placas foram incubadas a 30 °C por 4 dias. Apés esse
periodo, foram adicionados 10 mL de solucdo corante vermelho congo (2,5 g.L'1)
em tampao Tris HCL 0,1 M, pH 8. Apds 30 minutos a solucao foi descartada e as
culturas foram lavadas com 5 mL de solugcdo de NaCl 0,5 M neste mesmo
tampédo. A observagdo de uma zona amarelo-alaranjada ao redor das colonias

indica a producéao de celulases.

3.11. Avaliacdo da capacidade de promocdo de crescimento em milho

inoculado em sistemas axénicos

Sementes de milho Zea mays var. UENF/506-11 foram desinfestadas
superficialmente (imersdo das sementes em etanol 95%, por 90 segundos sob
agitacdo de 100rpm, fazendo 4 lavagens sucessivas de 3 minutos cada em agua
destilada estéril, imergindo posteriormente durante 10 minutos em hipoclorito 5%,
fazendo 3 lavagens de 3 minutos cada com agua destilada estéril) e pré-
germinadas em placas de Petri contendo agar-agua. As bactérias cresceram em
meio liquido dygs por 24h, 30 °C e 120 rpm por 2 dias. A inoculacéo foi realizada
pela imersédo das plantulas de milho em 1 ml de meio bacteriano por 30 minutos.
O controle foi imerso em meio dygs autoclavado. As plantulas foram transferidas
para tubos de ensaios de diametro 2 cm e altura 20 cm, contendo 10g de

substrato vermiculita autoclavado por duas vezes. O experimento foi mantido em
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sala de crescimento com temperatura de 26 °C, sem luz. Todos os dias as plantas

receberam 5 ml de agua destilada autoclavada.

3.11.1. Analise de crescimento

Aos 10 dias as plantas foram coletadas para mensuracéo das seguintes
variaveis: matéria fresca da raiz (MFR) e da parte aérea (MFPA); matéria seca da
raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), obtidas pela secagem em estufa sob

ventilagdo forcada de ar por 60 °C por 5 dias apés a pesagem.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e contagem das bactérias

No presente trabalho foi realizada uma prospeccao preliminar de bactérias
com potencial para promoc¢do de crescimento de plantas em cinco
vermicompostos maturados formados a partir de diferentes materiais organicos
(ver material e métodos item 3.1) e de fragmentos de intestino de minhocas
californianas utilizadas no processo de vermicompostagem. Curiosamente,
embora existam inimeros estudos envolvendo prospeccao de bactérias benéficas
presentes no solo, na rizosfera e associadas epifiticamente e endofiticamente a
diferentes espécies de planta, poucos se devotam ao isolamento destes grupos
funcionais em distintos materiais compostados e mais raros ainda sao os estudos
voltados para os vermicompostos.

Neste trabalho foram isolados, purificados e estocados um total de 89
micro-organismos oriundos de diferentes fontes (tabelas 5, 6 e 7). No primeiro
grupo de isolamento (designado grupo I) foram obtidos 38 isolados bacterianos a
partir de diluicbes e plagueamento em meio soélido de composicdo complexa

(meio Digys). Contribuiram para este universo de isolados, amostras de
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vermicomposto de esterco bovino (VC1) e diferentes por¢des do intestino de
minhoca (tabela 5).

No segundo grupo de isolamento (designado grupo Il) foram obtidos 20
isolados bacterianos com capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (tabela 6), a
partir de diluicdes seriadas e semeio em meio JNFb semi-solido isento de fontes
de nitrogénio. Neste ensaio, procedeu-se a contagem e o subsequente isolamento
de bactérias diazotréficas oriundas dos diferentes materiais vermicompostados:
esterco (VC1), esterco com bagaco de cana (VC2), esterco bovino com torta de
girassol (VC3), esterco bovino com torta de girassol e bagaco de cana (VC4) e
esterco bovino com torta de filtro (VC5).

Oriundos das mesmas diluicbes de amostras utilizadas para obtencdo de
isolados do grupo Il obtiveram-se adicionalmente 31 isolados microbianos
(bactérias, actinomicetos e fungos) dos diferentes vermicompostos, isolados em
um meio sélido idealizado no presente trabalho. Este meio contém &cidos
hamicos como unica fonte de C disponivel para crescimento (item 3.4 da sesséo
material e métodos) e os isolados assim obtidos foram incluidos no grupo IIl.
Portanto, dos 89 isolados obtidos, 42,7% foram consideradas inicialmente
bactérias heterotroéficas, 22,4% como bactérias diazotroficas e 34,9% como micro-
organismos capazes de utilizar &cidos humicos como fonte exclusiva de carbono.

Nas amostragens que deram origem aos isolados do grupo Il e Ill, uma
nova abordagem metodolégica para avaliacdo comparativa do potencial de
in6culo de bactérias diazotroficas naturalmente presentes no vermicomposto foi
testada. Assim, a estimativa do numero de bactérias por grama de vermicomposto
obedeceu a trés parametros, os quais foram (a) quantificacdo da populacdo sem
inducao; (b) quantificacdo da populacdo apés aplicacdo de uma solucédo contendo
trés fontes de carbono e (c) quantificacdo da populacdo ap6s germinacdo e
estabelecimento de um coquetel de plantulas (detalhe no item 3.2 do material e
métodos). A introducdo desta metodologia na rotina de trabalho de nosso grupo
se justifica pelas observacdes preliminares da existéncia de numeros
populacionais variando de muito baixos a ndo detectaveis pelo método classico
de Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas em amostras de
vermicomposto. Esta observagdo conduz a uma baixa discriminagcdo quanto a
capacidade de diferentes compostos/vermicompostos abrigarem populacdes

nativas de diazotrofos, caracteristica esta relevante na distincdo e selecdo de
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materiais para futuros estudos de veiculos microbianos apropriados para
proposicao de novas formulagdes microbianas para aplicacdo na agricultura.

As estimativas da populacdo de diazotroficos nos diferentes
vermicompostos encontram-se na Tabela 3. Pode-se notar, confirmando
observacgbes prévias, que os diferentes vermicompostos exibiram numeros nao
detectaveis de diazotr6fos por grama de material quando nenhum estimulo ao
incremento da populacdo nativa foi imposto (potencial basal). De forma
surpreendente, no vermicomposto formado por esterco bovino e torta de filtro
(VC5) foi possivel recuperar 2,0 x 10* células. g* de VC na condicdo de potencial
basal. O crescimento de bactérias nesse tratamento pode ser devido as
caracteristicas peculiares desse vermicomposto condicionados pela torta de filtro
como material de origem e outros aspectos desconhecidos do processo de
maturacao.

Trabalhos de Sidhu et al (2002) e Hassen et al (2001) avaliaram a
composicdo microbiana em leiras de compostagem, e observaram valores meédios
do nimero de bactérias de 2,7 x 10® UFC g! e 1,0 x 10® UFC g*,
respectivamente. Blanc et al (1999) realizaram estudos em ambientes de leiras de

compostagem de residuos vegetais e verificaram um numero mais elevado na
contagem de bactérias, entre 10° e 10" UFC g*. Segundo os autores, os altos

valores obtidos estdo relacionados com o predominio de isolados do género
Bacillus entre as bactérias identificadas, uma vez que este género possui a
capacidade de produzir uma grande quantidade de endosporos bacterianos, 0s
quais foram encontrados em numero elevado no material examinado pelos
autores. Vale ressaltar que a magnitude destes numeros obtidos em placa
contendo meio sélido rico em nutrientes nao pode ser comparada com os obtidos
no presente estudo, jA que nossas estimativas populacionais recaem sobre um
grupo funcional especifico, o grupo das bactérias fixadoras de nitrogénio capazes
de crescer em meio JNFb semi-sélido pela expressao de uma pelicula aerotaxica.

Os valores populacionais obtidos para amostras de vermicomposto
incubadas com solucdo contendo trés fontes de carbono (potencial diazotréfico
carbono induzido-PC) evidenciam um esperado incremento populacional para o
material VC5 (incremento de aproximadamente duas unidades logaritmicas) e o
aparecimento de populacdes detectaveis nos VC1 e VC2 (Tabela 03). Tais

resultados ja eram esperados visto que a aplicacdo de carbono funciona como
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fonte de energia para o desenvolvimento desses micro-organismos. Entretanto, a
ndo deteccdo de bactérias diazotréficas em VC3 e VC4 ndo pode ser facilmente
explicada, sendo a presenca da torta de girassol como material de base para a
compostagem, o elo comum para estes materiais. A comparacdo dos valores
populacionais de bactérias fixadoras de N, entre PB e PC ilustra o potencial desta
metodologia para discriminar o potencial de inéculo de diferentes
vermicompostos, destacando a importancia dos residuos da agroindustria da
cultura da cana-de-acucar (bagaco e torta de filtro) na composi¢éo do VC.

Todos os materiais testados (VC1 a VC5) foram positivos para deteccao de
populacbes de diazotr6fos quando um coquetel de sementes foi introduzido nos
vermicompostos (potencial indutor rizosférico), valores estes com ordem de
grandeza entre duas e quatro unidades logio. Esta observacéo pode ser explicada
pela diversidade e complexidade de compostos e biomacromoléculas exsudados
pelas raizes das plantas, tais como aminoacidos, acidos organicos, carboidratos,
derivados de acidos nucleicos, vitaminas e enzimas, que favorecem o
crescimento e multiplicagdo dos micro-organismos (Siqueira & Franco, 1998).
Além disso, segundo Macrae et al (2001) a densidade populacional é
inversamente proporcional ao afastamento radicular, atingindo seu valor maximo
na superficie radicular. Ressalta-se ainda a presenca de dominios
microaerofilicos que estimulam as populacfes diazotréficas. Com excecdo de
VC5, todos os materiais apresentaram estimulos nos valores populacionais
variando entre 0,1 a 4 unidades logip ha comparacéao de PC com PR (tabela 03).

Tabela 3. Densidade populacional de bactérias diazotroficas associadas a
diferentes vermicompostos (isolados pertencentes ao Grupo Il). Os valores
representam a média de trés repeticbes através de dois experimentos
independentes (expressos em células bacterianas. g™ pelo método do NMP)

Vermicomposto Potencial Basal (PB) Potencu’_al Carbono . Potepmal
Induzido (PC) Rizosférico (PR)

VC1 Nd 2,6 + 0,04 48 +0,3

VC2 Nd 45+0,2 4,6 +0,04

VC3 Nd nd 4,5+ 0,08

VC4 Nd nd 26+0,5

VC5 4,3 +0,02 6,4 +0,6 48 +0,2

Esterco bovino (VC1), bagaco de cana + esterco bovino (VC2), torta de girassol + esterco
bovino (VC3), bagaco de cana + torta de girassol + esterco (VC4), torta de filtro (VC5);
n.d.: ndo detectado, Numero mais provavel (NMP).
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A mesma abordagem metodologica foi empregada para a quantificacéo das
populacdes de micro-organismos que compdem o0s isolamentos que integram o
Grupo Il (Tabela 4). Neste caso, unidades formadoras de coldnia (UFC.ml™)
capazes de utilizar acidos humicos (AH) como fonte exclusiva de carbono foram
quantificadas para alguns tratamentos. As inferéncias e interpretacdes obtidas
anteriormente ndo podem ser estendidas para este grupo de isolados, ja que o
potencial basal de utilizadores de AH nos diferentes VCs nao foi avaliado.

Para o potencial induzido por carbono, apenas VC1, VC3 e VC4 foram
avaliados, os quais expressaram valores na ordem de 6 a 7 unidades log;o de
UFC por g de VC.

Para o potencial rizosférico, em todos os materiais avaliados (VC2 a VC5)
observaram-se valores entre 7 a 8 unidades log;o de UFC por g de VC. Nas
comparacgdes possiveis (VC3 e VC4) ficaram demonstrados os incrementos
populacionais entre 1,5 e 2,5 unidades logip de UFC por g de VC na comparagao
entre a inducdo por exsudados rizosféricos e carboidratos, evidenciando o
estimulo a populacdo de degradadores de acidos humicos na rizosfera e a
estimulacdo deste grupo funcional pela torta de girassol na comparagcdo com 0s
resultados obtidos na tabela 03.

Tabela 4: Densidade populacional de micro-organismos capazes de degradar
acidos humicos como Unica fonte de carbono associados a diferentes
vermicompostos (isolados pertencentes ao Grupo Ill). Os valores representam a
média de trés repeticdes (expressos em UFC. g* de VC).

. . Potencial Carbono Potencial
Vermicomposto Potencial Basal (PB) Induzido (PC) Rizosférico (PR)
VC1 n.a. 6,7 +0,3 n.a.

VC2 n.a. n.a. 8,9+0,2
VC3 n.a. 72+04 8,7+0,3
VC4 n.a. 6,4+0,5 8,7+0,2
VC5 n.a. n.a. 79+0,4

Esterco bovino (VC1), bagaco de cana + esterco bovino (VC2), torta de girassol + esterco
bovino (VC3), bagaco de cana + torta de girassol + esterco (VC4), torta de filtro (VC5);
n.a.: ndo avaliado; Unidade Formadora de Col6nia (UFC).

Além dos isolados com habilidade para fixar nitrogénio (grupo Il), diluicdes
seriadas de 10“ a 10 foram aplicadas em meio elaborado com a estrutura dos

sais do JNFb, uma fonte complexa de N (0,01 % de extrato de levedura) e acido
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hamico (0,025%) para obtenc&o dos isolados capazes de utilizar AH como fonte
de carbono (grupo Ill). A estratégia secular para isolamento de micro-organismos
pela imposicdo de seletividade pode potencialmente proporcionar a selecdo dos
micro-organismos habeis em degradar um substrato especifico (Pelczar Junior et
al., 1996). Entretanto, os isolados devem ser minuciosamente testados quanto a
caracteristica selecionada face ao uso de reagentes impuros e a presenca de
micro-organismos altamente eficientes no uso de baixas concentracbes de
compostos de carbono. Jesus et al (2011) testaram trés dos isolados oriundos do
grupo Il (actinomicetos) quanto a capacidade de degradacao de AH e concluiram
gue todos os isolados mostraram-se capazes de catabolizar AH, evidenciado por
modificacdes em diversas fungdes quimicas tais como compostos aromaticos,
sulfonados, polissacarideos e grupamentos carboxilicos monitorados por
espectroscopia de IV-TF/DRIFT.

Uma vertente tecnoldgica futura para o uso destes isolados se baseia na
construcdo de substratos enriquecidos biologicamente para incremento de
processos como a fixacéo biolégica de N, solubilizacdo de rochas, incremento de
substancias bioestimulantes e compostos antimicrobianos. Todos esses
processos sao fortemente limitados pela disponibilidade de carbono prontamente
assimilavel (Alexander, 1999). Por outra parte, os AH sdo o produto da
degradacdo da matéria organica, e estes compreendem a parte mais estavel
dessa matéria. Neste contexto, a introdu¢cdo de micro-organismos capazes de
acessar a porcéao recalcitrante do carbono do solo seria vantajosa, pois poderia
tornar disponiveis intermediarios de carbono assimilaveis para outros micro-
organismos introduzidos em um consorcio microbiano, caracterizando-se como
um processo tecnolégico viavel. Uma variagcdo deste conceito de ativacdo de
substratos agricolas, foi idealizada e praticada pelo grupo do NUDIBA, ja foi

experimentalmente validada e publicada por Busato et al., (2012).
4.2 Caracteristicas morfoldgicas dos isolados bacterianos

A diversidade de micro-organismos do solo é supostamente tdo ampla
guanto desconhecida, estima-se que um grama de solo pode conter 10 bilhdes de
micro-organismos, representando milhares de espécies (Rossel6-Mora & Amann,
2001).
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A caracterizagdo morfologica de col6nias de bactérias, embora trabalhosa
e até certo ponto subjetiva, € importante como uma primeira aproximacao para
avaliacdo da diversidade de populacfes microbianas (Junior et al 1999). Segundo
Kennedy (1999), a diversidade funcional compreende a diversidade das
atividades microbianas no solo, sendo esta de grande importancia em avaliagdes
ecolégicas dos micro-organismos dentro do ecossistema, sobretudo porque se
conhece muito pouco sobre a relacdo entre diversidade estrutural e funcional
desses micro-organismos. Portanto, existe um consenso de que a diversidade
microbiana esteja diretamente relacionada a estabilidade do ecossistema.

Como mencionado anteriormente, trinta e oito isolados bacterianos (grupo
) foram obtidos em meio digys, oriundos de intestino de minhoca e
vermicomposto de esterco bovino, alguns exemplos estédo na figura 3. Na tabela 5
pode-se observar a morfologia celular descrita ao microscépio de luz em material
corado e a reacdo de Gram para todos os isolados obtidos. Os resultados dessa
tabela mostram que 84% destes isolados bacterianos apresentam caracteristicas
morfologicas de bastBes (curtos ou longos), e 16% apresentaram caracteristicas
morfoldgicas esféricas (tipo cocos). Dos bastfes isolados, 34% foram obtidos do
intestino da minhoca, 59% de vermicomposto de esterco bovino e 7% do solo. Em

relacdo aos cocos isolados, 50% foram oriundos do intestino da minhoca, 50% de

vermicomposto de esterco bovino e nenhum foi isolado do solo.

Figura 3: Exemplos de isolados bacterianos oriundos de vermicomposto de
esterco bovino e intestino da minhoca Eisenia foetida (Grupo ).

A coloracédo de Gram é o método bacterioscépico mais importante e mais
utilizado atualmente na bacteriologia e sua finalidade é a classificagdo de micro-
organismos com base em suas caracteristicas tintoriais, tamanho, forma e arranjo

celular (Maza et al., 2001). As bactérias sé@o classificadas basicamente em dois
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grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. No que diz respeito as
caracteristicas tintoriais, as bactérias Gram-positivas coram-se de roxo e as
bactérias Gram-negativas coram-se de rosa (Albini et al., 2002).

Foram realizadas coloragcdo Gram em cada uma das amostras. De acordo
com essa andlise, verificou-se que das coldnias de bactérias isoladas do (Grupo I)
(Tabela 5) 60% foram caracterizadas como Gram-negativas e 39% como Gram-

positivas (Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas morfolégicas dos isolados bacterianos oriundos do
vermicomposto de esterco bovino e intestino de minhoca (Grupo I)

Isolado Morfolodia da célula Fonte Coloracéao
1 Bastbes peauenos e curvos Vermicomnosto Gram
2 Bastbes pequenos e curvos com mov. Vermicomposto Gram
3 Bastbes pequenos Vermicomposto Gram
4 Bastbes peguenos, curvos e pouco moveis Intestino médio Gram
5 Bastbes pequenos, retos e pouco moveis Vermicomposto Gram
6 Bastdes longos Vermicomposto Gram
7 Bastdes pequenos, curvos e pouco moveis Final do Intestino Gram
8 Cocos Vermicomposto Gram
9 Cocos Intestino médio Gram
10 Bastdes pequenos, curvos e pouco moveis Intestino médio Gram
11 Cocos Vermicomposto Gram
12 Bastdes pequenos curvos Vermicomposto Gram
13 Bastdes pequenos Final do intestino Gram
14 Bastdes pequenos, curvos e pouco moveis Vermicomposto Gram
15 Bastbes peguenos, curvos e pouco moveis Inicio do intestino Gram
16 Bastdes pequenos, curvos e pouco moveis Vermicomposto Gram
17 Bastdes médios Intestino médio Gram
18 Bastbes pequenos, curtos e retos Final do intestino Gram
19 Bastdes pequenos e pouco moéveis Intestino médio Gram
20 Bastbes pequenos Vermicomposto Gram
21 Cocos Final do intestino Gram
22 Bastbes pequenos e pouco moéveis Vermicomposto Gram
23 Bastdes pequenos, curvos e pouco moveis Vermicomposto Gram
24 Bastdes pequenos e pouco moveis Solo Gram
25 Cocos Vermicomposto Gram
26 Cocos Final do intestino Gram
27 Bastbes pegquenos com movimento Fin. do intesti. Gram
28 Bastdes pequenos e curvos Vermicomposto Gram
29 Bastdes peguenos, curvos e pouco moveis Intestino médio Gram
30 Bastbes pequenos e curvos Vermicomposto Gram
31 Bastbes pequenos e retos Vermicomposto Gram
32 Bastdes pequenos Vermicomposto Gram
33 Bastbes pequenos Solo Gram
34 Bastdes pequenos e amarelos Vermicomposto Gram
35 Bastbes pequenos Vermicomposto Gram
36 Bastdes peguenos, curvos e pouco moveis Vermicomposto Gram
37 Bastbes peguenos, curvos e pouco moveis Intestino médio Gram
38 Bastbes pequenos Vermicomposto Gram
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No segundo grupo de isolados foram isoladas 20 bactérias oriundas dos
diferentes tipos de vermicomposto. A identificacdo parcial desses isolados teve
inicio pela observacdo das caracteristicas morfolégicas e a coloracdo de Gram
(Tabela 6). Os resultados indicam que ndo houve diversidade nas caracteristicas
morfolégicas dos isolados bacterianos, ou seja, 100 % apresentaram formas de
bastbes. O emprego da coloracdo Gram teve como objetivo verificar a pureza da
cultura e a forma predominante como as bactérias se apresentavam (cocos ou
bastbes). Sendo que 85% das bactérias foram caracterizadas como Gram-

negativas e 15% como Gram-positivas.

Tabela 6: Caracteristicas morfolégicas dos isolados bacterianos fixadores de N
oriundos de diferentes vermicompostos (GRUPOII)

Isolados Caracteristicas morfologicas Fonte Colagdo Gram
1 BastGes curtos BC, -3; PI Gram-negativa
2A BastGes curtos BC, -5; PI Gram-positiva
2B BastGes curtos TG, -3; PI Gram-negativa
3 BastOes curtos TG, -3; PI Gram-negativa
4 Bastdes curtos e retos E, -3; PI Gram-negativa
5A BastOes curtos E, -3; PI Gram-negativa
5B Bastdes curtos e retos E, -3; PI Gram-negativa
6 Bastdes curtos e retos E, -3; PI Gram-negativa
8 Bastfes curtos BCTG, -3; PI Gram-negativa
9 BastOes curtos TF, -4; CI Gram-negativa
10 BastOes curtos TF, -3Cl Gram-negativa
14 BastOes curtos TF, -3Cl Gram-negativa
16 BastGes curtos TF, -3ClI Gram-negativa
17 BastGes curtos TF, -3ClI Gram-negativa
21 Bastdes curtos TF, -3Cl Gram-positiva
22 BastOes curtos TF, -5; CI Gram-negativa
23 BastGes curtos TF, -3 Gram-negativa
25 BastOes curtos TF, -3 Gram-negativa
26 Bastdes curtos TF, -3 Gram-positiva
27 Bastdes curtos TF, -3 Gram-negativa

TG: torta de girassol, BC: bagaco de cana, E: esterco, BCTG: bagaco de cana e torta de
girassol, TF: torta de filtro, PI: planta induzida, Cl: carbono induzido, -3, -4, -5: diluicbes
seriadas.



36

Na tabela 07 sdo encontrados 0s micro-organismos oriundos de diferentes
tipos de vermicomposto capazes de utilizar AH como unica fonte de C (Grupo ).
Dentre os micro-organismos isolados, 48,3% s&o actinomicetos, 48,3% sao
bactérias e 0,4% sédo fungos. De acordo com Ouhdouch et al (2001), os
actinomicetos sdo numerosos no processo de compostagem e desempenham
importantes fungcées na sua decomposi¢do, devido a habilidade de degradar
moléculas complexas e recalcitrantes, como celulose, lignina e lignocelulose. Sao
micro-organismos Gram-positivos e caracterizam-se pela sua diversidade

morfolégica e de metabdlitos (Monciardini et al., 2002). Dos isolados bacterianos,

87% sao Gram-positivos e 13% s&o Gram-negativos.

Figura 4: Micro-organismos capazes de utilizar AH como fonte de C (Grupo 1lI)

Figura 5: Plagueamento de diferentes diluicdes evidenciando unidades formadoras de
colbénia crescendo em meio de cultura sélido cuja unica fonte de C € o AH.
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Tabela 7: Caracteristicas morfologicas dos micro-organismos oriundos de
diferentes vermicompostos que usam AH como fonte de C (GRUPOIII)

Isolados  Caracteristicas morfologicas Fonte, diluicdo Coloracdo Gram
1 Actinomiceto rosa TG, -3 na
2 Actinomiceto branco TG, -3 na
3 Bast6es longos TG, -3 Gram-positiva
4 Actinomiceto branco TG, -3 na
5 Actinomiceto amarelo TG, -4 na
6 Actinomiceto branco TG, -4 na
7 Cocos E, -6, PI Gram-positivo
8 Cocos TF, -4; CI Gram-positivo
9 Cocos TG, -3 Gram-positivo
10 Bastoes longos BC, -4 Gram-positivo
11 Bastdes pequenos e curvos BC, -4 Gram-positivo
12 Bastdes pequenos e curvos TG, -3 Gram-positivo
13 Bastdes pequenos BC,-4 Gram-positivo
14 Cocos BC,-4 Gram-positivo
15 Actinomiceto amarelo TF, -4 na
16 Actinomiceto TF, -4 na
17 Cocos TF, -4 Gram-positivo
18 Bastdes longos E, -4 Gram-positivo
19 Actinomiceto TG, -4 na
20 Actinomiceto amarelo TG, -4 na
21 Actinomiceto amarelo TF, -4 na
22 Actinomiceto TF, -4 na
23 Actinomiceto branco TF, -4; CI na
24 Bastdes pequenos BC, -4 Gram-positivo
25 Bastdes longos e retos BCTG, -6; PI Gram-negativo
26 Cocos E, -4 Gram-negativo
27 Actinomiceto BC, -4 na
28 Bastdes pequenos TF, -6; PI Gram-positiva
29 Actinomiceto TF, -4 na
30 Fungo verde BC, -6; PI na
31 Actinomiceto TG, -4 na

TG: torta de girassol, BC: bagaco de cana, E: esterco, BCTG: bagaco de cana e torta de
girassol, TF: torta de filtro, PI: planta induzida, CI: carbono induzido, na: ndo avaliado, -3,
-4, -6: diluicbes seriadas.
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De acordo com o grafico 1, verificou-se que das colonias de bactérias
isoladas a maioria constituiu-se de bastdes gram-negativos (50%), com 33% de
bastbes gram-positivos, Cocos gram-negativos (14%) e cocos gram-positivos
(3%). Esse dado nao corrobora com outros resultados citados na literatura, onde
foi relatado micro-organismos em forma de bastbes gram-positivos como o
representante majoritario na comunidade bacteriana do solo (Batista, 2010). De
acordo com o autor, a prevaléncia dos bastbes gram-positivos pode estar
relacionada ao fato de que a maioria das bactérias pertecentes a esse grupo
forma esporos, sendo mais resintentes a situacdes adversas. Nesse mesmo
trabalho foi relatado um ndamero expressivo de cocos gram-positivos. Esse
resultado foi explicado devido ao solo ndo ser um ambiente isolado, possuindo

ligacdes diretas com a agua, ar, planta e animais.

Propor¢ao Morfologica das bactérias
coradas pela coloragcdo Gram

mCocos gram+ M Cocos gram - Bastdes gram + M Bastdes gram -

3%

Figura 6: Caracteristica Morfol6gica das bactérias isoladas (Grupo |, Il e IlI).

4.3 Classificacdo dos micro-organismos isolados quanto as caracteristicas

fenotipicas da colénia segundo Perin (2003).

As caracteristicas culturais dos isolados do grupo | em meio dygs solido
estdo descritas na tabela 8. De acordo com a coloracdo das colonias 58%
apresentaram coloracdo amarela, 24% branca, 16% marron e 2% rosa. Com
relacdo a forma das coldnias 98% séo circulares e 2% mostraram-se irregulares.
Nessa tabela foi observado que a elevacéo dos isolados apresentou 88% do tipo

pulvinada, 8% convexa, 2% do tipo lente e 2% plana.
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Tabela 8: Classificacdo dos isolados bacterianos oriundos de vermicomposto de

esterco bovino e intestino de minhoca E. foetida (Grupo |) segundo Perin (2003).

Isolados Cor Forma Elevacao Bordo Superficie Tamanho
1 Amarela Circular Lente Ondulado Rugosa  Puntiforme
2 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
3 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
4 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
5 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
6 Branca Circular Plana Ondulada Lisa Puntiforme
7 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
8 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
9 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme

10 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
11 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
12 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
13 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
14 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
15 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
16 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
17 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
18 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
19 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
20 Marrom Circular Convexa Inteira Lisa Puntiforme
21 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
22 Rosa Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
23 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
24 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
25 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
26 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
27 Branca Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
28 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
29 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
30 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
31 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
32 Amarela Irregular  Convexa  Ondulada Lisa Puntiforme
33 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
34 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
35 Marrom Circular Convexa Inteira Lisa Puntiforme
36 Amarela Circular  Pulvinada Ondulada Lisa Puntiforme
37 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
38 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
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De acordo com o bordo das colonias 89% sao inteiras e 11% onduladas.

Com relagéo a superficie, 98% apresentaram-se lisas e 2% rugosas e 100% dos
isolados apresentaram tamanho puntiforme.

Na tabela 9 estéo dispostos os isolados bacterianos pertencentes ao Grupo

Il e sua classificacdo segundo algumas caracteristicas de colbnias. De acordo

com a coloragcdo 75% s&o marrons, 20% amarelas e 5% sdo amarelo-escuras,

com relacdo a forma das colbnias 85% sao circulares e 15% irregulares. Dos

isolados que pertencem ao grupo Il, 65% apresentaram elevacédo lente, 25%

plana e 10% pulvinada. Com relacdo ao bordo das colonias 85% foram

classificadas como inteira e 15% como filamentosa, 100% dos isolados

bacterianos apresentaram superficie lisa e tamanho puntiforme.

Tabela 9: Classificacdo dos isolados bacterianos fixadores de N; oriundos de
diferentes vermicompostos (Grupo Il), segundo Perin, (2003).

Isolados Cor Forma Elevacéao Bordo Superficie Tamanho

1 Amarela  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
2A Marrom Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
2B Amarela Irregular Plana Filamentosa Lisa Puntiforme

3 Amarela  Circular Plana Inteira Lisa Puntiforme
4 Marrom  Circular Plana Inteira Lisa Puntiforme
5A Marrom  Circular Plana Inteira Lisa Puntiforme
5B Marrom  lrregular Plana Filamentosa Lisa Puntiforme

6 Marrom  lrregular Lente Filamentosa Lisa Puntiforme

8 Marrom  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme

9 Marrom Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
10 Marrom  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
14 Marrom  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
16 Marrom  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
17 Marrom Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
21 Marrom  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
22 Marrom Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
23 Marrom  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
25 Amarela e Circular Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
26 Marrom  Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme

27 Amarela Circular Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
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A tabela 10 representa a classificacdo dos isolados bacterianos do Grupo

[ll. De acordo com a coloracao das colonias, 66% dos isolados apresentaram cor

marrom, 7% verde, 13% amarela, 7% transparente e 7% amarelo-escura. Com

relacdo ao formato das colbnias, 87% apresentaram forma circular e 13%

irregular. As colGnias bacterianas apresentaram elevacao do tipo pulvinada 53%,

plana 27%, lente 13% e convexa 7%. Com relacdo ao bordo das colbnias 86%

foram caracterizadas como inteira, 7% ondulada e 7% filamentosa. Dos isolados

obtidos 100% apresentaram superficie lisa, e em relacdo ao tamanho 87%

apresentaram-se puntiforme e 13% com 1 cm de diametro.

Tabela 10: Classificacdo dos isolados bacterianos oriundos de diferentes
vermicompostos que usam AH como fonte de C (Grupo Ill), segundo Perin 2003

Isolados Cor Forma Elevacéao Bordo Superficie Tamanho
1 Rosa Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
2 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
3 Marrom Circular Lente Inteira Lisa Puntiforme
4 Branca Circular Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
5 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
6 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
7 Verde Circular Plana Inteira Lisa Puntiforme
8 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
9 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme

10 Amarela Circular Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
11 Amarela Circular Plana Inteira Lisa Puntiforme
12 Marrom Circular Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
13 Marrom Irregular Plana Filamentosa Lisa lcm

14 Transparente  Circular Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
15 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
16 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
17 Amarela esc. Circular Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
18 Marrom Circular Plana Inteira Lisa Puntiforme
19 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
20 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
21 Amarela Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
22 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
23 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
24 Marrom Irregular Lente Ondulada Lisa Puntiforme
25 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
26 Marrom Circular Convexa Inteira Lisa lcm

27 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
28 Marrom Circular  Pulvinada Inteira Lisa Puntiforme
29 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
30 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme
31 Branca Circular  Pulvinada Inteira Rugosa  Puntiforme

Amarela esc: Amarela escura.
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4.4 Caracteristicas fenotipicas relacionadas a promoc¢éao de crescimento dos

micro-organismos isolados

As bactérias promotoras do crescimento de vegetal (BPCV) atuam
promovendo diretamente o crescimento pela producéo de fitormdnios (como AlA),
solubilizacdo de fosfato e zinco, fixagdo biolégica de nitrogénio, degradacédo de
composto, entre outros (Conn et al., 1997; Lazarovits & Nowak,1997). Esses
mecanismos proporcionam um efeito benéfico na germinacdo de sementes,
emergéncia de plantulas, comprimento de ramos e producdo de biomassa, graos
e frutos. Como exemplo dos efeitos de BPCV na produtividade, pode-se citar
aumentos de 33% na producdo de ervilha e de até 150% em plantas de rabanete
com inoculagéo de Pseudomonas sp. (Parke et al., 1991).

No presente trabalho foram isolados micro-organismos oriundos de cinco
diferentes tratamentos de vermicomposto e intestino de minhoca Eisenia faetida.
Todos os isolados foram testados quanto a capacidade de solubilizar fosforo e
zinco, degradar celulose, fixar N, atmosférico e produzir compostos inddlicos na
presenca ou nao de triptofano. Na tabela 11 pode-se observar a distribuicdo dos
tracos fenotipicos de promocao de crescimento entre os isolados pertencentes ao
grupo I. Dos trinta e oito isolados bacterianos, 40% apresentaram halo de
solubilizac&o de fosfato, com destaque para os isolados 6, 22 e 23, que obtiveram
o maior halo. A fonte de fésforo utilizada para todos os micro-organismos foi o
fosfato de célcio e a fonte de C para crescimento foi a glicose.

Estudos envolvendo a biomineralizacdo de P tém recebido atencéo
crescente em funcdo da baixa eficiéncia da adubacéo fosfatada e da reducao das
jazidas de fosforo. A fracdo majoritaria do fésforo liberado por processos de
intemperismo de minerais primarios passa para uma forma nao disponivel para as
plantas pela precipitagdo com formas idnicas de célcio, ferro e aluminio, e
principalmente, pela sua adsorgcdo pelos 6Oxidos, hidroxidos e oxi-hidroxidos de
ferro e aluminio, presentes, em maiores quantidades em solos mais
intemperizados.

Uma alternativa para biodisponibilidade destas formas de P envolve a
capacidade de solubilizar fontes de fosfatos inorganicos insolGveis aumentando o
contetdo de fosforo sollvel na solugdo do solo pela acdo de diferentes grupos

microbianos através de diferentes mecanismos. Nesta direcdo, a sele¢do de
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isolados capazes de solubilizar P se constitui um passo inicial para alavancar tais
tecnologias nos diferentes sistemas de produgao.

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato inorganico (MSFI)
constituem cerca de 5 a 10% da microbiota total dos solos, estes aumentam a
disponibilidade do fésforo, que € considerado o0 macronutriente mais limitante para
0 crescimento e a producdo agricola em condi¢des brasileiras (Raij, 1991). Por
isso a inoculacdo de bactérias solubilizadoras de fosforo ou o manejo da
populacdo destes micro-organismos em culturas agronomicamente importantes,
traz grandes beneficios ao desenvolvimento das plantas, melhorando o
suprimento de fosforo (Souchie et al., 2005).

Um desafio a ser superado para as condicdes de solos intemperizados
predominantes em solos de clima tropical advém dos estudos conduzidos por
Silva Filho & Vidor (2000) a partir de 57 isolados (15 bactérias e 42 fungos)
pertencentes a colecdo de micro-organismos solubilizadores de fosfatos. Nenhum
isolado produziu halo no meio com fosfato de ferro, apenas cinco produziram-no
na presenca de fosfato de aluminio e, com excec¢do do isolado 148, todos
solubilizaram fosfato de calcio. Na maioria dos casos, os isolados solubilizam
somente fosfatos de calcio (Louw & Webley, 1959; Duff et al., 1963; Wenzel et al.,
1994).

Para solubilizacdo de zinco, um grupo mais restrito de isolados (21% dos
isolados do Grupo 1) apresentou o halo translicido em torno das colénias de
bactérias. Os isolados inoculados em meio a base de 6xido de zinco (ZnO) mais
promissores para a solubilizacdo desse nutriente sdo os de namero 21, 22, 23 e
24.

A celulose, dentre os materiais naturais, € o biopolimero mais abundante
do planeta (Bayer & Lamed 1992) e pode ser hidrolisada, com acidos, a glicose.
Na natureza, existe uma grande variedade de micro-organismos que produzem
celulases; apenas alguns sédo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €,
sdo capazes de degradar a celulose natural. Para degradacao de celulose os
resultados mostraram que 40% dos isolados do Grupo | inoculados em meio
sintético contendo metil celulose como unica fonte de C foram capazes de
produzir celulase. Os isolados que obtiveram maior halo de solubilizagao foram os
de numero 11 e 30. Porém, pode nao significar que a atividade da celulase é

maior nesses isolados (Tabela 11), ja que Nogueira & Cavalcanti (1996)
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observaram que 48 linhagens de fungos isolados de aveia industrializada, tiveram
coldnias de menor diametro e maiores valores de atividade da celulase.

Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004) isolaram 80 fungos filamentosos de solo
da Mata Atlantica capazes de degradar celulose. Neste trabalho foi analisado o
potencial quanto a producdo de celulases em resposta a presenca de celulose.
Os resultados aqui obtidos demonstraram que, entre as linhagens estudadas, ndo
houve nenhuma que se destacasse das demais, quanto ao potencial para
producado de atividade da celulase. Todas elas, praticamente, se igualaram sendo
gue o tamanho dos halos eram diferentes.

Dos isolados bacterianos do Grupo | (Tabela 11), inoculados 10 vezes
consecutivas em meio semi-sélido JNFB (isento de N;), 37% foram capazes de
formar pelicula aerotaxica. As bactérias de numero 4, 9, 11, 12, 13, 15, 17, 22, 24,
25, 35, 36 e 37, provavelmente promovem o crescimento de plantas a partir do
processo de fixacao biolégica de N,.

Vale ressaltar que no presente estudo a capacidade de fixar N, foi atestada
pela expressdo da pelicula em meio semi-sdlido isento de N e evidentemente,
outras abordagens terdo que ser empregadas para validagédo destes resultados. .

Cerca de 78% do ar é constituido de N, e apesar da sua grande
disponibilidade, as plantas ndo conseguem utilizd-lo, mas existem grupos
filogenéticos de procariotos, altamente diversos que sédo capazes de expressar a
enzima nitrogenase denominados diazotréficos, ou também conhecidos como
bactérias fixadoras de nitrogénio (FBN) (Reis et al., 2006). Bashan & Holguin
(1997) relatam que devido a capacidade do Azospirilum em fixar nitrogénio,
produzir fitorménios, sideroforos, aumentando a absor¢cdo de minerais, a
inoculacdo deste género tem contribuido para o aumento da produtividade de
plantas.

Aléem da capacidade de fixar nitrogénio, iniUmeras pesquisas tém
demonstrado que, por exemplo, a inoculacdo de bactéria promotora do
crescimento como G. diazotrophicus (bactéria capaz de fixar N,) em diferentes
genotipos de cana-de-agucar pode provocar uma série de mudancas anatdomicas
e fisiologicas na planta hospedeira ndo relacionada a atividade diazotrofica.
Dentre essas mudangas pode-se citar aumento das raizes laterais, assim como
mudancas na geometria das raizes pelo aumento da proporgéo de raizes finas e

do sistema radicular como um todo (Olivares et al., 2002), as quais tém sido
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extensivamente atribuidas a capacidade destes micro-organismos de produzir e
secretar fitormo6nios.O acido indol acético (AlA) é o fitormbnio mais estudado no
metabolismo das plantas, influenciando processos fisiologicos relacionados ao
crescimento e desenvolvimento em baixas concentracdes. Inimeros estudos
evidenciam que a aplicagdo exdgena de AlA e alguns de seus derivados quimicos
exercem efeitos marcantes sobre a arquitetura radicular e a bioquimica da
absorcdo e assimilacdo de nutrientes (Weyers & Paterson, 2001). Além da
producdo em tecidos da planta, a sintese de AIA € difundida entre bactérias
associadas a planta (Patten & Glick 1996). Assim, o isolamento e a sele¢édo de
isolados bacterianos com a capacidade de produzir e secretar compostos com
atividade auxinica representam um importante traco fenotipico para geracdo de
produtos biotecnoldgicos baseados na promocédo do crescimento vegetal.

Existem muitos relatos na literatura evidenciando a capacidade de
bactérias associadas a plantas em produzir fitormbénios e consequentemente
influenciar o crescimento de planta. Marchioro (2009) avaliou a producao de AlA e
derivados em sobrenadantes da cultura de bactérias diazotroficas endofiticas
isoladas de diferentes plantas hospedeiras (gramineas, abacaxi, banana e
palmeira) pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia,
Ochrobactrum e também estirpes de Rhizobium. O autor utilizando o método de
Salkowski aplicado a 48 linhagens na presenca de triptofano observou grande
variabilidade entre as bactérias testadas e auséncia de relacdo entre posicéo
taxondmica e capacidade de produzir AIA. Entre as estirpes testadas, X8
(Herbaspirillum seropedicae), A3b (Azospirillum sp.), BR322 (Rhizobium sp.) e
FP2 (Azospirillum brasilense) mostraram os niveis mais elevados de AlA: 31,52
pug/mL, 75,27 pg/mL, 24,80 ug/mL e 31.45 pg/mL, respectivamente, e 77% das
linhagens de diazotréfos endofiticos testados produziram quantidades
significantes de derivados indodlicos entre 20 e 30 ug AIA/mL.

Devido a sua facilidade, rapidez, sensibilidade e custo, o reagente de
Salkowski tem sido largamente empregado na deteccdo do AIA produzido por
bactérias diazotrdficas e fitopatogénicas (Hartmann, 1983; Radwan et al., 2005;
Steenhoud & Vanderleyden, 2000). O método colorimétrico baseia-se na oxidacao
de compostos indolicos por sais férricos. A reagdo de uma solugédo de AIA com o
reagente de Salkowski resulta na coloragdo amarelada para o teste negativo e

rosa avermelhado para o teste positivo.
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Neste contexto, isolados bacterianos pertencentes ao Grupo | (Tabela 11)
foram testados quanto a capacidade de produzir AIA. Foram feitas leituras em
espectrofotometro a 492 nm em placas de Elisa contendo meio dygs e triptofano
com e sem bactérias. Os maiores valores para a sintese de indol foram obtidos
com o acréscimo de triptofano nos meios de cultivo dygs. Este experimento
mostrou que 100% dos isolados foram capazes de produzir esse fitormonio em
quantidades variaveis. As producdes variam de 36,8 a 184,6 ug mL™* em meio na
presenca de triptofano e de 27,0 a 52,2 ug mL™ em meio sem triptofano. Os
isolados pertencentes ao grupo | mais promissores para a producéo de AIA foram
os de numero 4, 5, 7, 8, 10, 12, 19.

De acordo com Inui (2009), a producdo de AIA para os isolados E.
homaechei subsp. verschuerenii (USC7), Enterobacter sp. (USCB8), Labrys
portucalensis (A5l42) e Burkholderia sp. (A5I55) foi avaliada com 200 ug mL™,
obtendo valores superiores aos obtidos por Da Silveira (2008) com isolados
selvagens de arroz (9,8 a 29,36 ug mL™* de AIA), cultivados em meio Dygs
suplementado com 100 pg mL™ de triptofano. Entretanto, os resultados deste
trabalho foram inferiores aos obtidos por isolados de rizébio de solos acidos e de
baixa fertilidade da Amaz6nia, que apresentaram niveis elevados de producdo de
AIA variando de 1.160 a 2.660 pg mL™, utilizando150 mg mL™ de triptofano
(Chagas Junior, 2007).

Perin (2007) avaliou a producdo de AIA por bactérias do género
Burkholderia, mas nenhum isolado produziu o horménio vegetal, indicando que
esta habilidade é rara em espécies diazotroficas deste género. O isolado
identificado como Burkholderia sp. (A5155) apresentou capacidade para producao
de AIA, obtendo valor maximo de 58,34 pg mL™ (Inui, 2009).

Algumas bactérias como Aeromonas veronas, Agrobacterium sp.,
Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp.,
entre outras, sdo capazes de produzir AlA, por isso, sdo conhecidas na literatura
como promotoras do crescimento de plantas (Vessey et al., 2003). Zakharova et
al. (2003) verificaram que 80% das bactérias isoladas de rizosfera sdo capazes de
produzir esse hormonio. Porém, existem poucos trabalhos sobre a sintese de
auxinas por micro-organismos no solo, mas sabe-se que o aminoacido L-
triptofano (L- Trp) € um precursor fisioldgico para a producdo de auxinas em

diversas plantas e micro-organismos, e que a enzima chamada ipdC (indole-3-



47

pyruvate decarboxylase-EC 4.1.1.74) € a enzima-chave para a biossintese deste
fitormonio (Lebuhn & Hartmann, 1993).

Tabela 11: Caracteristicas fenotipicas de promocéo de crescimento de isolados
bacterianos oriundos de vermicomposto de esterco bovino e intestino de minhoca
(Grupo 1)

Isolados Solub. P Solub. Zn Deg.celu. FBN Aux.cltrip. Aux.sltrip.
1 - - - - 36,8 (12,8) 35,8 (6,8)
2 +(0,4) - - - 80,5 (3,2) 47,0 (5,8)
3 +(0,5) - - - 93,3 (3,9) 45,5 (5,8)
4 - - - + 122,2 (2,2) 38,0 (5,6)
5 +(0,3) - - - 109,2 (6,1) 37,7 (1,3)
6 +(0,8) +(0,5) - - 87,0 (11,1) 50,0 (17,9)
7 + (0,5) + (0,6) - - 107,7 (17,1) 32,7 (1,0)
8 - - - - 121,0 (0,5) 46,2 (5,4)
9 - - - + 66,8 (3,2) 43,3 (12,5)
10 - - - - 101,7 (2,4) 34,7 (6,4)
11 + (0,6) +(0,5) + + 99,1 (6,6) 34,2 (2,3)
12 - - + 100,1 (11,1) 44,7 (4,3)
13 - - - + 78,6 (10,4) 38,7 (4,2)
14 - - - - 70,7 (15,6) 47,7 (7,3)
15 - - - i 57,5 (4,4) 56,2 (0,3)
16 +(0,4) - - - 66,1 (13,5) 68,5 (12,8)
17 - - - + 68,2 (1,1) 51,0 (2,6)
18 - - - + 79,1 (18,4) 29,5 (0,9)
19 - - - - 106,6 (5,5) 27,0 (2,8)

20 - - - - 55,08 (1,5) 51,1 (5,1)
21 +(0,4) +(1,0) + - 81,27 (3,2) 63,5 (2,3)
22 +(1,0) +(3,0) + + 66,7 (5,3) 43,5 (6,0)
23 +(0,8) +(1,1) + - 72,4 (1,2) 54,4 (0,3)
24 + (0,6) +(1,6) + + 95,1(7,6) 86,0 (13,1)
25 + (0,6) - + + 64,3 (11,4) 58,1 (9,3)
26 - - + - 118,6 (10) 62,2 (4,8)
27 +(0,2) - + - 72,1 (5,3) 42,5 (10,7)
28 - - + - 57,8 (6,7) 52,4 (4,8)
29 - - + - 184,6 (10) 41,1 (5,5)
30 +(0,5) - + - 99,7 (6,3) 44,8 (2,7)
31 - - + - 90,6 (1,7) 38,1 (3,3)
32 - - - - 182,7 (33,4) 46,2 (6,3)
33 + (0,4) +(0,3) + - 128,2 (2,1) 46,2 (8,3)
34 - - - - 92,1 (4,5) 41,4 (4,7)
35 - - + + 93,5 (9,1) 52,7 (6,9)
36 - - + + 92,1 (2,9) 40,5 (3,8)
37 - - - + 98,2 (3,9) 50,5 (6,7)
38 - - - - 82,2 (2,9) 36,8 (3,6)
HRC 54 - - + 68,9 (8,6) 17,5 (2,6)

Solub.P: Solubilizagdo de fésforo, Solub.zZn: Solubilizagdo de zinco, Deg.celu:
Degradacédo de celulose, FBN: Bactérias fixadores de nitrogénio, Aux.c/trip: Producgéo de
auxina com triptofano, Aux.s/trip: Producdo de auxina sem triptofano.
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A tabela 12 representa a atividade para promocdo de crescimento dos
isolados bacterianos pertencentes ao Grupo Il. Para solubilizacdo de fosfato 57%
das bactérias foram capazes de formar halo em torno das colbnias. As bactérias
mais promissoras na solubilizacdo desse macronutriente sdo as de numero 4 e
26. Para solubilizacdo de zinco 24% dos isolados foram capazes de solubilizar
esse micronutriente, sendo que as bactérias que formaram o maior halo foram as
de numero 5B, 6, 14. Apenas a bactéria niumero 4 apresentou atividade para
degradacéo de celulose. Para producdo de AIA a partir do triptofano, os dados
mostraram que 100% dos isolados foram promissores para essa atividade.

Os resultados sobre as caracteristicas fenotipicas para os mecanismos de
promocdo de crescimento representados pelos micro-organismos isolados do
(Grupo IlI), estdo demonstrados na tabela 13. De acordo com os dados 66% das
bactérias, 81% dos actinomicetos e 0% dos fungos foram capazes de solubilizar
P. Quanto a solubilizacdo com 6xido de Zn, os resultados mostraram que 20%
das bactérias, 6% dos actinomicetos e 0% dos fungos foram capazes de formar
halo de solubilizacdo. Para degradacdo de celulose 0% das bactérias, 31% dos
actinomicetos e 0% dos fungos apresentaram um halo amarelo-alaranjado em
torno das colbnias. Todas as bactérias pertencentes ao Grupo Ill foram capazes
de fixar N, atmosférico. Os actinomicetos ndo foram avaliados quanto a fixacao
biolégica de N,. Segundo Huguet et al. (2001), actinomicetos do género Frankia
sdo capazes de se associar simbioticamente as raizes de espécies arbéreas
angiospermas denominadas plantas actinorrizicas, conduzindo a formacdo de
estruturas nodulares onde ocorre a fixacao biolégica do nitrogénio.

Em geral, os fitorménios excretados por micro-organismos, principalmente
o AlA, desempenham papel essencial na promoc¢éo do crescimento de plantas.

A tabela 13 mostrou que 80% dos isolados bacterianos foram capazes de
produzir esse fitormoénio, sendo que os isolados de numero 10, 24 e 26
apresentaram maior producdo de AIA com valores entre 41, 55,5 e 45,2 ug mL™,
respectivamente. Os actinomicetos nao foram avaliados quanto a esse
mecanismo de promocéao de crescimento, porém o primeiro relato da producédo de

compostos inddlicos por estirpes de Frankia foi feito por Andrade et al (2007).
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Tabela 12: Caracteristicas fenotipicas de promoc¢édo de crescimento de isolados
fixadores de N oriundos de diferentes vermicompostos (Grupo Il)

Isolados  Solub.P Solub. Zn Deg.celu. FBN Aux.cltrip. Aux.sltrip.
1 - - - + 72,9 (7,0) 43,1 (19,2)
2A - - - + 56,2 (2,0) 46,8 (23,2)
2B +(0,5) - - + 68,0 (2,0) 45,4 (4,8)
3 - - - + 66,7 (5,2) 40,4 (6,2)
+(0,7) - + + 73,2 (4,4) 33,6 (4,2)

5A - - - + 133,9 (7,4) 43,9 (2,6)
5B + (0,6) +(1,2) - + 117,2 (16,8) 40,7 (3,2)
+(0,4) +(1,8) - + 107,1 (24,5) 33,6 (5,1)

- - - + 138,1 (27,1) 45,9 (6,1)

+(0,5) - - + 65,7 (5,9) 43,4 (3,8)

10 - - - + 82,5 (11,6) 29,8 (6,1)
14 +(0,5) +(1,7) - + 60,0 (4,9) 33,7 (8,6)
16 + (0,6) - - + 84,2 (16,2) 36,2 (4,4)
17 - - - + 60,7 (11,8) 35,1 (5,6)
19 - - - + 57,5 (13,9) 39,2 (4,1)
21 +(0,5) - - + 55,4 (7,5) 5,98 (1,1)
22 + (0,5) - - + 82,5 (3,0) 53,1(9,1)
23 +(0,5) - - + 80,0 (5,9) 45,6 (6,8)
25 + (0,5) + (0,7) - + 64,8 (1,7) 50,1 (3,2)
26 +(1,2) +(1,0) - + 82,5 (3,7) 50,4 (9,3)
27 - - - + 80,7 (2,1) 51,9 (9,0)
HRC54 - - - + 58,2 (5,3) 21,1 (2,1)

Solub.P: Solubilizagdo de fésforo, Solub.Zn: Solubilizacdo de zinco, Deg.celu:
Degradacéao de celulose, FBN: Bactérias fixadores de nitrogénio, Aux.c/trip: Producéo de
auxina com triptofano, Aux.s/trip: Producdo de auxina sem triptofano.
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Tabela 13: Caracteristicas fenotipicas de promocdo de crescimento dos micro-
organismos capazes de utilizar AH como fonte Unica de C vermicompostos
(GRUPO III)

Isolados  Solub.P  Solub.Zn  Deg.celu. FBN Aux.cltrip. Aux.s/trip.
1 - - + na na Na
2 +(0,4) - - na na Na
3 +(0,3) - - ¥ 64,1 (10,4) 34,1 (6,50)
4 +(0,8) - - na na Na
5 +(0,4) - + na na Na
6 +(0,4) - - na na Na
7 - - - + 43,4 (5,68) 44,7 (5,49)
8 +(0,5) - - + 54,6 (1,98) 43,3 (5,49)
9 + (0,6) - - +
10 - - - + 77,1 (6,22) 36,1 (5,36)
11 +(0,5) - - + 75,7 (22,0) 35,8 (1,19)
12 +(0,5) +(0,2) - + 70,0 (10,6) 47,6 (17,0)
13 +(0,9) - - + 36,9 (2,34) 31,1 (0,99)
14 +(1,0) +(1,1) - + 71,7 (4,62) 42,3 (4,83)
15 +(0,5) - - na na Na
16 - - - na na Na
17 +(0,5) - - + 73,0 (18,5) 41,2 (11,9)
18 - - - 57,9 (8,93) 33,0 (6,04)
19 +(0,5) - - na na Na
20 +(0,7) - na na Na
21 + (0,6) - na na Na
22 +(0,2) - - na na Na
23 - - - na na Na
24 - - - 88,0 (15,8) 32,5(2,14)
25 +(0,9) +(1,5) - + 82,6 (2,79) 42,5 (4,10)
26 - - - 82,0 (12,5) 36,8 (3,96)
27 +(2,1) +(2,9) - na na Na
28 +(0,5) - - + 53,6 (7,14) 45,3 (6,97)
29 +(1,2) - - na na Na
30 +(1,8) - - na na Na
31 + (0,5) - + na na Na

Solub.P: Solubilizagdo de fésforo, Solub.Zn: Solubilizagdo de zinco, Deg.celu:
Degradacéao de celulose, FBN: Bactérias fixadores de nitrogénio, Aux.c/trip: Producéo de
auxina com triptofano, Aux.s/trip: Producéo de auxina sem triptofano, na: ndo avaliado.
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Os resultados globais para caracteristicas fenotipicas de promocao de
crescimento dos isolados pertencentes aos Grupos |, Il e lll se encontram na
tabela 14. De acordo com os dados mostrados por essa tabela, grande parte dos
isolados foi capaz de solubilizar P, fixar N atmosférico e produzir AlA a partir do
Triptofano. Poucos foram capazes de solubilizar Zn e degradar celulose. Estes
resultados corroboram com informacdes postuladas que muitas bactérias sao
ubiquas desempenhando além de FBN, solubilizacdo de fosfatos insolluveis e
producdo de AIA, que sdo mecanismos amplamente distribuidos entre micro-
organismos rizosféricos (Khan et al., 2009). Na figura 10 estdo representados
exemplos dos isolados pertencentes ao Grupo |, Il e lll, com atividade positiva
para solubilizacdo de P, Zn e degradacao de celulose. Estes dados evidenciaram
gue micro-organismos isolados de diferentes vermicompostos e intestino de

minhoca possuem potencial para promocao de crescimento vegetal.

Tabela 13: Resultados globais para caracteristicas fenotipicas de promoc¢éo de
crescimento dos isolados pertencentes ao grupo |, I, 111

Promocé&o de crescimento Grupo | Grupo Il Grupo Il
Fonte VC 1 e Intes.Min. Diferentes VCs Diferentes VCs
N° de isolados 39% 19% 31%
Meio de isolamento Dygs solido JNFB semi-sélido  JNFB+25mg.L™ AH

Fixadoras de N, 16% 100% 100%
Solubiliza P 16% 20% 23%
Solubiliza Zn 9% 8% 7%
Degrada celulose 15% 2% 16%

Produz AIA 100% 100% 100%

VC1: Vermicomposto de esterco’bovino, Intes.Min: Intestino de minhoca, Diferen. VCs:
Diferentes vermicompostos, AH: Acido Hamico.
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Solubiliza P Grupo | Solubiliza P Grupo I Solubiliza P Grupo I
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Solubiliza Zn Grupo | Solubiliza Zn Grupo Il Solubiliza Zn Grupo 1lI

Degrada celul. Grupo | Degrada celul. Grupo I

Figura 10: Promocéao de crescimento dos micro-organismos isolados.

4.5 Avaliacéo do crescimento de plantulas de milho em sistemas axénicose

Os efeitos na promoc¢édo de crescimento incluem aumentos na altura, na
biomassa da parte aérea, do caule e da raiz e na formacao de pelos radiculares e
foliares da planta, na lignificacdo de vasos do xilema e na producéo de tubérculos
em batata (Pillay & Nowak, 1997; Sturtz, 1995).
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Os principais mecanismos pelos quais as bactérias promovem o
crescimento de plantas sao a fixacédo de nitrogénio (Boddey & Do6bereiner, 1995)
e 0 controle biologico de fitopatdgenos, seja este pelo antagonismo direto da
microflora deletéria ou pela inducdo de resisténcia sistémica (Hallmann et al.,
1997). No entanto, BPCV podem também promover o crescimento de plantas pela
producdo de hormdnios vegetais ou de substancias analogas (Arshad &
Frankenberger, 1991).

Neste sentido oitenta e nove micro-organismos foram isolados e avaliados
quanto ao potencial de sintetizar auxina a partir do triptofano, solubilizar 6xido de
Zn e fosfato de Ca, fixar N atmosférico e degradar celulose. Apés 10 dias da
inoculacdo desses isolados em sistemas axénicos, foi constatado incrementos
nas caracteristicas de crescimento de plantulas de milho Zea mays var.
UENF/506-11.

Nos isolados bacterianos representados pelo grupo | (Tabela 14), néo
foram observadas diferencas estatisticas para altura das plantulas (alt.),
comprimento radicular (CR), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da
raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA) e relacdo raiz/parte aérea
(RRPA). No entanto, foram observadas algumas diferengas estatisticas nos
valores representados pela massa fresca da raiz (MFR). Sendo os isolados de
namero 19, 20, 21, 23, 28, 29, 31, 32, 33 0s mais promissores. Os isolados 21, 23
e 33 foram capazes de solubilizar fosfato e 6xido de zinco, degradar celulose e
produzir AlA. Ja os isolados 28, 29 e 31 foram capazes de degradar celulose e
produzir AlA.

Os isolados bacterianos de numero 19, 20 e 32 apresentaram atividade
positiva somente para producdo de AIA. Principalmente os isolados 19 e 32 que
alcancaram valores de 79,6 e 136,5 yg mL™, respectivamente.

Uma das respostas da planta ao AIA sintetizado por bactérias é o
crescimento das raizes, como constatado em estudos realizados com Azospirillum
(Dbbbelaere et al., 2002). Auxina e etileno sdo conhecidos como reguladores de
varios processos que modificam a arquitetura do sistema radicular, incluindo
alongamento da raiz primaria e formacédo e alongamento de pelos radiculares.
Alguns autores verificaram uma correlacao positiva entre a producao de auxina e
o estimulo de promocé&o do crescimento vegetal (Asghar et al., 2002; Khalid et al.,
2004).
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Tabela 14: Efeito da inoculacdo de isolados bacterianos diazotroficos e nao
diazotroficos oriundos de vermicomposto (esterco bovino) e intestino de minhoca
(Grupo 1) sobre caracteristicas biométricas de plantulas de milho variedade UENF
506-11 (Zea mays L.). Os resultados representam media de trés repeticdes com
significancia validada pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Caracteristicas biométricas

Estirpes Alt.(cm) MFR.(g) MFPA.(g) MSR.(mg) MSPA.(mg) RRPA
1 27,83 n.s’ 0,95B 0,99 n.s’ 58 n.s’ 94 n.s’ 66 n.s’
2 28,50 0,92B 1,03 59 101 58
3 27,33 1,15B 1,06 62 99 63
4 27,16 1,08B 1,12 71 108 66
5 27,66 1,15B 1,31 66 111 59
6 25,00 1,26A 1,02 70 99 74
7 28,33 1,28A 0,87 68 103 67
8 28,16 1,26A 1,13 64 92 74
9 29,66 0,96B 1,00 69 90 78
10 28,66 1,07B 1,09 70 99 71
11 24,83 1,31A 1,17 81 103 78
12 27,33 0,99B 0,96 73 92 83
13 27,33 1,00B 0,92 66 84 79
14 28,50 1,33A 1,09 62 89 71
15 26,50 1,39A 1,03 67 85 79
16 28,83 1,17B 1,12 58 93 63
17 24,83 0,98B 1,06 59 86 68
18 24,16 1,30A 1,40 63 107 58
19 25,16 1,51A 1,05 69 82 87
20 29,00 1,51A 1,35 68 110 64
21 29,33 1,41A 1,55 65 121 53
22 26,33 1,22A 1,13 61 92 67
23 25,83 1,52A 1,14 71 93 77
24 28,33 1,31A 1,09 74 84 87
25 24,33 1,33A 1,24 65 96 68
26 21,16 1,00B 0,96 66 78 85
27 26,00 1,17B 1,06 61 93 66
28 27,33 1,46A 1,03 65 94 70
29 24,50 1,42A 1,11 76 94 82
30 27,83 1,13B 1,01 66 a0 74
31 29,16 1,32A 1,21 66 103 65
32 25,66 1,52A 1,28 60 109 55
33 24,66 1,51A 1,08 74 95 78
34 24,83 1,00B 0,87 61 69 94
35 21,83 1,19B 0,83 62 76 81
36 26,33 1,17B 1,08 76 102 74
37 26,33 1,34A 1,02 74 91 82
38 23,50 1,18B 1,03 61 83 76

Controle 20,66 0,69B 0,64 42 49 86

CV% 11,34 19,75 16,92 15,15 17,39 22,07

Altura (alt); Massa fresca radicular (MFR); Massa fresca da parte aérea (MFPA); Massa
seca radicular (MSR); Massa seca da parte aérea (MSPA); Relacdo raiz/parte aérea
(RRPA). n.s. (n&o significativo).
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As auxinas séo consideradas os fitormonios quantitativamente secretados
mais abundantes em espécies de Azospirillum e, é geralmente aceito que a
producdo de auxinas é o fator majoritario responsavel pela estimulacdo do
enraizamento e crescimento das plantas inoculadas com bactérias (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000).

O incremento verificado na MFR das plantulas inoculadas pode ser
creditado a uma eficiente interacdo planta — bactéria na regido da raiz, pois a
inoculacdo com rizobactérias provoca um estimulo ao desenvolvimento do
sistema radicular, com aumento do numero de pelos radiculares, proporcionando
maior absor¢éo de agua e nutriente (Pazos & Hernandez, 2001).

Os isolados bacterianos do grupo Il (Tabela 15) ndo apresentaram
diferencas estatisticas na alt. das plantulas, MFPA, MSPA e RRPA em relacdo ao
controle n&do ioculado. No entanto, dos parametros analisados, foram observadas
algumas diferencas estatisticas nos valores de CR, MFR e MSR.

Quando avaliado o CR das plantulas de milho nos diferentes tratamentos
de inoculacéao, verificou-se que as bactérias de numero 1, 2A, 2B, 4, 5A, 5B, 8, 9,
10, 16, 21, 22, 25, 26, 27 apresentaram valores estatisticamente superiores aos
demais isolados e ao controle ndo inoculado. Os isolados 5B, 25, 26 foram
capazes de solubilizar fosfato e 6xido de zinco, fixar N, e produzir AIA. Os
isolados de numero 1, 2A, 5A, 8, 10 e 27 foram capazes de fixar N, e produzir
auxina. Os isolados de numero 2B, 9, 16, 21 e 22 foram capazes de solubilizar
fosfato, fixar N, e produzir auxina. O isolado de numero 4 foi capaz de solubilizar
fosfato, degradar celulose, fixar N, e produzir auxina.

Quanto a MFR, verificou-se diferenca estatisticamente significativa nos
isolados de numero 1, 2B, 4, 5A, 6, 10, 14, 16, 22, 25, 26, 27. Os isolados 6, 14,
25, 26 foram capazes de solubilizar fosfato de Ca e 6xido de Zn, fixar N, e
produzir AlA. Os isolados de numero 1, 5A, 10 e 27 foram capazes de fixar N, e
produzir auxina. Os isolados de numero 2B e 22 foram capazes de solubilizar
fosfato Ca, fixar N, e produzir auxina. Os isolados de numero 2B e 4 foram

capazes de solubilizar fosfato, degradar celulose, fixar N, e produzir auxina.
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Tabela 15: Efeito da inoculacéo de isolados bacterianos diazotroficos oriundos de
diferentes vermicompostos (Grupo Il) sobre caracteristicas biométricas de
plantulas de milho variedade UENF 506-11 (Zea mays L.). Os resultados
representam média de trés repeticdes com significancia validada pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade

Caracteristicas biométricas

Estirpes Alt.cm) CR.cm) MFR.(g) MFPA.(g) MSR.(mg) MSPA.(mg RRPA
)

26V 6,83 n.s® 29,66A 1,60A 0,30n.s. 148A 126 n.s. 1,18n.s
25V 9,20 26,10A 1,58A 0,32 161A 144 1,12
v 5,66 26,33A 1,57A 0,95 83B 98 0,85
16V 7,03 23,40A 1,55A 0,95 138A 115 1,19
27V 9,96 23,33A  1,54A 1,10 145A 0,144 1,03
5AV 9,23 26,16A 1,40A 1,12 116A 146 0,79
4V 7,70 22,00A 1,36A 1,02 131A 115 1,16
6V 7,00 20,23B  1,34A 1,17 116A 133 0,87
2BV 7,33 24,00A 1,33A 0,88 124A 105 1,25
22V 7,56 26,00A 1,24A 0,85 100B 94 1,11
14v 7,83 17,33B 1,21A 0,88 109B 119 0,91
10V 6,73 22,33A 1,21A 0,88 91B 101 0,89
Vv 6,66 24,16A 1,14B 0,90 84B 40 0,59
2AV 7,56 27,16A 1,07B 0,89 105B 106 0,98
17v 7,00 19,26B  0,99B 0,89 93B 111 0,84
5BV 6,96 23,00A 0,99B 0,69 83B 73 1,24
8Vv 8,50 23,50A 0,96B 1,07 120A 127 0,94
23V 7,16 17,06 B 0,96B 0,93 99B 97 1,04
3B 8,23 19,00B 0,87B 1,06 101B 132 0,76
21V 9,00 27,33A 0,82B 1,06 110B 132 0,85
Controle 4,00 11,66B 0,81B 0,65 59B 78 1,20
19v 8,06 20,5B 0,62B 0,87 90B 99 0,91
CV% 18,91 17,06 24,69 43,08 23,56 88.44 33,04

Altura (alt); Comprimento radicular (CR); Massa fresca radicular (MFR); Massa fresca da
parte aérea (MFPA); Massa seca radicular (MSR); Massa seca da parte aérea (MSPA);
Relacao raiz/parte aérea (RRPA). Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si
pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, n.s. = diferenca n&o significativa.

Com relacdo a MSR, os isolados bacterianos de numero 2B, 4, 5A, 6, 8,
16, 25 e 26 provocaram aumento estatisticamente significativo com relacdo ao
controle. As bactérias de numero 5A, 8 e 27 sao fixadoras de N, e produzem
auxina. Os isolados bacterianos de numero 6, 25 e 26 foram capazes de

solubilizar fosfato de Ca e Oxido de Zn, fixar N, e produzir AIA. Os isolados de
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namero 2B e 16 foram capazes de solubilizar fosfato de Ca, fixar N, e produzir
auxina. Ja o isolado bacteriano de niumero 4 apresentou atividade positiva para
solubilizac&o de fosfato de Ca, fixacdo de N, degradacao de celulose e producéo
de celulose.

Os micro-organismos isolados do grupo Il (Tabela 16) apresentaram
diferencas estatisticas em todos os parametros analisados, menos RRPA, onde
nao houve diferencas estatisticas entre as amostras.

Os isolados mais promissores para a promocao da altura das plantulas
foram os de numero 29 e 30 (actinomiceto e bactéria, respectivamente). O isolado
29 apresentou atividade positiva para solubilizacdo de fosfato de Ca, porém néo
foi avaliado quanto a capacidade de fixar N, e produzir AlA. Alguns géneros de
actinomicetos sdo capazes de solubilizar P inorganico tornado esse nutriente
disponivel para planta, agindo como microrganismo promotor de crescimento
(Mikanova & Kubat, 2002).

Outro actinomiceto que demonstrou resultados estatisticamente
significativos para alt. das plantulas foi de numero 31. Esse apresentou atividade
positiva para solubilizacdo de fosfato de Ca e degradacdo de celulose. A
capacidade celulolitica de actinomicetos ja foi verificada e envolve a acdo de
varias enzimas, como: endoglucalase, exoglucanase e B-glucosidase. A primeira
possui a habilidade de clivar substitutos derivados da celulose, tais como
carboximetil celulose; a segunda libera unidades de celobiose de cadeias finais
nao reduzidas de celulose microcristalinas (Avicel); e a terceira catalisa a hidrélise
de celobiose e celooligossagarideos a glicose (Wachinger et al., 1989).

Na literatura esta descrito varios géneros de fungos solubilizadores de
fosfato. Reyes et al. (1999) encontraram correlacao positiva entre a solubilizacéo
de fosfatos por Penicillium rugulosum. Rodriguez & Fraga, (1999) afirmaram que
das populagdes fungicas, os géneros Aspergillus e Penicillium sdo os que mais se
destacam para solubilizacdo desse nutriente.

Com relacdo a MFR, os micro-organismos de numero 2, 15, 16, 21, 25,
27, 29, 30 foram os mais promissores. Sendo que os isolados 2, 15, 16, 21, 27 e
29 sdo actinomicetos, o isolado 25 e 30 sdo bactérias. Quanto aos mecanismos
de promocao de crescimento testados, 0s actinomicetos 2, 15 e 29 apresentaram
atividade positiva para solubilizacdo de P. Ja o actinomiceto solubiliza P e

degrada celulose, e 0 27 solubiliza P e Zn. O actinomiceto 16 ndo apresentou
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nenhuma atividade positiva para os mecanismos de promog¢édo de crescimento
avaliados neste trabalho. A bactéria 25 foi capaz de solubilizar P, Zn, fixar N e
produzir AlA, e a bactéria 30 foi capaz de solubilizar P.

Quando avaliada a MFPA nos diferentes tratamentos de inoculacéo,
verificou-se que a inoculagcdo com o0s micro-organismos 30 e 31 determinou
valores estatisticamente superiores aos demais. O mesmo aconteceu com a
altura das plantulas (ja descrito acima).

Quanto a MSR, os micro-organismos de numero 29, 30 e 31 se
destacaram em relagéo aos demais tratamentos de inoculagdo. Okon & Kapulnik
(1986) conduziram estudos sobre a morfologia das raizes de milho inoculadas
com A. brasilense e verificaram que este microrganismo causa alteracdes
morfologicas na raiz logo apds a germinacdo. Durante as trés primeiras semanas
apos a germinacdo aumentam o numero de pelos radiculares e de raizes laterais
nas plantas inoculadas, mas néo se altera o peso da raiz. A massa seca radicular
aumenta em estagios posteriores.

No entanto, no presente trabalho foi verificado incremento na MSR e MFR
das plantulas de milho apds sete dias de inoculagdo. Este resultado pode estar
relacionado a presenca da interagcdo entre planta e actinomiceto, decorrentes de
caracteristicas genéticas especificas da planta, como producdo de exsudados
radiculares.

Quanto a MSPA foi verificado que os micro-organismos de nimero 2, 31 e
29 foram os mais promissores. Esses também se destacaram em alguns
parametros analisados como: alt. das plantulas, MFR, MFPA. Os resultados
demostraram que isolados 31 e 29 apresentaram uma resposta positiva como

bioinoculantes em plantulas de milho.
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Tabela 16: Efeito da inoculacdo de micro-organismos oriundos dos diferentes
vermicompostos que utilizam AH como unica fonte de C (Grupo lll). Sobre
caracteristicas biométricas de plantulas de milho variedade UENF 506-11 (Zea
mays L.). Os resultados representam média de trés repeticbes com significancia
validada pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Caracteristicas biométricas

Estirpes  Alt.(cm)*
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31
Controle

CV%

27.33C
28.33B
28.00B
26.83C
26.83C
27.33C
25.16D
28.16B
26.83C
27.00C
28.00B
27.16C
27.00C
26.50C
26.66C
27.16C
27.33C
26.33C
25.33D
26.00C
27.00C
26.66C
26.83C
26.66C
27.66B
26.66C
28.00B
27.16C
29.66A
29.66A
28.66B
23.50E
2,54

MFR.(g)*

1.18B
1.542
0.98C
1.11C
1.01C
1.26B
0.58D
1.34B
1.09C
0.97C
0.91C
0.81D
0.93C
0.79D
1.4028
1.542
1.04C
1.10C
1.26B
1.34B
1.532
1.02C
1.33B
1.23B
1.532
1.22B
1.502
1.15C
1.512
1.452
1.29B
0.79D
15,52

MFPA. (g)° MSR(mg)*

0.91B
1.09B
1.08B
0.84C
0.81C
0.99B
0.66D
1.05B
0.81C
0.91B
1.02B
0.95B
0.94B
0.92B
0.98B
1.07B
1.12B
0.95B
0.76C
0.91B
0.97B
0.88C
1.11B
0.94B
1.00B
0.99B
1.02B
1.03B
1.43A
1.58A
1.06B
0.67D
9,44

96C
130B
83C
90C
80C
116B
40C
103B
90C
73C
70C
63C
76C
76C
133B
126B
93C
93C
103B
103B
116B
83C
116B
94C
126B
106B
130B
106B
240A
143B
120B
63C
22,37

MSPA(mg)®

130B
166A
140B
106C
103C
140B
106C
116C
126B
103C
103C
83C
100C
96C
147B
113C
106C
93C
110C
93C
96C
96C
110C
76D
100C
90C
100C
120C
260A
150B
173A
0.67D
15,10

RRPA®
0.73B
0.79B
0.60B
0.84B
0.78B
0.83B
0.36B
0.95B
0.73B
0.71B
0.69B
0.76B
0.73B
0.82B
0.92B
1.10B
0.88B
1.03B
0.97B
1.13B
1.21B
0.87B
1.07B
1.24B
1.30B
1.23B
1.27B
0.91B
9.17A
0.95B
0.71B
0.91B
54,75

Altura (alt); Comprimento radicular (CR); Massa fresca radicular (MFR); Massa fresca da
parte aérea (MFPA); Massa seca radicular (MSR); Massa seca da parte aérea (MSPA);
Relacao raiz/parte aérea (RRPA). Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si

pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, n.s. = diferenca n&o significativa.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O processo de vermicompostagem envolve uma série de transformacdes
da matéria organica catalizadas por comunidades microbianas complexas e pela
acao de minhocas que resultam na formacdo de um produto com grande potencial
de uso na agricultura. Os vermicompostos constituem uma fonte diversa de micro-
organismos cujo potencial biofertilizante e bioestimulante para plantas tem sido
pouco explorado. O Nucleo de Desenvolvimento de Insumos Biologicos para a
Agricultura (NUDIBA) da UENF produz varios tipos de vermicompostos a partir de
diferentes residuos. Foi estabelecido um programa preliminar de prospeccao
microbiana com intuito de obter bactérias candidatas a compor formulacfes
envolvendo inoculantes, substratos agricolas biologicamente enriquecidos e
fertilizantes organo-minerais. O presente trabalho tem como objetivos quantificar,
isolar e caracterizar o potencial de promocéo de crescimento de diferentes
isolados bacterianos diazotréficos e nédo diazotroficos obtidos a partir de diluigbes
seriadas dos vermicompostos produzidos com esterco bovino (E), esterco e torta
de filtro (TF), esterco e bagaco de cana (BC), esterco e torta de girassol (TG) e
com a mistura de todos os residuos (TGBC), além de fragmentos de minhoca e
solo. Para avaliacdo do potencial de inéculo das bactérias diazotroficas presentes

nas diferentes fontes de matéria organica estabilizadas foi proposta uma nova
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metodologia baseada na quantificacdo das populacdes bacterianas induzidas ou
nao pela aplicacao de fontes de carbono ou exsudados da rizosfera. Os isolados
bacterianos com potencial diazotréfico foram obtidos a partir do meio semi-sélido
JNFB isento de N e as bactérias nao fixadoras de N foram obtidas a partir de
placas contendo meio sélido Dygs. Ademais, a partir de um meio sélido
modificado, contendo &cidos htimicos (20 mg C L™) como fonte tnica de carbono,
foram realizadas tentativas de obtencdo de micro-organismos capazes de utilizar
acidos humicos como fonte de energia para futuros trabalhos de enriquecimento
biolégico de substratos agricolas. Foram caracterizados 89 isolados em relacdo
ao tipo de colbnia, morfologia celular ao microscépio éptico, coloracdo de gram e
tracos fenotipicos relacionados a promocéo do crescimento (solubilizacdo de P e
Zn, producdo de compostos indodlicos, degradacdo de celulose). Os resultados
evidenciaram que 56% dos isolados foram capazes de solubilizar P. e 19%
capazes de solubilizar Zn. A habilidade para producdo de AIA foi positiva para
100% dos isolados analisados e 24% se mostraram capazes de degradar
celulose. Além disso, os isolados foram testados quanto ao potencial de
promocdo de crescimento vegetal em condicbes monoxénicas utilizando milho
como planta modelo. Os resultados mostraram que dos parametros analisados,
78% dos isolados foram estatisticamente significativos pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. O estudo da vida microbiana nestes vermicompostos
contribui para entendimento melhor sobre a diversidade microbiana e pode
garantir o sucesso em etapas subsequentes do programa de desenvolvimento de

insumos biolégicos para agricultura desenvolvidos no NUDIBA.

e Foram obtidos 89 isolados bacterianos oriundos de diferentes vermicompostos
maturados e do intestino de minhocas. A maioria dos isolados demonstrou
alguma caracteristica fenotipica associada a promog¢édo do crescimento, com
isolados de numero 29, 30 e 31 (grupo lll) mostrando grande potencial para
uso em inoculantes em plantulas de milho.

e A metodologia da determinagcdo do potencial de inéculo de diazotroficos
naturalmente presentes no vermicomposto demonstrou—se sensivel para
discriminagcdo da sua capacidade diferencial em abrigar estes grupos
funcionais. Estes resultados podem gerar vertentes para evolucdo no uso de

vermicompostos e outras fracdes humicas como veiculo microbiano.



62

O meio idealizado para capturar micro-organismos capazes de degradar
acidos humicos como unica fonte de carbono se revelou eficaz, gerando
resultados importantes para futuros estudos de enriquecimento biolégico de
substratos.

Curiosamente todos os isolados bacterianos, obtidos a partir de um meio com
acido hamico como fonte de carbono e que pertencem ao Grupo Ill foram
capazes de fixar N.
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