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RESUMO

BENTO, Manuela Aparecida de Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, maio de 2013. Prospec¢do e avaliacdo do
potencial biotecnolégico de bactérias da serrapilheira e do solo em éarea de
floresta atlantica do Norte Fluminense. Orientador: Prof. Fabio Lopes Olivares.

A Mata Atlantica é reconhecida como um dos biomas brasileiros mais
ricos em espécies de plantas e animais. O volume relativamente elevado de
informagdes sobre a diversidade vegetal contrasta com os estudos reduzidos
sobre a diversidade de microrganismos existentes no solo deste bioma. Esta
caréncia pode gerar oportunidades para descricdo de novas espécies de
micrébios, com impactos na conservacdo de nosso patrimdnio genético e
possiveis aplica¢des biotecnoldgicas para agricultura e outros dominios da ciéncia
e tecnologia. Propbe-se nesta dissertagdo, um trabalho de quantificacdo de
bactérias  heterotréficas totais e bactérias fixadoras de nitrogénio.
Subsequentemente, a partir do isolamento e caracterizagdo microbiologica das
bactérias, foram avaliados a capacidade dos isolados de fixar biologicamente o
nitrogénio, secretar compostos inddlicos, solubilizar minerais fosfatados e de
zinco e foram realizadas andlises para identificagdo molecular dos isolados.
Foram obtidos um total de 232 isolados, onde, no primeiro grupo (coleta
setembro/2011), encontram-se 169 isolados bacterianos e no segundo grupo

(coleta abril/l2012), foram obtidos 63 isolados bacterianos. A estimativa do

Xi



tamanho das popula¢bes bacterianas na condigdo de potencial basal (pB) e no
potencial carbono induzido (pC) na serrapilheira (S) e nas diferentes
profundidades no solo (P1, P2 e P3) revelaram os maiores niveis populacionais
de bactérias diazotroficas na fragdo serrapilheira e popula¢des ndo detectaveis
em diferentes profundidades. As estimativas pC indicaram incremento das
populagBes de diazotrdoficos em todo perfil do solo analisadas. Dos isolados
obtidos no grupo I, 75% apresentaram caracteristicas morfolégicas de bastdes e
25% apresentaram caracteristicas morfologicas esféricas e 89% foram
caracterizadas como Gram-negativas e 11% como Gram-positivas. Quanto a
solubilizagdo de P e Zn, respectivamente 91 e 67% dos isolados bacterianos
foram capazes de solubilizar. No segundo grupo, dos 63 isolados bacterianos,
60% se apresentam na forma bastdo e 40% na forma esférica, 62% das bactérias
foram caracterizadas como Gram-negativas e 38% como Gram-positivas. Quanto
a solubilizacdo de P e Zn, respectivamente 56 e 41% foram positivos para esta
caracteristica. Todos os isolados bacterianos, na presenca ou auséncia de
triptofano foram capazes de produzir compostos inddlicos nos dois grupos. A
quantificagcdo de AlA variou de 15,3 a 688,0 yM em meio sem triptofano e de 12,8
a 603,2 yM em meio na presenca de triptofano para o grupo | e 53,5 a 625,0 uM
em meio sem triptofano e 48, 0 a 619, 2 yM em meio acrescido de triptofano para
o grupo Il. ldentificagdo molecular das bactérias pelo sequenciamento do gene
16S rDNA resultou em 13 géneros distribuidos em 25 taxons pertencentes aos
filos Proteobacteria (76 % das linhagens), Firmicutes (16 %), Actinobacteria (4%)
e Bacteroidetes (4%). Estes dados de sequenciamento s&o relativos apenas as
bactérias oriundas do grupo Il (coleta de abril/2012) e cobrem 36% do universo de
isolados. Os resultados permitem concluir que o indice pluviométrico afeta a
quantidade e diversidade populacional de microrganismos culturdveis, que as
maiores densidades e diversidade taxondémica de bactérias heterotroficas
encontram-se no compartimento serrapilheira e que o sistema solo-serrapilheira
deste bioma possui elevado potencial para geragédo de processos e produtos

microbianos.

Palavras-chave: fixagdo de nitrogénio, diversidade microbiana, ciclagem de

nutrientes.
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ABSTRACT

BENTO, Manuela Aparecida de Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, May, 2013. Exploration and evaluation of the
biotechnological potential of bacteria from litter and soil in an area of Atlantic

Forest at North Fluminense. Advisor: Prof. Fabio Lopes Olivares.

The Atlantic Rainforest is known as one of the richest Brazilian plant and animal
biomes. The relatively high amount of information on vegetable diversity contrasts
with poor studies on microorganisms living on that biome soil. Such a lack of
information may give place to opportunities for description of new species of
microbe, influencing the conservation of our genetic heritage and possible
applications in biotechnology for agriculture and other sciences and technologies
issues. This dissertation intends to quantify a total of heterotrophic bacteria and
nitrogen-fixing bacteria. Subsequently, from the microbiological isolation and
characterization of bacteria it was assessed the capacity of the isolated ones to
biologically fix nitrogen, secrete indole composites, solubilize zinc and phosphate
minerals, and there were performed analysis for molecular identification of the
isolated. Were obtained a total of 232 bacterial isolates, where, in the first group
(September/2011 collection) were found 169 bacterial and in the second group
(April/2012 collection) were obtained 63 bacterial strains. The estimated size of
bacterial populations in the conditions of basal potential (pB) and the potential
induced carbon (pC) in the litter (S) and in different depths in soil (P1, P2, P3)
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reveals greater diazotrophic bacteria population within the litter fraction and non-
detectable populations in different depths. The pC estimations have indicated
increased dizotrophic populations throughout the extent of soil analyzed. From the
isolated obtained in Group |, 75% presented rod-shaped characteristics and 25%
presented sphere-shaped characteristics, 89% were characterized as Gram-
negative and 11% as Gram-positive. As for the solubilization of Phosphate and
Zinc, 91% and 67% respectively of the bacterial isolation were able to solubilize. In
the Second Group, out of the 63 bacterial isolations, 60% of which are rod-shaped
and 40% are sphere-shaped, 62% were characterized as Gram-negative and 38%
as Gram-positive. As for the solubilization of Phosphate and Zinc, 56% and 41%
respectively were able to it. All the isolates, with or without tryptophan, were able
to produce indole composites in both groups. The Quantification of IAA ranged
from 15.3 to 688.0 uM in medium without tryptophan and from 12.8 to 603.2 uM
amidst the presence of tryptophan in group | and from 53.5 to 625.0 pM in medium
without 48 and tryptophan, from 0 to 619 uM in the second medium supplemented
with tryptophan for group Il. The molecular identification of bacteria by sequancing
of the gene 16s rDNA resulted in 13 genders distributed in 25 taxa belonging to
phyla Proteobacteria (76% of lineage), Firmicute (16%), Actinobacteria (4%) and
Bacteroidete (4%). These sequencing data are only related to bacteria from Group
Il (collection April 2012) and refer to 36% of the total amount of isolates. Results
allow us to conclude that rain rates affects quantity and diversity of culture-able
microorganism populations, that greater density and taxonomic diversity of
heterotrophic bacteria are found in litter and that the system soil-litter of that biome
has a high potential for generation of microbial processes and products.

Key words: Biological Nitrogen Fixation, Microbial Diversity, Nutrient Cycling.
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1. INTRODUCAO

Embora exista um volume relativamente elevado de informagdes sobre a
diversidade vegetal, esta contrasta com os estudos reduzidos sobre a estrutura e
diversidade de microrganismos existentes nos solos da Mata Atlantica. Segundo
Gongalves e Diniz (2008) estimasse que na Mata Atlantica encontram-se de dois
a treze milhdes de espécies de bactérias, microrganismos estes que
desempenham papel importante em varios processos responsaveis pela
sustentabilidade dos ecossistemas, tais como a ciclagem de nutrientes, promogao
do crescimento vegetal por meio da produgcdo de compostos indodlicos,
solubilizagdo de fontes minerais inorgéanicas fosfatadas e zinco, dentre outros.
Estes processos séo influenciados pela complexidade, heterogeneidade, dinamica
e interacdo dos diversos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos do sistema edéfico
(Moreira e Siqueira, 2006).

Neste bioma, encontram-se nas Matas de Tabuleiros, um ecossistema
estacional dos dominios da Floresta Atlantica associado a de tabuleiros formado
por sedimentos terciarios e quaternarios (cenozdicos) com depdsitos arenosos e
argilo-arenosos de cores vivas, denominado Formacé&o Barreiras, estendendo-se
na costa leste do Brasil, desde a cidade de Cabo Frio até a cidade de Natal, no
Rio Grande do Norte (Rabelo, 2007).

Um exemplo deste tipo de ambiente, presente na area de atuacdo da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), é a Mata do Carvéo,

elevada ao status de Estacdo Ecoldgica de Guaxindiba. Atualmente, restam 1.200



de 6.000 hectares da area original desta mata, devido as atividades agro-
agucareiras, a pecuaria, a producdo de carvao vegetal e a comercializagdo de
madeiras como, por exemplo, das espécies Aspidosperma spp., Copaifera lucens,
Paratecoma peroba e Tabebuia spp., principalmente ocorridas nas décadas de 60
e 70 (Silva e Nascimento, 2001).

A matéria organica tem pronunciada significancia para qualidade do solo,
face sua ampla influéncia nas diferentes propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas. Particularmente importante é sua inter-relagdo com as comunidades
microbianas do solo, atuando por si como nicho ou na estruturacdo de agregados
para estabelecimento de comunidades microbianas e como fonte de compostos
organicos e minerais para condicionamento da estrutura, diversidade e atividade
microbiana do solo (Lopes, 2012).

Em ambientes florestais, a deposicdo de material organico na superficie
do solo é um evento chave para a manutencdo da produtividade primaria nestes
ecossistemas. Esta matéria orgénica, oriunda principalmente de estruturas
vegetativas e reprodutivas de espécies vegetais presentes na area € conhecida
como serrapilheira. A decomposi¢cdo da serrapilheira mediada, em parte, pela
comunidade microbiana do solo, assegura a transferéncia de nutrientes para o
sistema solo-planta e gera matéria organica estabilizada, importante para o
equilibrio do ciclo virtuoso que envolve a planta, a serrapilheira, o solo e a
comunidade microbiana manifestos em um dos servigos ambientais mais
relevantes para a sustentabilidade do planeta terra, a ciclagem de nutrientes. (Bini
et al, 2012).

A caracterizagdo microbiolégica e dos tragos fenotipicos relacionados a
promogédo do crescimento vegetal sdo importantes para conhecer e preservar as
bactérias presentes no solo, assim como avaliar o potencial dos isolados a fim de
desenvolver novas formulagcdes de bioinoculantes destinados a produgéo
agricola, sdo fundamentais também nos processos bioldgicos de bioremediacao
atravées da decomposicdo dos residuos e na atividade de biocontrole de
patégenos (Pereira e Freitas, 2012; Machado et al. 2012). Desta forma, além da
caracterizagdo microbiolégica e fenotipica testada, a caracterizagdo quimica do
ambiente edafico que abriga a diversidade e a atividade microbiana foi avaliada,
com intuito de relacionar caracteristicas abioticas com as caracteristicas de

diferentes grupos microbianos.



OBJETIVO GERAL: Ampliar o conhecimento sobre a biodiversidade
microbiana e realizar a prospeccdo de bactérias com potencial biotecnoldgico
associado ao solo e a serrapilheira em quatro parcelas permanentes de um setor,

na Estacéo Ecoldgica de Guaxindiba, RJ em periodos de tempo distintos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

l. Isolar bactérias diazotroficas e heterotroéficas;
I. Determinar o potencial populacional basal e potencial populacional induzido
por carbono-labil para bactérias presentes no solo e na serrapilheira;
Il Caracterizar celular e culturalmente as bactérias heterotréficas e
diazotrdficas presentes na serrapilheira e no solo em estudo;
V. Avaliar a capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar fésforo, zinco e produzir
compostos inddlicos dos isolados;
V. Determinar a taxonémica das bactérias isoladas através da identificacéo
molecular dos isolados (a0 menos ao nivel de género);
VI. Relacionar os resultados qualitativos e quantitativos obtidos para os grupos
microbianos estudados com fatores edéaficos em funcao da profundidade do solo
em dois periodos climaticos distintos, ap6s o periodo de seca e apds o periodo

chuvoso.

HIPOTESE:

Bactérias culturaveis provenientes do Bioma Mata Atlantica podem
apresentar caracteristicas fisiologicas relevantes para seu aproveitamento
biotecnoldgico e sua densidade pode apresentar relagdes com atributos edaficos

e variagOes sazonais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biodiversidade microbiana do solo

O estudo e o manejo de tecnologias para analises de componentes
biol6gicos do solo constituem fontes tecnoldgicas promissoras na agricultura
sustentavel. Desta forma, estudos sobre a diversidade microbiolégica s&o
essenciais para uma compreensdo mais ampla e definida sobre sua fungéo no
ecossistema.

O conceito de qualidade do solo vem sendo discutido mais incisivamente
desde a década de setenta, na qual se determinava que um solo considerado
bom fosse aquele com elevada fertilidade, ou seja, quanto maior produtividade,
maior a qualidade atribuida ao solo. Porém, evolu¢des conceituais ocorreram e a
definicdo de qualidade do solo ndo mais se restringe a fertilidade, mas também a
abundancia e diversidade de organismos (Doran e Zeiss, 2000). Estes autores
apontam que existem indicadores empiricos que determinam as potencialidades
do solo por meio da presenga ou ndo de plantas, animais, erosdo, qualidade da
matéria organica, compactacdo do solo, além da atividade de microrganismos,
promovendo assim, uma relagcdo entre diversidade microbiana e qualidade do
solo.

A avaliac@o da biodiversidade no solo é uma importante ferramenta para
identificac&o das interagcfes entre microrganismos e plantas, além de esclarecer o

equilibrio destas estruturas no meio em que vivem (Pereira et al., 1996). No



entanto, diversos estudos fazem-se necessarios devido a vasta e desconhecida
estrutura e inter-relagdes funcionais entre as comunidades microbianas.

Estes microrganismos representam uma ampla diversidade quimica e
molecular existente no meio ambiente, onde estabelecem uma base para o0s
sistemas ecoldgicos, como os ciclos biogeoquimicos e a cadeia trofica. Membros
da comunidade microbiana sofrem n&o apenas mudangas proporcionadas por
suas atividades metabdlicas e fisiologicas, como também estdo sujeitos a
interferéncias fisicas e quimicas do meio que o circunda (Hunter-Cevera, 1998).

Estudos da diversidade e estrutura microbiana envolvem o emprego de
ensaios bioldgicos e quimicos, dos quais podem ser citados: contagem direta de
células com o auxilio da microscopia de epifluorescéncia, utilizando fluorocromos
ndo especificos (p.ex, DAPI), contagem de colénias em placas de Petri contendo
diferentes meios de cultura, e métodos moleculares, utilizando DNA genbmico.
Mais recentemente, uma gama de métodos moleculares tem permitido avangar
significativamente no conhecimento sobre taxons e funcionalidades microbianas
através de técnicas que incluem a investigacdo de parte da sequéncia do DNA,
como do gene 16S rDNA em bactérias e 18S rDNA em fungos, que é amplificado
por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e, subsequentemente, caracterizado
através da clonagem e sequenciamento ou entdo analisado por eletroforese,
através das técnicas de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis),
T-RFLP (Terminal Restriction Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), RISA (Ribossomal Intergenic Spacer Amplification),
DGGE/TGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis/Temperature Gradient
Gel Electrophoresis) e SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)
(Ranjard et al., 2000; Kozdréj e Van Elsas, 2001).

2.2. Diversidade funcional de microrganismos no solo

Compreende-se por diversidade funcional o conjunto de processos e
servicos desempenhados pelos microrganismos no solo (Kennedy, 1999). E
importante elucidar o papel, as potencialidades e as relagdes dos microrganismos
em um dado bioma, devido ao conhecimento incipiente sobre diversidade

estrutural e funcional desses microbios (Zilli et al, 2003). Exemplos destes



processos incluem fixagdo biolégica do nitrogénio (FBN), ciclagem de nutrientes,

solubilizacéo de fésforo e zinco, dentre outros processos.

2.2.1. Fixagao Biol6gica de Nitrogénio

O nitrogénio é um elemento essencial para a constituicdo de biomoléculas
importantes como ATP, NADH, NADPH, proteinas, acidos nucleicos, clorofila e
uma série de enzimas (Miflin e Lea, 1976; Harper, 1994). Embora sua
concentragdo na atmosfera seja de aproximadamente 78% na forma de nitrogénio
atmosférico (Ny), as plantas ndo sdo capazes de absorvé-lo e incorpora-lo ao seu
metabolismo como ocorre com outras moléculas, devido a elevada estabilidade
da ligacao tripla entre os 4tomos de nitrogénio (Ddbereiner, 1997; Dalla Santa et
al., 2004, Sabino, 2007).

O fornecimento de nitrogénio as plantas, nas formas absorviveis, nitrica
(NO3) ou amoniacal (NH4 ) provém, principalmente, da aplicacdo de fertilizantes
quimicos nitrogenados e/ou da fixagcdo biol6égica do N, (FBN) (Dalla Santa et al.,
2004). A FBN é o processo pelo qual o N2, forma molecular inerte, € transformado
em fon aménio (NH4") de acordo com a equagéo abaixo. Os microrganismos
responsaveis por tal conversdo sdo denominados diazotréficos, um grupo
especifico de procariotos que possuem o complexo enzimatico nitrogenase que

catalisa a reagcao (Simpson e Burris, 1984).
N, + 8H" + 8e- + 16Mg ATP — 2NHj3 + H, + 16Mg ADP + 16Pi

Os microrganismos diazotréficos podem ser classificados em trés grupos:
0s que vivem livres no solo, os associativos que fixam nitrogénio sem provocar
mudancgas na estrutura na planta hospedeira e os diazotréfos simbidticos, que
estimulam a formacao de estruturas diferenciadas, denominado nédulos (Marin,
1999). Segundo Kuss (2006), os organismos de vida livre compreendem aqueles
qgue necessitam de um ambiente com disponibilidade de carbono utilizavel para a
realizacdo do processo de FBN, sendo caracterizados heterotréficos (Marin,
1999). Na rizosfera, regido limitrofe do solo com o sistema radicular, rica em
compostos de carbono e nutrientes, h4 uma alta competicdo entre estes

microrganismos. Exemplos de organismos de vida livre incluem representantes



dos géneros Bacillus, Paenibacillus, Beijerinkia, Azomonas e Azotobacter (Kuss,
2006; Becking,1991; Dobereiner e Ruschel, 1958).

O grupo de microrganismos classificados como associativos, também
reconhecidos como endofiticos, tem por definicdo aqueles que colonizam o
interior das plantas, sem causar sintomas e que podem ser isolados de tecidos
vegetais superficialmente desinfestados (Kloepper et al., 1997). Bactérias
diazotroficas que estabelecem associacdo endofitica do tipo obrigatéria séo
genericamente conhecidas como rizébios, estabelecem uma eficiente associa¢ao
simbidtica com leguminosas, por meio de estruturas especializadas chamadas
nodulos em raizes e caules do hospedeiro (Stroschein, 2007; Hungria et al.,
2007).

O trabalho de Xavier (2006) exemplifica o potencial benéfico que a FBN
possui na producdo sustentavel da cana-de-agucar, no qual a atividade mediada
por microrganismos fixadores de nitrogénio no sistema solo planta, associados ao
manejo adequado e a utilizacao de variedades de cana-de-acUcar eficientes para

FBN possam reduzir ou até mesmo eliminar a adubag&o quimica nesta cultura.
2.2.2. Solubilizagéo de fésforo

O fésforo € um macronutriente fundamental por compor moléculas de DNA
e RNA responsaveis pela transmissdo de informagfes genéticas. Além disso,
apresenta papel importante no ecossistema por constituir moléculas que exercem
funcbes metabdlicas e de transferéncia de energia como o ATP (Ferreira et al.,
2011; Nahas, 1991).

Para Barber (1995), o fésforo presente no solo pode ser dividido em
quatro categorias, dentre as quais podem ser citadas: (i) o fésforo na forma i6nica
e em compostos na solucdo no solo; (ii) fosforo adsorvido nas superficies dos
constituintes minerais presentes no solo; (iii) minerais cristalinos e amorfos de
fosforo e (iv) o presente na matéria organica (P-organico).

A maior reserva de fésforo encontra-se na matéria organica, nas rochas,
apatitas, e em outros minerais (Cerigioli, 2005), no entanto, devido a sua baixa
mobilidade, a disponibilidade na solugdo do solo é bastante limitada. Muitos
destes materiais fosfatados possuem massa molecular elevada, necessitando ser

primeiramente convertido a formas inicas soltveis (fésforo inorganico: HPO,?,



H,PO,’) ou fosfato de baixo peso molecular para entdo serem assimilados pelas
células (Goldstein, 1994).

Segundo Khan et al. (2006), na interface solo-planta, a microbiota exerce
um papel essencial nos processos de mineralizacdo e solubilizacdo por meio de
enzimas fosfatases (Rodriguez e Fraga, 1999), fitases (Nahas, 2002) e é&cidos
organicos, tornando-os, desta forma, disponiveis aos vegetais.

Dentre as formas de solubilizagdo de fosforo inorganico, a liberacdo de
acidos organicos sintetizados pelos microrganismos do solo consiste no principal
mecanismo. Dentre tais acidos, o &cido glucdnico parece ser o agente mais
frequente na solubilizagcdo mineral deste macronutriente (Rodriguez et al., 2006).
Outros acidos organicos, tais como acido latico, oxalico, malénico, piravico,
tatarico e succinico, também, sdo destacados como solubilizadores de fosfato
(Whitelaw et al., 1999; Reyes et al., 2001). Diversos géneros bacterianos séo
importantissimos nesta converséo para fésforo disponivel aos vegetais, dos quais
podemos citar Pseudomonas (Gugi et al., 1991), Bacillus, Delftia, Rhodococcus,
Arthrobacter, Phyllobacterium (Chen et al.,, 2006), Rhizobium (Abd-Alla, 1994),
Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus, Klebsiella, Escherichia (Thaller, 1995)
enquanto nas populagbes fungicas, se destaca 0s géneros Aspergillus e
Penicillium (Vassilev et al., 1996).

A estimativa da capacidade de solubilizagdo de fosfato por parte destes
microrganismos acima citados, tem sido possivel através de métodos de cultivo
em placas, no qual éareas ao redor das coldénias de microrganismos em meios
contendo fosfatos minerais insollveis como Unica fonte de P se diferenciam,
podendo ser observadas através da formagdo de zonas claras (Rodriguez e
Fraga, 1999, Nautiyal, 1999, Vazquez et al., 2000, Pérez et al., 2007).

Mesmo sendo considerado um método de confianca para o isolamento e
caracterizagdo preliminar de microrganismos solubilizadores de P (Mehta e
Nautiyal, 2001), Gupta e colaboradores (1994), aperfeicoaram o procedimento
com a inser¢do de azul de bromofenol ao meio. Os halos amarelados formados
sdo provenientes da queda do pH produzido pela liberagéo de &cidos orgéanicos,
responsaveis pela solubilizacdo de fosfato.

A atividade solubilizadora de Burkholderia cepacia foi avaliado em trés
tipos de fosfatos insoluveis, indicando que a solubilizacdo de fosfato de célcio e

de fosfato de hidroxiapatita foi mais intenso em comparagao



ao fosfato de aluminio. Andlises cromatogréficas indicam que esta atividade se da
pela queda do pH por meio do &cido glucénico liberado por esta estirpe (Song et
al., 2008). O trabalho de Intorne et al. (2009) comprova a participagéo destes
compostos na solubilizagdo de fosforo através de mutantes de Gluconacetobacter
diazotrophicus (Pal 5), identificando o gene PQQ da estirpe selvagem envolvido
na conversao de glucose em acido glucénico.

Desta forma, um maior entendimento da capacidade e da eficiéncia dos
microrganismos em solubilizar diferentes fosfatos, pode nos levar a prospecc¢ao
de isolados com alto potencial de mineralizagcdo para compor inoculantes capazes

de fornecer P-labil para as plantas (Souchie et al., 2005).

2.2.3. Solubilizag&o de zinco

Os efeitos biolégicos na mobilidade dos metais como o fésforo e o zinco
no solo resultam da comunica¢do imediata com os microrganismos através da
solubilizagéo indireta que ocorre pela reacdo de um produto do metabolismo
microbiolégico ou pela mudancga no solo, provocada por estes micrébios (Costa et
al., 2002).

O zinco no solo esté presente em trés fragdes: (i) Zn soltvel em agua (Zn?
" e fragBes organicas sollveis); (ii) os adsorvidos na frac&o coloidal (associados a
argila, compostos humicos e hidroxidos de Al e Fe) e (iii) complexos insolUveis de
Zn e minerais (Broadley et al., 2007).

Sua distribuicdo nos solos depende de diversos fatores, como o tipo de
solo, pH, tipos de argila, regides geogréficas, taxa de intemperismo, qualidade da
matéria organica e a biota ativa. Todos este fatores podem afetar a distribuicdo de
Zn no solo (Pereira et al., 2007, Broadley et al., 2007). Entretanto, a concentragéo
na solucdo do solo é geralmente muito baixa, encontrando-se mais de 90% deste
zinco na fracdo insolluvel, estando desta forma, pequenas fragbes disponiveis a
nutricdo vegetal (Broadley et al., 2007).

No trabalho de Saravanan et al. (2007), Gluconacetobacter diazotrophicus
estirpe PAL 5 exibiu maior halo de solubilizagdo quando testadas em um ensaio
em placa com Zn metalico, quando comparado com cloreto de zinco (ZnCly).
Analises de espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier

indicaram como um dos agentes de solubilizagdo do Zn metalico, o acido
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gluconico. A estirpe de Pseudomonas aeruginosa, isolada de amostras de solo, foi
capaz de solubilizar 6xido de zinco e fosfato de zinco em meios contendo glicose
através da observacdo de zonas claras ou halos em torno das coldnias (Fasim et
al. 2002). Em Baldoto (2009), foram testadas 20 estirpes de bacterias
diazotrdficas quanto a sua capacidade de solubilizar 6xido de zinco e dentre estas
estirpes, cinco delas formaram um halo de solubilizacdo, sendo a estirpe UENF
118501b, aquela que apresentou maiores valores em torno de 11,22 mm de
diametro.

Assim, a sele¢éo e inoculagéo de bactérias solubilizadoras de zinco pode
ser (til na conversdo em formas assimilaveis, tornando-os disponivel ao sistema

do solo, proporcionando ganhos a producéo agricola e a nutrigdo do solo e planta.

2.2.4. Producéo de fitormoénios

As bactérias rizosféricas podem também influenciar no desenvolvimento
das plantas por meio da producdo de fitormonios (Junior et al., 2009). Os
hormonios vegetais (citocinina, giberelina, etileno e auxina) sdo reguladores
naturais de crescimento e desenvolvimento das plantas, apresentando a
capacidade de interferir nos processos fisiolégicos em baixas concentragfes
(Marchioro, 2005).

Dentre os hormbnios vegetais, temos a auxina, um regulador do
crescimento vegetal. Dentre as auxinas, a mais conhecida é o acido indol acético
(AlA), reconhecido por provocar efeitos rapidos na estrutura vegetal que envolve
as taxas e orientacdo da divisdo, o alongamento e a diferenciagdo celular
(Dobbelaere et al., 2003), que afetam o programa genético de modelagem
corporal dos vegetais.

Além da produgéo nos tecidos vegetais, a sintese de AlA é creditada a
bactérias associadas a planta (Spaepen et al., 2007), as quais influenciam
diversos mecanismos que alteram o0 programa genético de crescimento e
desenvolvimento da planta. Véarias rotas metabdlicas foram reportadas para a
biossintese de AIA em bactérias, porém o triptofano tem sido destacado como um
precursor fisiolégico para a biossintese de auxinas em microrganismos e plantas
(Spaepen et al.,, 2007; Lambrecht et al., 2000, Radwan et al., 2004). Os

exsudados radiculares sdo fontes naturais do aminoacido triptofano (Lum e
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Hirsch, 2003) para os microrganismos presentes no solo, favorecendo o aumento
da biossintese microbiana de auxina na rizosfera. Varios estudos indicam que 0s
microrganismos estdo ativamente envolvidos na sintese de auxinas, tanto em
meio de cultura como no solo (Zimmer e Bothe, 1988, Sottero, 2006, Ahmad,
2005).

A biossintese de AlIA é importante no crescimento e desenvolvimento de
plantas, e pode ser usado como um dos critérios para a selecdo de
microrganismos eficazes na promog¢ao do crescimento vegetal (Ali et al., 2008).
Neste sentido, microrganismos que sintetizam AIA sé@o considerados importantes
promotores de crescimento vegetal, podendo melhorar o rendimento das culturas
vegetais (Arkhipova et al., 2005).

No trabalho de Patten e Glick (2002), em que foi realizada inoculagéo de
Pseudomonas putida selvagem e deficiente para produgéo de &cido indol acético
em raizes de canola, foi observado que o crescimento das raizes inoculadas com
a estirpe selvagem teve um aumento de 35 a 50 % em relag&o a planta inoculada
com a bactéria mutante e ao controle (ndo inoculado), demonstrando a
importancia que o AIA bacteriano exerce sobre as taxas de crescimento das

raizes de plantas.

2.3. Matéria organica no solo

Ao longo da histéria, a definicho de matéria organica apresentou carater
enigmatico. Significados como terra, solo, argila e horizonte foram atribuidos a
palavra humus até que este fosse considerado um termo precursor para o atual
significado da matéria organica, com base nas definicbes de Thaér (1856) em
“Principles of Rational Agriculture” (Manlay et al., 2006).

A matéria organica do solo (MOS) é definida, segundo Stevenson (1994),
como uma mistura de compostos em etapas variadas de decomposicao,
resultantes da degradacdo biologica de residuos vegetais e animais. Silva e
Mendonga (2007), por sua vez, definram MOS como a fracdo do solo que
compreende todos 0s organismos Vivos nele presentes e seus restos em
diferentes graus de decomposicéo.

A fracdo humica da matéria organica é considerada um componente

fundamental para o ecossistema, pois estd envolvida em diversas reacdes
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quimicas no ambiente edafico (Stevenson, 1994). Nele, a matéria hiumica atua na
sua estruturacdo, formacdo de quelatos com metais pesados, adsorgdo de
pesticidas e no processo de assimilagéo de nutrientes pelos vegetais (Canellas e
Santos, 2005; Trevisan et al., 2010).

A percepcdo da complexidade da MOS tem direcionado muitos estudos
cientificos sobre os processos ecoldgicos, biolégicos e fisico-quimicos por elas
governados. Avangos no conhecimento sobre a diversidade de seus
componentes, as vias de transformacdo e estabilizagdo levaram a uma
compreensdo ampliada da natureza quimica, estrutural e funcional de suas
fracdes (Pillon et al., 2002).

Com relacéo a estabilizagdo, a MOS pode ser dividida em fracdo leve ou
labil, cujo processo de decomposicdo é ativo, e fracdo humificada ou estavel,
compostas por substancias humicas e outras macromoléculas orgéanicas
resistentes a atividade microbiana. Estas fragcbes humicas desempenham papel
importante na fertilidade dos solos (Abbruzzini, 2011).

A MOS cumpre uma série de fungdes cuja importancia esta intimamente
relacionada aos diferentes tipos de solo, clima e manejo da terra. Sua
contribuicdo para a fertilidade, produtividade e sustentabilidade de ecossistemas
agricolas € indubitavelmente relevante (Craswell e Lefroy, 2001; Tiessen E
Shang, 1998). Destacamos seu papel como uma das principais fontes de energia
e nutrientes ao ecossistema, capaz de manter a produtividade dos solos em geral.
Dentre os beneficios gerados pela MOS, tem-se a melhoria das condicdes fisicas
do solo e o fornecimento de energia para o crescimento microbiano (Silva e
Resck, 1997), o que reflete em maior ciclagem de nutrientes e aumento da CTC
(capacidade de troca cationica) do solo (Paes et al., 1996).

As principais caracteristicas quimicas do solo afetadas pela MOS séo a
CTC, a disponibilidade de nutrientes como nitrogénio, enxofre e boro para as
espécies vegetais cultivadas e a complexacdo de elementos toxicos e
micronutrientes ( Bayer e Mielniczuk, 2008). No que diz respeito a CTC do solo, a
matéria organica €, por vezes, a principal representante desta caracteristica. A
fragdo humica da MOS ¢é atribuida a elevada concentracdo de grupos
carboxilicos, capazes de promover a retengdo de nutrientes e consequentemente,

reduzir a lixiviagdo destes (Bayer e Mielniczuk, 2008).
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A disponibilidade de nutrientes para a solu¢cdo do solo pode ser afetada
pela presenca de compostos organicos como fosfatases acidas que solubilizam
pequenas fontes de fosforo presentes no solo, fitossideroforos queladores de ions
metalicos como Fe™ e Zn™, além de mucilagens que reduzem a concentragdo de
fon Ca®* na solugdo do solo, evitando a complexacéo de fésforo em pH elevado
(Marschner, 1993).

A habilidade complexante apresentada pela MOS também € atribuida a
grupos funcionais reativos oxigenados tais como carboxilas, hidroxilas fendlicas e
carbonilas, presentes na estrutura molecular himica (Stevenson, 1972). Estudos
realizados por Jordao et al. (1993), avaliou o comportamento de metais Cu, Cd,
Pb, Zn e Co na presenca de &cidos humicos extraidos de solo, em diferentes
valores de pH. Os resultados obtidos demonstraram que, em pH 8,5, 99% do Cu
foi retido pelos sitios de ligacdo das macromoléculas organicas, e que em pH 4,5,
proximo aquele apresentado naturalmente pelo solo em estudo a preferéncia de
retencdo dos metais pelos &cidos huamicos foi Pb, Cu, Co, Ca e Zn.

Quanto aos efeitos fisicos, a agregacéo € a principal caracteristica do solo
influenciada pela matéria organica e resulta do arranjo das particulas primérias do
solo, mantida por agentes cimentantes como argilas e matéria organica (Lima et
al., 2003; Salton, 2005). Solos bem agregados apresentam maior porosidade
quando comparados aqueles pobres em agregacédo, resultando numa melhor
capacidade de infiltracdo de 4gua da chuva, favorecendo a troca gasosa entre o
solo e a atmosfera e com isso atividades microbiana como a nitrificagdo, por
exemplo. De forma geral, solos bem estruturados conferem melhores condigoes
para o desenvolvimento das plantas, principalmente por oferecem menores
restricdes mecanicas ao desenvolvimento da raiz e emergéncia da planta
(Dufranc et al., 2004). Os demais efeitos de ordem fisica como aeracgdo,
porosidade, densidade e capacidade de retengcéo de 4gua, resultam indiretamente
da agregacéo (Bayer e Mielniczuk, 2008).

Em relacdo aos efeitos bioldgicos, a MOS funciona como fonte primaria
de energia e nutrientes para muitos organismos do solo, funcionando como uma
forca motriz para a atividade biologica. Microrganismos quimioheterotréficos
utilizam essa energia para mineralizagdo de nitrogénio e enxofre presentes no

solo (Bayer e Mielniczuk, 2008).
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A MOS ainda pode interferir nas caracteristicas bioldgicas do solo por
meio da presenca de exsudatos organicos rizodepositados. Estes exsudatos
podem ser acidos organicos, agUcares, compostos fendlicos, aminoacidos,
fitosideroforos, mucilagens e ectoenzimas. Tais substancias podem estimular a
comunidade microbiana, levando a fixagdo biolégica do N atmosférico por
diazotroficos e a produgdo de substéncias reguladoras do crescimento vegetal
(Marschner, 1993).

2.4. Interacdo entre matéria organica e microrganismos do solo

Os ecossistemas possuem dois compartimentos fundamentais nos
processos de ciclagem de nutrientes: os produtores e os decompositores
(Gongalvez e Diniz, 2008). No primeiro compartimento encontram-se as plantas
vasculares e no outro compartimento os fungos, bactérias e outros
microrganismos. A co-dependéncia entre estes compartimentos provém da
interacdo entre os produtores que fornecem compostos organicos ao sistema e
aos microrganismos decompositores que, por sua vez 0S convertem em
moléculas mais simples e inorganicas que servirdo para a nutricdo dos proprios
vegetais (Naeem et al., 2000). Assim, além da atividade de mineralizagdo e
solubilizagéo dos nutrientes que os microrganismos dispdem as plantas, parte dos
compostos simples provenientes da matéria organica € utilizada pelo préprio
metabolismo microbiano, o que eleva a biomassa no solo e imobiliza parte destes
nutrientes, funcionando como um reservatorio temporério (Schloter et al., 2003).

Embora escassos, os estudos sobre a ciclagem de nutrientes e processos
biogeoquimicos sdo essenciais a compreensdo do funcionamento de
ecossistemas (Schlesinger, 1997), pois através do entendimento desta dindmica
de nutrientes, podem-se obter informagdes sobre a distribuicdo de elementos no
sistema e inferir sobre os fluxos de nutrientes entre os diferentes compartimentos
(Golley, 1996; Jordan, 1985). Como destaca Parron (2004), nos ecossistemas
tropicais encontra-se grande biodiversidade, e o entendimento do fluxo de
nutrientes e energia que ocorrem no solo, serrapilheira e raizes podem
proporcionar uma maior compreensao sobre a mineralizagdo dos nutrientes e a

relacdo das comunidades com o ambiente, sendo a serrapilheira a grande
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representante da transferéncia de nutrientes das plantas ao solo em ecossistemas
florestais (figura 1) (Cunha et al., 1993; Brun, 2004; Vogel, 2012 ).

Produgao de
serapilheira

-w

A " Materia organica e
¥ 4‘\1 solo mineral
-

ADsOrcao e Decomposigio i
assimilagao mineralizagao
de nutrientes
Mutrientes na solugio
do solo
Intemperismo

minera]d_,/‘
m

Figura 1: Ciclagem de nutrientes em floresta tropical (de acordo com Schlesinger,
1997).

Cardoso et al., (2009) afirmam que ambientes de floresta nativa, com
solos de baixa fertilidade natural, ttm sua manutencdo fortemente associada ao
equilibrio entre a cobertura vegetal e os processos biogeoquimicos do solo,
processos estes mediados por microrganismos presentes no solo. A biomassa
microbiana, segundo Gama-Rodrigues et al. (2005) e Barreto et al. (2008),
interfere diretamente no ciclo do carbono e nitrogénio e representa um importante
reservatério de nutrientes nos solos e fonte para o estudo de ciclagem de
nutrientes, em diferentes ecossistemas, além de representar um importante
indicador do grau de perturbacdo dos biomas (Cardoso et al., 2009, Pefa et al.,

2005). O tamanho e a atividade desta comunidade microbiana determinardo a



16

intensidade que os processos bioquimicos irdo acontecer (Vargas e Scholles,
2000).

O trabalho de Lisboa et al. (2012) analisou diversos atributos microbianos,
como a atividade das enzimas f-glicosidase, urease, fosfatase &cida e
arilsulfatase, juntamente com a determinacdo da atividade respiratéria e da
biomassa microbiana do solo, a fim de avaliar a qualidade de um solo na Estagéo
Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Este
solo foi submetido a diferentes sistemas de preparo (convencional e plantio direto)
e de culturas em relagdo a um sistema referéncia, considerado como condi¢ao
original do solo para a realizacdo de comparacdes entre os diferentes manejos,
indicando que a microbiota pode ser considerada um bioindicador da qualidade do
solo.

Um exemplo mais explicito das inUmeras vertentes que envolvem o
aproveitamento tecnoldgico da interacdo entre microrganismos e a matéria
organica esta refletida no trabalho de Ndaw et al. (2011), que avaliaram o efeito
da inoculagdo da bactéria Herbaspirillum seropedicae (Z67) na presenca de
acidos humicos (AH) sobre a comunidade bacteriana nativa da rizosfera e no
interior das raizes de milho, onde se verificou que em plantas inoculadas na
presenca de acidos humicos (AH) tiveram um aumento no numero de bactérias
diazotréficas nativas tanto no solo rizosférico como nas raizes lavadas, em
relacdo ao controle, destacando a relagéo existente dos materiais organicos com

a microbiota presente no solo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizagdo da area de estudo e amostragem

A Estagdo Ecolégica de Guaxindiba, regionalmente conhecida como Mata
do Carvao, localiza-se na propriedade da Fazenda S&o Pedro (21°24’ S e 41°04’
W), no municipio de S&o Francisco do Itabapoana, ao Norte do Estado do Rio de
Janeiro. A Estacdo Ecologica Estadual de Guaxindiba foi criada no final de 2002
para proteger o maior remanescente continuo de Mata Estacional Semidecidual
de todo o estado do Rio de Janeiro. E o Gltimo remanescente da Mata Atlantica
localizado no dominio dos tabuleiros costeiros do Nordeste Fluminense. O clima &
classificado como Aw, de acordo com Koppen (1948). Possui uma precipitacao
média anual de aproximadamente 1000 mm e solo classificado como Argissolo
amarelo alico de alta granulometria, baixa capacidade de retencdo de agua e
pobre em nutrientes (Villela et al., 2006).

As coletas foram conduzidas mediante a autorizagdo para atividades com
finalidade cientifica em unidade de conservacdo, sob n° E-07/507.637/2011
(especifica para a Estagdo Ecoldgica de Guaxindiba), expedida pela Fundacéo
Instituto Estadual de Florestas do Rio de Janeiro (atualmente Instituto Estadual do
Ambiente — INEA).

Foram selecionados quatro pontos de coleta referenciados, designados
AM1 (21°42°'99” S e 41°08'40.3”); AM2 (21°41'91.5" S e 41°08'41.4"); AMS3
(21°41'92” S e 41°08'20.3”); e AM4 (21°41'87.4" S e 41°08'30.7") (figura 2);

dentro de um setor preservado da mata com éarea total de 2500 m?, onde vem



18

sendo conduzidos uma série de estudos, envolvendo composicdo floristica,
estrutura de comunidades vegetais e eventos de sucesséo vegetal, bem como,
estudos de anatomia e fisiologia vegetal para diferentes familias botanicas na
area (Rabelo et al., 2007,; Archanjo et al., 2009).

e g

Figura 2: Imagem de satélite dos quatro pontos pontos referenciados da Estacéo
Ecolégica de Guaxindiba, onde os estudos se desenvolveram.

O presente estudo é parte integrante de um projeto aprovado no edital de
Apoio ao Estudo da Biodiversidade (Biota/FAPERJ), que propde um trabalho
inicial de bioprospeccdo de grupos microbianos especificos do solo, a saber,
bactérias, fungos nemato6fagos e nematoides entomopatogénicos, associados a
caracterizacdo do ambiente edéfico e na quimica da matéria organica.

O esquema de amostragem em cada local foi baseado em gabaritos de
30 por 30 cm, dos quais foram coletadas a serrapilheira (S), e amostras do perfil
do solo em trés profundidades (P1: 0-10; P2: 10-20; P3: 20-40 cm) em dois
periodos distintos, um periodo seco (setembro-2011) e periodo chuvoso (abril-
2012), como demostrado pela precipitacdo pluviométrica na figura 3 . As amostras
de solo para as diversas finalidades foram coletadas com auxilio de um trado.
Para cada ponto, as subamostras foram colocadas em sacos plésticos,
homogeneizadas e estocadas a 4 °C até o seu processamento, representando

quatro pontos de coleta por periodo (quatro repeticdes).
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Figura 3: Precipitagdo pluviométrica (expressa em mm) observada no posto
climatolégico do campus Dr. Leonel Miranda (Campos dos Goytacazes- RJ). (A)
Série mensal no ano de 2011 com precipitacao total acumulada de 741,6 mm; (B)
Série mensal no ano de 2012 com precipitacéo total acumulada de 868,2 mm; em
(C) é possivel observar a média de precipitagdo mensal nos ultimos 30 anos. (as
setas indicam o periodo de coleta)

3.2. Isolamento das bactérias diazotréficas e ndo diazotréficas

Para o isolamento das bactérias diazotréficas, foi utilizado o método das
diluicdes seriadas para a serrapilheira e para o solo em 03 profundidades (0-10
cm (P1), 10-20 cm (P2) e 20-40 cm (P3)).

Na serrapilheira, 1 g das amostras foi transferido para tubos de ensaio
contendo 9 mL de solucéo salina (8,5 g/L de NaCl) e para P1, P2 e P3 foram
transferidos 10 g da amostra do solo para recipientes de vidro (volume de 100
mL) contendo 90 mL de solugcdo salina. Todas estas diluicbes foram realizadas
para as diferentes amostras (04 pontos), totalizando 16 tratamentos para o
periodo seco e 16 tratamentos para o periodo chuvoso. Em seguida, os tubos de
ensaio e os recipientes de vidro foram submetidos a agitacdo por 1/2 hora em
agitador orbital a 170 rpm. Depois, foram feitas diluicbes seriadas em tubos de
ensaio, contendo um volume de 9 mL de solucéo salina. As diluicées védo de 107
a 10° transferindo-se sucessivamente 1 mL da suspensdo, com pipetas
automaticas ou graduadas, de cada diluicdo, para outros tubos de solucao salina.
De cada uma das diluicdes, aliquotas de 100uL foram inoculadas na parte central

dos vidros de penicilina (vol. 16 mL) contendo 5 mL dos meio semi-sélidos JNFB
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e LGI (livres de N, Dobereiner et al., 1995). A composi¢cdo do meio JNFB semi-
solido em 1L consiste de: 5g de acido malico, 5 mL de K;HPO, (sol. 10%), 2 mL
de MgS0,.7H,0 (sol. 10 %), 1 mL de NaCl (sol. 10 %), 2 mL de CaCl,.2H,0 (sol.
1 %), 4 mL de FeEDTA (sol. 1,64 %), 2 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5 % em
0,2N de KOH), 2 mL de solugcédo de micronutrientes para meio de cultura, 1 mL de
vitamina para meio de cultura, 4,5 g de KOH e 1,6 g de agar; pH de 6,5. A
composicado do meio LGI semi-sélido consiste de: 5g de acguUcar cristal, 2 mL de
Ko2HPO, (sol. 10%) 6 mL KH,PO4 (sol. 10%), 2 mL MgS04.7H,0 (sol. 10%), 2 mL
CaCl,.2H,0 (sol. 1%), 2mL Nay;M004.2H,0 (sol. 0,1%), 1 mL FeCl;.6H,O (sol.
1%), 5 mL Azul de bromotimol 0.5% em 0.2 N de KOH, 1 mL de vitamina para
meio de cultura e 1,89 de Agar. Completou-se o volume para 1000 mL com H,O
destilada. O pH foi ajustado para 6.0-6.2 com H>SO4 sol.5%.

A avaliagdo da fixagdo de N, foi realizada apds serem incubadas na
estufa a, aproximadamente, 30 °C por uma semana. Apds este periodo,
visualizou-se a presen¢a ou ndo de pelicula aerotdxica que se forma na parte
superior do vidro de penicilina, contendo o0 meio isento de nitrogénio. Os
microrganismos que cresceram, ou seja, 0os que formaram peliculas neste meio,
foram transferidos para placas de Petri, contendo o meio solido Nutrient Broth
(NB) na composi¢do de (0,8 g/L) de caldo nutritivo com o auxilio da alga de
platina. Acrescentou-se 15 g de &gar para cada litro deste meio de cultura. N&o é
necessario ajustar o pH da solucdo. A seguir, foram purificados até que se
obtiveram culturas puras e, seguidamente, estocadas em tubos eppendorf com 1
mL de &gua destilada, previamente autoclavadas.

No isolamento das bactérias ndo diazotréficas para os dois periodos
diferentes (seco e chuvoso), foram transferidos para placas de Petri,
aproximadamente, 20 mL do meio NB. Apo6s sua secagem no fluxo laminar sob
luz ultravioleta por 15 minutos, uma aliquota de 100 pL das diluicées 10®° e10° de
todas as amostras foram semeadas com o auxilio da alga de Drigalski sobre toda
a superficie das placas. Apoés trés dias de incubacdo na estufa a 30 °C, os
isolados foram purificados até que se obteve culturas puras e, seguidamente,
estocadas em tubos eppendorf com 1 mL de agua destilada previamente
autoclavadas. Posteriormente, foram determinadas as densidades populacionais
e as caracteristicas morfolégicas das coldnias formadas apds estes passos

sucessivos de purificagao.
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3.3. Quantificagcdo da populagdo basal e carbono induzido de bactérias
fixadoras de nitrogénio e néo fixadoras nas diferentes amostras de solo

A determinacdo da populacdo de diazotroficos e ndo fixadoras nas
diferentes amostras de solo foram realizadas, baseando-se na quantificagdo da
populagdo na auséncia de estimulo (potencial populacional basal de diazotréficos)
e com a adicdo de um coquetel de fontes de carbono (potencial populacional
induzido).

Para determinagdo da populacdo de diazotréficos nas amostras de solo
na auséncia de estimulo (potencial populacional basal de diazotroficos), 1 g da
serapilheira e 10 g das diferentes profundidades (0-10 cm,10-20 cm e 20-40 cm)
foram diluidas e processadas como descrito no item 3.2. O meio de cultura
utilizado para estimativa da populagéo foi o meio JNFB e LGI. Apos a inoculagao,
os frascos foram colocados em estufa a 30° C por um periodo de sete dias. Apés
este periodo, foi realizada a avaliagdo quanto a presenca de crescimento tipico de
bactérias fixadoras de N, caracterizado pela formagédo de uma pelicula branca na
superficie do meio. O ndamero populacional foi obtido com o uso da tabela de
McCrady com cinco repetic6es por diluicdo, tomando-se por base o numero de
repeticbes com formagéo de pelicula em cada diluicdo (Dobereiner et al., 1995).
Na quantificagdo das coldnias bacterianas sem estimulo (basal) formadas em
meio solido NB, a contagem foi expressa por unidade formadora de colénia (UFC/
ml) em todas as amostras e profundidades do solo.

Para determinacdo do potencial populacional substrato de C-induzido de
diazotrdficos, 1 g de serrapilheira e 10 g de P1, P2 e P3 nas 04 amostras foram
armazenadas em potes de pléstico esterilizados e vedados e foram incubadas em
estufa por 24 horas a 30 °C, apo6s aplicagdo de uma solugéo contendo trés fontes
de carbono na concentragéo final de 1 % (glicose, manitol, glicerol) esterilizada
por filtragdo em membrana de nitrocelulose milipore™ de diametro de 0,22 um de
didmetro de poro, distribuidas homogeneamente sobre a superficie. Decorrido o
periodo de incubacéo, aliquotas foram diluidas seriadamente e inoculadas em
meio JNFB e LGI semi-solido para estimativa de densidade populacional de
diazotroficos conforme descrito para a determinacdo da populacdo basal

Dobereiner et al. (1995). Na quantificagdo das colonias bacterianas (n&o
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diazotrdficas) com estimulo (carbono induzido) formado em meio solido NB, a
contagem foi expressa por unidade formadora de colonia (UFC/ml) em todas as

amostras e profundidades do solo.

3.4. Caracterizagdo morfoldgica e cultural dos isolados

Os isolados obtidos no item 3.3 foram caracterizados de acordo com a
morfologia da célula e da col6nia. As coldnias foram caracterizadas quanto a
coloracé@o e & morfologia. Na morfologia, foi considerado o tamanho (menor que 1
mm, puntiforme, maior que 1mm), forma (circular ou irregular), elevagédo (plana,
lente, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada), bordo (ondulado, lobado,

denteado, filamentoso, inteiro) e superficie (lisa, rugosa, papilada) (Perin, 2003).

® Elevacao:
Plana lente convexa
Q . N
Pulvinada umbonada umbilicada
® Bordo:
}\\\ F%k ‘ Y ’ % D
ondulada lobada denteada fitamentosa mteira
@ Superficie:
lisa rugosa papilada

Figura 4: Caracterizagdo morfoldgica das colénias bacterianas, de acordo com a
elevagéo, bordo e superficie (Adaptado de Perin, 2003).

Para avaliar a coloragdo de Gram, esfregacos bacterianos em laminas de
microscopia foram obtidos de acordo com a seguinte metodologia: foram imersos
por um minuto em solucéo de cristal violeta; lavado com &gua destilada; depois foi
adicionada solucédo fixadora lugol por um minuto, seguido da descoloragdo em

etanol/acetona 1:1. A seguir, foi realizada a lavagem em agua destilada e
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adicionado a solucdo de safranina sobre o esfregaco, por um periodo de 30
segundos, e entdo, lavado com agua destilada. A lamina preparada foi observada
em objetiva de 100X sob 6leo de imersdo em microscopio 6ptico Axioplan-Zeiss,
acoplado a uma camara fotografica digital Canon Paner Shot A 640 e a aquisi¢cao
das imagens foram feitas por meio do programa Zoom Browser EX. As bactérias
Gram-positivas foram identificadas pela coloracdo azulada e as Gram-negativas

pela coloragédo avermelhada.
3.5. Determinacéo de tragos fenotipicos para promocéo do crescimento

Para determinacdo da capacidade de solubiliza¢@o de fosfato, as bactérias
foram crescidas em tubo de ensaio contendo o meio liquido DYGS por 24 horas, a
30 °C e 170 rpm. A composicédo do meio DYGS (Ddbereiner, et al., 1995) em 1 L
consiste de: 2 g de glicose, 2 g de acido médlico, 1,5 g de peptona bacterioldgico, 2
g de extrato de levedura, 0,5 g de K;HPO,, 0,5 g de MgS0,.7H,0, 1,5 g de acido
glutdmico, pH 6,0 (Baldani, 1996). Com o auxilio de uma pipeta automatica,
aliquotas de 2 pL foram retiradas das solu¢cbes bacterianas e 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 amdnio (NH4Cl), 1 g L * de cloreto de sodio
(NaCl), 1 gL *de sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0,4.7H,0), 1,0 g L™
de fosfato de Ca (Cas(PO4)s0H), 15 g L™ de 4gar, 1 L de agua destilada a pH 7,0
e incubadas a aproximadamente 30 °C por uma semana. A capacidade de
solubilizagdo foi identificada pela presenca de halo translicido ao redor da
colénia. O indice de solubilizagdo (IS) foi determinado através da formula IS =
didametro do halo (mm)/ diametro da colonia (mm) (Berraquero et al., 1976) e
classificado quanto a capacidade de solubilizacdo em baixa (1S<2), média (2 <IS <
4) e alta (1S>4).
Para determinar a capacidade de solubilizagdo de zinco, as bactérias
foram crescidas em meio liquido DYGS por 24 horas, a 30 °C e 170 rpm. Com a
pipeta automatica, aliqguotas 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 ((NH,)2S0.), 0,2 g L™
de cloreto de potassio (KCI), 0,1 g L™ de fosfato de dibasico potassio (K;HPO,),
0,2 g L™ de sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0..7H.0), 1,0 g L™ de
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6xido de Zn (Zn0O), 15 g L™ de &gar, 1 L de agua destilada a pH 7,0 e incubadas a
aproximadamente 30 °C por sete dias. A avaliagéo do indice de solubilizagéo de
zinco foi realizada por meio da razdo do didmetro do halo translicido que se
forma em torno das colbnias bacterianas solubilizadoras com o diametro da
colonia (IS = diametro do halo (mm)/ diametro da colbnia (mm)) e classificado
quanto a capacidade de solubilizagdo em baixa (I1S<2), média (2 <IS < 4) e alta
(IS>4) (Berraquero et al., 1976).

Na quantificacdo da producédo de compostos inddlicos em meio de cultura,
as isolados bacterianos foram crescidas previamente em meio liquido DYGS
(Dobereiner et al., 1995) por 24 horas, a 30 °C e 170 rpm. Aliquotas de 25 pL
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL dos meios Dygs, com e
sem adicdo de triptofano (100 mg L™) e incubadas no escuro por 72 horas, a 30
°C e 150 rpm. Para avaliacdo da sintese de indol (Sarwar e Kremer, 1995), 150
ML da cultura bacteriana foram transferidos para microplacas de poliestireno,
sendo adicionados 100 pL do reagente de Salkowsky (1 mL de tricloreto de
ferrohexa-hidratado (FeCl;.6H,0O) — 0,5 mol L2, em 50 mL de &cido percloérico
(HCIO.) — (35 % em agua), seguido de incubagdo no escuro por 30 minutos. Apos
esse periodo, foram realizadas leituras em espectrofotbmetro a 492 nm. A
concentragdo de indol foi dosada com curva de calibragdo, relacionando
absorbancia e concentracdo de &cido indol acético (AlA). Foram realizadas trés
repeticdes para cada estirpe bacteriana. Como controle positivo, foi utilizada a

bactéria Herbaspirillum seropedicae HRC54 (Radwan et al., 2005).
3.6. Identificagdo molecular dos isolados

Os isolados bacterianos obtidos a partir do estoque foram crescidos em 5
mL de meio liquido DIGYs por 24 horas a 30°C a 170 rpm em agitador orbital.
Uma aliquota de 20 pL do pré-inéculo foi transferida para novo meio DIGYs nas
mesmas condi¢cdes descritas acima. Apos 12 horas de crescimento, 1 mL da
cultura foi colocada em microtubos e peletizada por centrifugacéo a 5000 G por 5
minutos. Para extracdo e purificacdo do DNA gendémico total das bactérias
isoladas e purificadas neste trabalho, foi utilizado o procedimento preconizado
pelo kit de extracdo DNeasy Blood e Tissue Kit (Qiagen®) como descrito pelo

fabricante. O DNA extraido de cada isolado bacteriano foi visualizado por
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eletroforese em gel de agarose, usando tampao TAE 1x (Tris: 4,84 g; 2 mL de
EDTA 0,5 M e acido acético 1,15 mL) contendo brometo de etidio e observados
em um sistema de fotodocumentagdo do tipo UV Bio - Imaging Systems (MF —
ChemiBis 3.2). A amplificagdo do gene 16S rDNA foi realizada em um
termociclador baseado na rea¢éo de PCR (“polymerase chain reaction”) utilizando
os iniciadores universais para as bactérias: 27F (5-AGA GTT TGA TCM TGG
CTCAG-3') e 1492R (5-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3') (Weisburg et al.,
1991). As condigbes de amplificagéo foram realizadas em um volume final de 50
ML contendo 1 pL (0.5 — 10.0 ng) do DNA total, 0,2 pM do iniciador 27F, 0.2 uM do
iniciador 1492R, 5 uM de cada dNTP, 3 pL MgCl; e 2 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen). O controle negativo constou da mistura de PCR sem DNA. Os
produtos da amplificacéo foram purificados (Dunn e Blattner, 1987), armazenados
em freezer — 70 °C e, posteriormente, enviados para a firma Ludwig Biotecnologia
para sequenciamento dos amplicons. As sequéncias 16S foram comparadas no
banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com sequéncias

conhecidas, por uma pesquisa de similaridade via Blast (Altschul et al., 1990).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 1. Isolamento e contagem das bactérias

Neste trabalho foram isoladas, purificadas e estocadas um total de 232
bactérias oriundas da coleta em duas estagfes climéaticas. No primeiro grupo de
isolamento, obtido a partir de amostras de serrapilheira e solo em setembro de
2011 (designado grupo I), foram obtidos 169 isolados bacterianos a partir de
diluicdes e plaqueamento em meio sélido de composigdo complexa (meio NB) e
semi-solido isento de N, onde foram obtidos 39 isolados de bactérias diazotréficas
cultivadas em meio semi-sélido JNFb e LGI, detectadas a partir da formagéo de
uma pelicula aerotéxica e com sua populacédo estimada através da metodologia
do NUumero Mais Provavel (NMP) (Tabela 4 A).

No segundo grupo de isolamento, obtidos a partir de amostras de
serrapilneira e solo em abril de 2012 (designado grupo Il), foram obtidos 63
isolados bacterianos a partir de diluicbes e plagueamento em meio solido de
composicdo complexa (meio NB). Nao foram isoladas bactérias diazotréficas
crescidas em meio JNFb e/ou LGI, utilizando a metodologia do NUmero Mais
Provavel (NMP) (Tabela 5 A).

Nas amostragens que deram origem aos isolados do grupo | e Il, uma
nova abordagem metodoldgica para avaliagbes comparativas do potencial do
inoculo de bactérias diazotréficas e heterotroficas culturdveis naturalmente

presentes no solo e serrapilheira foi testada. Assim, a estimativa do numero de
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bactérias por grama de solo obedeceu a dois pardmetros, os quais foram: (a)
quantificacdo da populagédo sem indugéo, chamado neste trabalho de potencial
populacional basal (pB) e (b) quantificacdo da populagdo apds aplicagdo de uma
solucdo contendo trés fontes de carbono prontamente assimilaveis, chamado de
potencial populacional carbono-induzido (pC). Esta metodologia foi utilizada com
sucesso por Aguiar (2012) para discriminar vermicompostos com diferentes
potenciais primarios de inéculo de bactérias fixadoras de nitrogénio, naturalmente
associadas a este material. Assim, enquanto as popula¢des diazotréficas
estimadas no potencial basal variaram de muito baixas a ndo detectaveis, ndo
permitindo a discriminagcéo dos materiais, quando a fonte de carbono foi aplicada,
um incremento populacional foi observado para todos os materiais, com
diferencas baseadas no tamanho inicial das populacdes. Estas diferencas séo
relevantes na distingdo e selecdo de materiais para futuros estudos de veiculos
microbianos apropriados para proposi¢ao de novas formulagdes microbianas para
aplicagéo na agricultura.

As estimativas dos tamanhos das populagdes bacterianas na condigéo de
potencial basal (pB) e no potencial carbono induzido (pC) na serrapilheira (S) e
nas diferentes profundidades no solo (P1, P2 e P3), podem ser observadas na

tabela 1 (grupo I) e 2 (grupo | e II).

Tabela 1: Estimativa da densidade populacional de bactérias diazotréficas totais
do grupo |, em dois meios semi-sdlidos (JNFb e LGI), por meio de estimativa da
populacéo e carbono induzido na serrapilheira (S) e nas diferentes profundidades
no solo (P1, P2 e P3). (Os dados sdo expressos em logio do nimero de células/g
+ logio do desvio padrdo com n=4)

DENSIDADE POPULACIONAL DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
(logio NMP/g solo ou serrapilheira)

AMOSTRAS Potencial Basal (pB) Potencial Carbono Induzido (pC)
JNFb LGI JNFb LGI
S 3,6+0,9 0,32+0,7 18+21 nd
P1 nd nd 12+24 0,7+1,3
P2 nd nd 0,9+1,9 nd
P3 nd 0,65 +1,3 0,4+0,8 1,2+14

Onde: nd* - ndo detectavel, P1 (0-10 cm), P2 (10-20 cm) e P3 (20-40 cm).
Utilizou-se tanto para o pB quanto para o pC, as diluicdes 10 a 10° para NMP.

Pode-se notar que, para todas as profundidades do solo cultivadas em

meio semi-sélido JNFb-malato, nUmeros ndo detectaveis de diazotréficos por
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grama de solo foram obtidos quando nenhum estimulo ao incremento da
populacdo nativa foi imposto (potencial basal). Excecdo feita para o
compartimento serrapilheira, no qual foi verificado o crescimento destas bactérias
com populagdes estimadas entre 2,7 e 4,5 unidades logip, 0 que pode ser
decorrente do carbono prontamente assimilavel presente na fragdo serrapilheira,
via processo de decomposi¢cdo desta matéria organica, composta basicamente
por galhos grossos, folhas, troncos, raizes, residuos de animais e detritos em
geral (Selle, 2007). Comportamento similar ocorreu para bactérias cultivadas em
meio LGI, embora popula¢des de diazotroficos utilizadores de sacarose estejam
numa ordem de grandeza logi, menor que aquelas que utilizam C-malato.
Bactérias fixadoras de nitrogénio que utilizam C-sacarose foram detectadas na
camada de 20 - 40 cm do solo.

Fatores edéaficos que podem colaborar com a explicagdo para a baixa
densidade populacional de bactérias fixadoras de nitrogénio em amostras de solo
nas diferentes profundidades podem ser encontrados na analise da Figura 1 A e
tabela 1 A, em que, & medida que aumentamos a distancia da fracdo
serrapilheira, o teor de carbono (%) e por via de consequéncia os valores de
matéria organica (g/dm® diminuem, resultando na reducdo da atividade
microbiana e da sua densidade populacional. A condicdo de oligotréfia para
carbono em profundidade, limitando populagdes de bactérias diazotréficas pode
ser parcialmente comprovada pela andlise da segunda parte da tabela 1, onde a
aplicacdo de C-assimilavel estimulou o incremento deste grupo funcional em
profundidade, embora popula¢des baixas tenham sido notadas.

Quando adotada a metodologia de aplicagéo e incubacdo com carbono
prontamente assimilavel (pC), verificou-se um incremento de microrganismos
diazotroficos nas amostras do solo antes ndo detectavel (P1, P2 e P3) para o
grupo | (Tabela 1). Isto sugere uma nova modulagdo e comportamento destes
organismos quando suplementados com a solugdo de carbono. Trabalho de
Aguiar (2012) avaliou o potencial das bactérias diazotroficas presentes nas
diferentes fontes de matéria orgénica estabilizada através desta nova
metodologia, baseada na quantificagdo das populagdes bacterianas induzidas ou
ndo pela aplicacdo de fontes de carbono ou exsudados da rizosfera. A autora
observou neste trabalho, um incremento populacional bacteriano significativo em

trés dos cinco materiais testados. A comparacdo das bactérias fixadoras de N
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entre (pB) e (pC) ilustra a possibilidade que esta metodologia oferece para
discriminar o potencial de inéculo de diferentes vermicompostos e reforca a idéia
de carbono como nutriente limitante em profundidade para a comunidade
diazotrofica.

Para os diazotroficos crescidos em meio semi-sélido LGI, cuja fonte de
carbono é a sacarose, ndo se verificou um comportamento como descrito para o
meio JNFb entre os tratamentos (pB) e (pC). Ressalta-se ainda, o fato de néao ser
possivel isolar diazotréficos em meio LGl e da aparente reducdo nas populagdes
de diazotréficos de meio JNFb, ambos associados a serrapilheira pré-incubada
com um coquetel de carbono solavel. Uma possivel explicacdo para estes dados
advém da alteragdo do equilibrio ecologico e dos principios de sucessao
microbiana que ocorrem durante as diferentes fases de decomposicdo da
serrapilheira na floresta. Embora, na comparagéo com solo, este compartimento
seja mais rico em carbono I4bil, estes sdo rapidamente utilizados pelos
colonizadores iniciais, restando a fragdo carbono mais recalcitrante e de alta
relagdo C/N. Sob tais condigdes fisico-quimicas, um importante equilibrio se
estabelece entre microrganismos decompositores de celulose, hemicelulose,
lignina e a comunidade capaz de fixar biologicamente o nitrogénio com
transferéncia matua de oligdmeros de carbono e N-fixado. A aplicagdo de C
prontamente assimilavel romperia com esse equilibrio, alterando a dinamica de
sucessdo e desfavorecendo os diazotroficos. Esta seria uma hipotese
interessante a ser testada a partir dos dados obtidos.

Segundo a classificacdo de Ribeiro et al. (1999), estas médias dos teores
de carbono organico para as diferentes profundidades do solo deste grupo,
caminham na classificagdo de média baixo quando as analises decorrem de
gradientes superficiais para os mais profundos. Trabalho de Junior e Melo (1999)
evidenciaram que o teor de carbono orgéanico é afetado de modo significativo pela
profundidade de amostragem e pelo tipo de manejo do solo. Amostras de Terra
Roxa Estruturada (Nitossolo Vermelho) de uma mata natural obtiveram indices
mais baixos em horizontes do solo mais profundos (intervalo de valores entre 23,5
g/kgde C a 13,8 g/kg de C), além de apresentarem valores mais elevados de teor
de carbono organico em relagéo a outros sistemas de manejo de solo analisados.

A quantificacdo da biomassa e da atividade microbiana, quando avaliada

em conjunto com os atributos quimicos e fisicos do solo, como valores de pH, teor
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de carbono organico, nitrogénio total e teor de argila do solo, por exemplo,
possibilita uma avaliagdo sistémica do ecossistema analisado, assim como a
comparagao com outros diferentes ecossistemas (Ozaki, 2008). Assim, mesmo
sendo uma caracteristica muito dinamica e, de certa forma pouco informativa, a
quantificacdo da biomassa microbiana pode estimar o potencial microbiologico da
serrapilneira ou do solo e sua capacidade de transformacgéo; pode quantificar
substancias relacionadas as quantidades de nutrientes essenciais aos
microrganismos; possibilita relacionar estas quantidades de microrganismos com

formas inorgénicas de importancia agrondmica e ecoldgica do solo (Grisi, 1986).

Tabela 2: Estimativa da densidade populacional de bactérias heterotroficas totais
do grupo | e do grupo Il, por meio de contagem basal e carbono induzido na
serrapilheira (S) e nas diferentes profundidades no solo (P1, P2 e P3). (Os dados
s&o expressos em logy do nimero de células/g ou mL™ + logy, do desvio padrédo
com n=4)

DENSIDADE POPULACIONAL DE BACTERIAS
HETEROTROFICAS (log UFC/g solo)

AMOSTRAS Potencial Basal (pB) Potencial Carbono Induzido (pC)
GRUPO | GRUPO Il GRUPO | GRUPO I
S 3,8+3,1 6,6+0,1 7,5%1,2 56+0,4
P1 nd 25+09 8,2+1,1 7,4+04
P2 nd 26+10 7,2£1,7 7,1+0,1
P3 1,5+3,0 15+15 4,2+4.9 7,2+0,1

Onde: nd* - ndo detectavel, P1 (0-10 cm), P2 (10-20 cm) e P3 (20-40 cm).
Utilizamos tanto para o pB quanto para o pC, as diluicdes 10, 10®° e 10° mL.

A densidade populacional de bactérias heterotroficas oriundas de
amostras serrapilheira no (pB) do grupo | (Tabela 2), evidenciam mais uma vez,
agora para o grupo biodiverso de bactérias heterotréficas, a importancia dessa
fracdo na manutenc@o e sustentabilidade de diversos ecossistemas. Analises
qualitativas e quantitativas do material organico da serrapilheira sdo fundamentais
para a compreensdo da dindmica e funcionamento dos ecossistemas, pois a
serrapilheira abriga importantes processos de transferéncia de nutrientes da
fitomassa ao solo, gerando ainda, carbono estrutural na forma de matéria
organica estabilizada para fornecer nichos microbianos para atividade microbiana.
Os estudos de Rigobelo e Nahas (2004) demonstraram que o clima e as variaveis
do solo afetam a densidade das bactérias e suas atividades. No ver&o, devido a

maior umidade e precipitacdo de chuva, houve um incremento da fragdo
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serrapilneira em florestas de eucalipto e de Pinus. Esta correlagdo entre o
aumento na massa total da frag&@o serrapilheira e a matéria organica favoreceu ao
aumento da densidade microbiana.

Os valores populacionais obtidos para amostras de serrapilheira e do solo
no (pC) ainda do grupo |, demonstram um incremento populacional em todas as
fracBes analisadas (de até quatro unidades logaritmicas) e o aparecimento de
populagBes detectaveis no P1 e P2 (Tabela 2). Tais resultados j& eram
esperados, e foram anteriormente discutidos para a comunidade de bactérias
diazotrdficas, visto que a aplicagdo de carbono funciona como fonte de energia
para o desenvolvimento desses microrganismos.

Seguidamente, serdo apresentados os dados para estimativa
populacional de bactérias diazotrdficas e heterotréficas nos potenciais basais e C-
induzido no segundo periodo de coleta (abril/2012).

Como relatado anteriormente, na segunda época de amostragem
(designado grupo ll), foi obtido um nimero menor de isolados e néo foi possivel
isolar bactérias formadoras de pelicula aerotaxica, quando aliquotas de
suspensdes de serrapilheira e diferentes profundidades do solo foram semeadas
em JNFb e LGI semi-sélidos isentos de N.

A distribuicdo das chuvas nas parcelas estd demonstrada na figura 3,
através do quantitativo de chuva que ocorreu onde estdo localizadas as mesmas,
fazendo com que sejam claramente detectadas as diferencas pluviométricas. Sua
sazonalidade apresenta maior precipitagdo pluviométrica no periodo que
antecede a coleta deste solo, tendo os meses de janeiro e marco de 2012, valores
acima dos verificados para o periodo da coleta | (ano de 2011). Para Michereff et
al. (2005), as bactérias sdo mais higrofilicas que os fungos. Efeitos estressantes,
como 0 excesso hidrico, reduzem a aeragdo e causam anoxia, afetando
diretamente a densidade microbiana e seus processos metabdlicos, justificando
os baixa densidade populacional bacteriana observada no grupo Il (Tabela 5 A).
Essas e outras particularidades dificultam as interpretagbes dos estudos
ecoldgicos, pois esperava-se que houvesse maior isolamento de bactérias em
virtude de maior umidade do solo, porém, o nivel de umidade excedeu,
diminuindo a aeragdao, interferindo diretamente na densidade bacteriana total.

Por outro lado, para todos os compartimentos amostrados no sistema

serrapilheira/solo, bactérias heterotréficas foram detectadas e quantificadas.
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Analisando primeiramente os dados populacionais basais (pB) mostrados na
tabela 2, os maiores indices populacionais para bactérias heterotréficas foram
obtidos na fracdo serrapilheira com valores populacionais médios de 4,1x10°
cels/g de serrapilheira. Estes valores, quando comparados aos valores de
bactérias oriundas de amostras de solo para as diferentes profundidades,
revelaram incrementos populacionais com valores superiores a 3 unidades logso,
0 que ressalta a importancia desta fracdo para manutencdo e magnitude de
processos de ciclagem e outros que sustentam este ecossistema. O trabalho de
Pend et al. (2005) correlaciona a atividade microbiana com diferentes horizontes
do solo, onde observou-se um gradiente de producdo de CO, entre as camadas
do solo na seguinte ordem: folhas fragmentadas > humus > solo mineral. Isto
concorda com a visdo cientifica de que a atividade microbiana esta concentrada,
principalmente, nas camadas mais orgéanicas do solo.

Os valores dos nutrientes apresentados na figura 1 A e tabela 2 A,
referentes ao segundo grupo, indicam maiores teores de carbono orgéanico nos
horizontes do solo mais superficiais, valores estes, decorrentes do maior aporte
de matéria organica expressos em g/dm® (Fraga et al., 2012). Ainda, segundo
estes autores, os maiores valores descritos nos horizontes mais superficiais do
solo, contribuem também, para os maiores valores de K, elemento este facilmente
lixiviavel no material em decomposi¢ao. Observando ainda, a tabela 2 A, verifica-
se que as amostras mais superficiais do solo (P1) s&o classificadas como
eutroficas, pois sua saturagdo de bases (V%) € maior que 50% (Dosciatti, 2003).

Existe uma variacao consideravel nos valores minimos, 6timos e maximos
de pH para o crescimento de géneros de bactérias, mas a maioria esta
compreendida na faixa de pH minimo, variando de 4,5 a 5,0 e maximo de 8,0 a
8,5, sendo o pH 6timo entre 6,5 a 7,5 (Oginsky e Umbreit, 1959). Desta forma, o
pH referente as quatro amostras do solo, descritas nas tabelas acima, é
considerado bom para fungos, pois estes microrganismos sobrevivem bem em
solos acidos (valores variando de 4,3 a 6,1). J4 para bactérias ndo € muito bom,
pois exigem um pH na faixa de 6,5 e 7,5 (Alexander, 1980) e agronomicamente
falando, esta acidez ativa do solo encontra-se na faixa de classificagdo de muito
baixo a baixo segundo Ribeiro et al. (1999).

Sessistsch et al. (2001) propuseram que a diversidade esta relacionada

com o tamanho da particula e com o pH do ambiente, onde afirmam que quanto
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maior o tamanho da particula e menor o pH, menor sera a biomassa e diversidade
microbiana. As amostras da profundidade P3 apresentaram baixos valores de pH
e maiores granulometrias de areia (1 A e 3 A), o que ha possibilidade de reducéo
da diversidade de microrganismos nesta fragéo (P3) com o aumento do tamanho
da particula do solo (Kanazawa e Filip, 1986) e com a diminui¢do do pH.

Observando a tabela 2, na contagem-pC, foram obtidos maiores valores
populacionais na comparagdo com a contagem no pB. Interessante ressaltar que
a aplicagdo de carbono néo alterou a densidade populacional da serrapilheira
(comparacéo pB x pC), o que sugere que neste compartimento pode néo existir
limitag&o no conteudo de C para sustentar populagfes de bactérias heterotréficas.
Silva et al. (2012) avaliaram o efeito de dois tipos de manejo agroflorestais (SAFs
1 e 2) sobre os estoques de serrapilheira, sobre as caracteristicas quimicas do
solo, a atividade e a biomassa microbiana do solo (BMS), comparando-os a uma
area com agricultura anual (AgAn) e uma mata secundaria no municipio de
Paraty-RJ. Antes do manejo (poda), verificou-se que a area de mata secundéria
apresentou maiores estoques de serrapilheira, carbono orgéanico total, teor de
nitrogénio, carbono da biomassa microbiana e quociente microbiano quando
comparadas com as outras areas, evidenciando a sustentabilidade deste
compartimento sobre o desenvolvimento e atividade microbiana. Ja o mesmo nao
pode ser dito para o solo onde as populagdes do pC apresentados na tabela 2,
foram 10* a 10° superiores as populacdes basais, ambiente sabidamente C-
oligotrdfico.

A disponibilidade de fésforo, de acordo com o teor de argila descrita na
tabela 3 A, apresentam-se na faixa de muito baixo (Ribeiro et al., 1999), o que
justifica os estudos sobre esta interface solo-planta, onde a microbiota exerce
papel fundamental nos processos de mineralizacdo e solubilizagdo através da
excrecdo de enzimas, fitases e principalmente acidos organicos (Junior et al.,
2010) e (Silva et al., 2011).

O trabalho de Ourives (2010) demonstrou um incremento no teor de fosforo
conforme a elevacdo dos teores de Bokashi (definicAo japonesa para todo
composto de origem organica). Esta correlagéo direta pode ser verificada na
figura 1 A (grupo I), onde, horizontes do solo mais superficiais apresentam
maiores valores de matéria organica (g/dm?), por conseguinte, maiores teores de

P. Ja para Ozaki (2008), solos com alto teor de argila fixam mais P do que
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aqueles com baixo teor de argila. Desta forma, os dados apresentados na tabela
3 A vao de encontro com esta afirmacgao, pois na fracdo do solo mais superficial
(P1) o teor de argila apresentado em g/Kg é menor quando comparados com
perfil do solo em maior profundidade (P2 e P3). Diante disto, a disponibilidade

deste macronutriente no solo é reduzida em maiores profundidades (Figura 1 A).

4. 2. Caracterizagdo Morfoldgica e Cultural dos Isolados

Como mencionado anteriormente, 169 isolados bacterianos (grupo |I)
foram obtidos em meio NB e em meios semi-solido JNFb e LGI, oriundos de
diferentes amostras e profundidades. Na figura abaixo, seguem algumas imagens

ilustrativas. (Figura 5)

Figura 5: Exemplos de isolados bacterianos oriundos do solo (Grupo ).

Na tabela 4 A, pode-se observar a morfologia celular descrita ao
microscoépio de luz em material corado e a reacao de Gram para todos os isolados
obtidos. Os resultados dessa tabela mostram que 75% destes isolados
bacterianos apresentaram caracteristicas morfolégicas de bastdes (curtos ou
longos) e 25% apresentaram caracteristicas morfologicas esféricas (cocos e duplo
cocos) (Figura 6). Estudos de Stieven et al. (2009) indicaram um predominio de
bactérias gram-negativas com formas em bastdes em solos de mata nativa,

guando comparadas com pastagem cultivada e pastagem nativa.
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Propor¢ao Morfologica das Bactérias
Coradas pela Coloragdo de Gram

W Bastoes M Cocos

Figura 6: Caracteristica morfoldgica da célula dos isolados bacterianos, obtidos na
coleta de setembro de 2011(Grupo I), em area de Floresta Atlantica.

A coloracdo de Gram € um importante método bacterioscépico utilizado
na classificagdo de microrganismos com base em suas caracteristicas tintoriais e
morfolégicas (Langoni et al., 2009). As bactérias séo classificadas basicamente
em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Com relagdo as
caracteristicas tintoriais, as bactérias Gram-positivas coram-se de roxo e as
bactérias Gram-negativas coram-se de rosa (Carvalho, 2012). Isto ocorre, pois as
bactérias Gram-positivas, que tém a parede celular composta por uma espessa
camada de peptideoglicano, permanecem com a colora¢ao conferida pelo corante
primério (roxo). Ja as bactérias Gram-negativas, com parede celular composta
predominantemente por acidos graxos (lipopolissacarideos e lipoproteinas), sao
incapazes de reter a coloracao violeta, devido a descoloracdo da camada lipidica
por etanol/acetona, assumindo a coloragdo do ultimo corante (vermelho) (Martins,
et al., 2001)

Foram realizadas coloragdo de Gram em cada uma das amostras. De
acordo com essa analise, verificou-se que das colbnias de bactérias isoladas do
grupo | (Tabela 4 A), 89% foram caracterizadas como Gram-negativas e 11%

como Gram-positivas (Figura 7).
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Proporcao Morfoldgica dos Isolados
Corados pela Coloragdao de Gram

M Gram - W Gram+

Figura 7: Caracteristica morfologica da célula dos isolados bacterianos, obtidos
pela coloracdo de Gram da coleta de setembro de 2011(Grupo 1), em area de
Floresta Atlantica.

Considerando suas caracteristicas tintoriais, este dado nao corrobora com
outros resultados citados na literatura, no qual foram relatados microrganismos
em forma de bastdes gram-positivos como o0 representante majoritario na
comunidade bacteriana do solo de florestas (Batista, 2010). De acordo com a
autora, a prevaléncia dos bastbes gram-positivos podem estar relacionados ao
fato de que a maioria das bactérias pertencentes a esse grupo formarem esporos,
tornando-se mais resistentes a situacfes adversas, seguido ainda, do relato de
um numero expressivo de cocos gram-positivos. Esse resultado também pode ser
justificado, conjecturando que o0 solo ndo representa um ambiente isolado,
possuindo ligagcbes diretas com a agua, ar, planta e animais.

No segundo grupo de isolados (Grupo 1), foram obtidos 63 isolados
bacterianos. A identificacdo parcial desses isolados teve inicio pela observacéo
das caracteristicas morfolégicas e a coloracdo de Gram (Tabela 5 A). Os
resultados indicaram que 60% se apresentaram na forma bastdo e 40% na forma
esférica (Cocos e duplo cocos) (Figura 8). O emprego da coloracdo de Gram teve
como objetivo verificar a pureza da cultura e a forma predominante como as
bactérias se apresentavam (Cocos ou bastfes). Sendo que 62% das bactérias
foram caracterizadas como Gram-negativas e 38% como Gram-positivas (Figura
8).
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Proporg¢ao Morfoldgica das Bactérias Propor¢do morfoldgica dos isolados
Coradas pela Coloragdo de Gram corados pela Coloracdo de Gram

¥ BastSes M Cocos W Gram- W Gram+

Figura 8: Caracteristica morfologica da célula dos isolados bacterianos, obtidos
pela coloracdo de Gram na coleta de abril de 2012 (Grupo Il), em area de Floresta

Atlantica.

Abaixo, seguem algumas imagens ilustrativas visualizadas ao microscépio
Optico dos isolados bacterianos, obtidos do grupo | e do grupo |l
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Figura 9: Caracterizacdo morfoldgica e cultural dos isolados microbianos do grupo
| (A eB)egrupo Il (C) e (D) imagem ilustrativa. Onde: A= isolado bacteriano 4T.F
(bastdo gram positivo), B= isolado bacteriano 15D.B (bastdo gram negativo), C=
isolado bacteriano 6E (cocos gram negativo) e D= Imagem ilustrativa (cocos gram

positivo).
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4. 3. Classificacdo dos microrganismos isolados quanto as caracteristicas
fenotipicas da colbnia, segundo Perin (2003)

As caracteristicas morfoldgicas dos isolados do grupo | em meio Dygs
solido estdo descritas na tabela 6 A. De acordo com a coloracao das colbnias,
90% dos isolados apresentaram coloragdo bege, 4% branca, 3% amarelo, 2%
transparente e 1% roxa. Com relagéo ao tamanho dos isolados, 85% s&o maiores
gue 1mm e 15% sé&o puntiformes, a forma das coldnias 88% séo circulares e 12%
mostraram-se irregulares. Nessa tabela, verifica-se também que a elevacéo dos
isolados apresentaram 91% do tipo plana, 4% Umbonada, 3% convexa e 2%
umbilicada. 64% dos isolados apresentaram bordo inteiro, 26% ondulada, 9%
denteada e 1% filamentosa. E em quase sua totalidade, 97% dos isolados
bacterianos apresentaram superficie lisa, contra 3% que apresentaram superficie
rugosa ( figura 10).
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Figura 10: Caracteristicas morfoldgicas das col6nias dos isolados bacterianos,
obtidos na coleta de setembro de 2011(Grupo ), em area de Floresta Atlantica.
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Na tabela 7 A, estdo dispostos os isolados bacterianos pertencentes ao
grupo |l e sua classificacdo, segundo algumas caracteristicas das col6nias. De
acordo com a coloracdo das coldnias, 67% apresentaram cor bege, 19% branco,
11% amarela, 2% transparente e 1% vermelho. 86% tiveram tamanho maior que
um milimetro, enquanto 14% apresentaram-se puntiformes. 81% apresentaram
forma circular e 19% irregular. 66% dos isolados bacterianos apresentaram a
elevacdo plana, 13% Umbonada, 11% convexa e 5% pulvinada e umbilicada.
Quanto ao bordo, 51% apresentaram bordo inteiro, 35% ondulada, 8% denteada,
5% filamentosa e 1% lobada. E em sua maioria, os isolados bacterianos

apresentaram superficie lisa 86% e 14% rugosa ( Figura 11).
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Figura 11: Caracteristicas morfolégicas das col6nias dos isolados bacterianos,
obtidos na coleta de abril de 2012 (Grupo II), em area de Floresta Atlantica.
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4. 4. Caracteristicas fenotipicas dos isolados relacionadas a promocao do

crescimento vegetal

Todos os isolados foram testados quanto a capacidade de solubilizar
fosfato de célcio, 6xido zinco e de produzir compostos inddlicos na presenca ou
nao de triptofano.

Na solubilizacdo do fésforo do grupo I, 91% dos isolados bacterianos
apresentaram o halo translicido em torno de suas colbnias, indicando que
solubilizaram P, contra 9% que n&o apresentaram este alo indicativo de

solubilizagéo (Figura 12).
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Figura 12: Solubilizacdo de 6xido de zinco (ZnO) e fosfato de calcio (Cas(POs,)2)
dos isolados bacterianos, obtidos na coleta de setembro de 2011 (grupo [) e abril
de 2012 (grupo Il), em area de Floresta Atlantica.

Destacam-se os isolados 4 R.F, 10 D.B, 2 D.B que se encontram na
frac@o serrapilhiera (S), apresentando alto indice de solubilizagdo de fosfato de
célcio (Ca(P0O),) assim como os isolados 10 A (P1), 7B.B, 11 C e 16 D.B (P2) e
41 B (P3) (Tabela 8 A).

Para os isolados bacterianos do grupo Il, 56% apresentaram altos indices
de solubilizagéo, verificados por meio de um halo solubilizador presente em torno
das colbnias, de acordo com a metodologia de Berraquero et al. (1976), contra
44% dos isolados que ndo conseguiram produzir este halo solubilizador (Figura
12). Os isolados de destaque foram 10 E (P2), 4L (S) e 14 H (P3) (Tabela 9 A).
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Esses dados corroboram com os fornecidos na figura 1 A e tabela 1 A
para o grupo |, onde os maiores teores de P encontram-se na fragdo P1 e P2,
advindos do maior aporte de matéria organica e da solubilizagdo promovida por
microrganismos presentes nestas fragdes mais superficiais do solo. N&o foram
apresentados os dados de P para a fragdo serrapilheira, mas acredita-se que 0s
teores mais elevados de fésforo (mg/dm?) estejam nesta fracéo, decorrente deste
acumulo de matéria organica. S&o inumeros os fatores que afetam a
disponibilidade do fésforo no solo. Podemos citar o teor de matéria organica e o
de argila (Bahia Filho et al., 1893, Guerra et al., 2006; Moreira et al., 2006).

A disponibilidade de nutrientes € um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento vegetal. No caso dos solos brasileiros, o fésforo é um dos
elementos mais limitantes (Massenssini et al., 2008). A matéria-prima basica para
a fabricacdo de fertilizantes fosfatados é a rocha fosfatica, sendo mais
comumente utilizadas, as apatitas. Trata-se de um recurso natural ndo-renovavel
e que ndo tem sucedaneo para as plantas, além de ocorrer apreciavel consumo
de energia e méo-de-obra especializada para a produgéo de fertilizantes soltveis.
Estes altos custos contribuem para a redugdo da aplicagdo por agricultores,
havendo necessidade de estabelecer estratégias para o uso eficiente e
econdmico das rochas fosfaticas (Stamford et al., 2004).

Uma alternativa para biodisponibilidade destas formas de P envolve a
capacidade de solubilizar fontes de fosfatos inorganicos insoliveis, aumentando o
contetudo de fésforo soluvel na solugdo do solo pela acdo de diferentes grupos
microbianos, por meio de diferentes mecanismos. Nesta diregéo, a selecdo de
isolados capazes de solubilizar P se constitui um passo inicial para alavancar tais
tecnologias nos diferentes sistemas de produgdao.

Os estudos de Cerigioli (2005) demonstraram a habilidade de 43 isolados
endofiticos de planta de milho em solubilizar fosfato inorganico. Deste total,
apenas dois isolados ndo foram capazes de solubilizar o fosfato de célcio. Nestes
ensaios, foram observados diversos géneros bacterianos ja citados na literatura,
capazes de solubilizar o fosfato de célcio, dos quais podem-se destacar os
Pseudomonas, Bacillus, Alcaligenes, Klebsiella, Enterobacter e outros que ainda
nado tinham relatos na literatura, como Sphingobacterium, Ochrobactrum,

Stenotrophomonas e Methylobacterium.
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Para solubilizagéo de zinco, um grupo mais restrito de isolados (67% dos
isolados do grupo 1) apresentou o halo translicido em torno das coldnias de
bactérias (Figura 12).

Os isolados inoculados em meio a base de 6xido de zinco (ZnO) mais
promissores para a solubilizagdo desse nutriente sdo os isolados 4 A, 5D.B,
11D.B, 6D.B, 8D.B da fracdo serrapilheira, 5 B.B, 11 A, 12 A, 13 A da primeira
profundidade do solo (P1), 7 B.B, 29 A, 23 A, 22 A, 24 A, 21 A da segunda
profundidade (P2) e 37 B, 37 A, 40 A, 44 A, 45 A, 2 H.F da fragdo P3 do solo
(Tabela 8 A). Diferente da tendéncia no grupo |, nos dados de solubilizagéo de
zinco para os isolados do grupo Il foram maiores os valores para o0s
microrganismos que ndo apresentaram a formag¢do de um alo translicido em
torno das colbnias, indicando que ndo sé@o capazes de solubilizar o 6xido de
zinco.

Dos 41% dos isolados bacterianos que solubilizaram Zn (Figura 12),
destacam-se os isolados 1 B (P1), 2 E (P2), 14 H (P3), 13 E (P2),6 E(P2) e 14 B
(P3) (Tabela 9 A). As bactérias cujos codigos sédo 7 B.B e 14 H, sdo bem
promissores na solubilizacdo, tanto de Zn quanto de P, respectivamente, para o
grupo | e grupo Il (Tabela 8 Ae 9 A).

Para Fernandes (2006), no solo, o zinco é encontrado nos horizontes
mais superficiais, o que esta relacionado ao fato de os residuos das plantas se
depositarem na superficie, sendo posteriormente liberados os nutrientes via
decomposicao e devido a baixa mobilidade do zinco no perfil, decorrente da sua
capacidade de ser fixado a MO, argilas silicatadas, 6xidos e hidréxidos de ferro.
Diante disto, os dados da tabela 1 A e 2 A legitimam os maiores teores deste
micronutriente do grupo | e grupo Il nas fragdes mais superficiais do solo, quando
correlacionados aos maiores valores de matéria organica.

Imagens ilustrativas do potencial de solubilizagdo de zinco e fésforo para

os isolados do grupo Il podem ser observadas na figura 13.



43

Figura 13: Solubilizacdo de Zn e P do g'rupo II. Onde: Os isolados A (13B), B
(13H) e C(7L) séo isolados solubilizadores de Zn e D (4E), E (7H) e F(11B) séo
solubilizadores de P.

Além da capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar fontes fosfatadas e
zinco, pesquisas tém demonstrado mudangas na anatomia e fisiologia de
diferentes gendtipos de cana-de-aglcar, quando inoculados pela bactéria G.
diazotrophicus. Alteracbes como o aumento das raizes laterais, assim como
mudancas na geometria das raizes pelo aumento da propor¢céo de raizes finas e
do sistema radicular como um todo (Olivares et al., 2001), sdo atribuidas a
capacidade destes microrganismos em produzir e secretar fitormonios.

Existem muitos relatos na literatura evidenciando a capacidade de
bactérias associadas a plantas em produzir fitormbnios e, consequentemente,
influenciar o crescimento de planta. Farina et al. (2012) relatam a capacidade de
302, dentre os 308 microrganismos isolados do solo, rizosfera e raizes de canola
(Brassica napus), em produzir compostos inddlicos.

Para avaliagdo da producao de acido indol acético (AlA) por bactérias
endofiticas de folhas de diferentes espécies de bromélias, foram utilizadas duas
metodologias distintas no trabalho de Reginatto (2008). A primeira metodologia
adotada no trabalho desta autora foi descrita por Bric et al. (1991), onde as
bactérias foram incubadas em agar tipico de soja suplementado de 5mM de L-
triptofano, cobertos com membrana de nitrocelulose estérii e a segunda

metodologia foi descrita por Glickmann e Dessaux (1995), onde utilizou-se um
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caldo Luria enriquecido de 5mM de L-triptofano e duas diferentes formulagdes do
reagente Salkowski. De 76 isolados bacterianos, 57 cepas bacterianas foram
evidenciadas na utilizagdo do meétodo de Glickmann e Dessaux e 20
apresentaram resultados positivos, quando empregada a membrana de
nitrocelulose. Apenas 13 isolados bacterianos tiveram a detec¢éo da produgéo do
fitormonio nas duas metodologias empregadas. O aparente insucesso da
metodologia de Bric et al. decorre do tamanho que as colbnias podem atingir, pois
caso a colbnia cresgca muito, o AlA espalha-se na membrana, dificultando a
interpretacéo dos resultados.

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

No presente trabalho, 100% dos isolados bacterianos pertencentes aos
dois grupos, na presenga e auséncia de triptofano, foram capazes de produzir
esse fitormonio. Resultados semelhantes foram obtidos num estudo desenvolvido
por Assumpcdo (2009), no qual foi avaliada a diversidade da comunidade
bacteriana endofitica de soja e seu potencial biotecnoldgico in vitro e verificou-se
gue dos 176 isolados avaliados, 100% produziram AIA, 18% dos isolados
controlaram o crescimento de fungos fitopatogénicos e 39% solubilizaram fosfato
de célcio.

As producdes de AIA, neste estudo, variaram de 15,3 a 688,0 yM em
meio sem triptofano e de 12,8 a 603,2 yM em meio na presenca de triptofano para
o grupo | (Tabela 10 A no anexo). Estes valores sdo similares aos observados por
Milani et al. (2009), em que foram verificadas variacdes de 289 a 487 yM nos
valores da concentracdo de AIA de cinco estirpes testadas de A. lipoferum em
meio sem triptofano e de 321-441 yM em meio acrescido de triptofano. Para as
estirpes de Gluconacetobacter avaliadas, houve um incremento na producédo de
AIA em relagdo aos Azospirillum testados. As estirpes de Gluconacetobacter
produziram de 312 a 538 yM em meio sem triptofano e de 239 a 601 yM em meio

com triptofano. Porém, Reis Junior et al. (2004), observaram menor producéo de
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AIA em isolados de A. amazonense associados a diferentes genotipos de
Brachiaria spp. com variag6es na ordem de 35 a 110 uM.

As figuras a seguir (figs 14 a 17) representam a média da producgédo de
AlIA na presencga ou nao de triptofano dos isolados nos diferentes compartimentos
(S, P1, P2 e P3). Os isolados que produziram valores acima da linha tracejada em
vermelho representam aqueles isolados bacterianos que produziram
concentragdo deste fitorménio acima da média, na presenca de triptofano. Quanto
aos isolados que apresentaram concentragdes acima da linha tracejada em azul,
sdo os que produziram AlA acima da média, na auséncia de triptofano. Na Figura
14, observam-se isolados potenciais para a producdo de AIA da fracdo
serrapilheira, tanto em meio acrescido quanto ausente de triptofano. Destaca-se a
capacidade de alguns isolados produzirem AIA acima da média em meio de
cultura sem o precursor triptofano, assim como o trabalho de Balota et al. (1995),
onde a Klebsiella sp. M-51 acumulou AlIA in vitro, independente do fornecimento
do precursor triptofano até as 120 horas de incubacdo. Nos estudos de Milani et
al. (2009), dos trés isolados de Azospirillum testados na auséncia do triptofano, os
isolados IPRA-13 e IPRA-21 apresentaram maior acumulo de AIA em relagdo aos
padrdes testados (BR 11001, A. brasiliense e BR 11080, A. lipoferum).
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Figura 14: Producao de acido indol acético por isolados da fragédo serrapilheira da
Reserva Ecoldgica Estadual de Guaxindiba do grupo |.

As figuras abaixo (Figura 15, 16 e 17) representam a producdo de AlA
dos isolados do solo Pl, P2 e P3, respectivamente. Para todos estes

compartimentos, valores da producgédo de AIA acima da média foram detectados.
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Figura 15: Producdo de acido indol acético por isolados da fragdo dos solo (P1)

da Reserva Ecologica Estadual de Guaxindiba do grupo I.
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Figura 16: Producdo de acido indol acético por isolados da fragdo dos solo (P2)

da Reserva Ecologica Estadual de Guaxindiba do grupo |.
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Figura 17: Producdo de acido indol acético por isolados da fragdo dos solo (P3)
da Reserva Ecologica Estadual de Guaxindiba do grupo I.

Para o grupo de isolados I, o intervalo de produgéo de AIA variou de 53,5

a 625,0 pyM em meio sem triptofano e 48, 0 a 619, 2 yM em meio acrescido de

triptofano (Tabela 10 A). Numa proporgdo menor que o grupo anterior, valores da

concentracdo de AIA acima da média neste grupo (Grupo Il) foram detectados na

fracdo serrapilheira para os isolados cultivados, tanto em meio de cultura

acrescido quanto isento de triptofano (Figura 18).
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Figura 18: Producao de acido indol acético por isolados da fragédo serrapilheira da
Reserva Ecologica Estadual de Guaxindiba do grupo II.

Para as profundidades do solo P1, P2 e P3, também foram observados

potenciais isolados na producdo deste fitormonio. As profundidades Pl e P2
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apresentaram isolados expressivos na producédo de AIA, apresentando valores

préximos a 600 uM na concentracao .
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Figura 19: Producao de &acido indol acético por isolados da fragdo dos solo (P1)
da Reserva Ecologica Estadual de Guaxindiba do grupo II.
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Figura 20: Producdo de é&cido indol acético por isolados da fracdo dos
solo (P2) da Reserva Ecoldgica Estadual de Guaxindiba do grupo II.
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Figura 21: Producdo de é&cido indol acético por isolados da fracdo dos
solo (P3) da Reserva Ecoldgica Estadual de Guaxindiba do grupo II.

4.5. Identificagdo taxondmica dos isolados

A identificagcdo molecular das bactérias pelo sequenciamento do gene 16S
rDNA (Tabela 11) resultou em 13 géneros distribuidos em 25 tdxons pertencentes
aos filos Proteobactéria (76 % das linhagens), Firmicutes (16 %), Actinobactéria
(4%) e Bacteroidetes (4%). Estes dados de sequenciamento s&o relativos apenas
a parte das bactérias oriundas do grupo Il (coleta de abril/2012) e cobrem 36% do

universo de isolados, a andlise de outras sequéncias esté em curso.

Tabela 3: Identificagdo molecular dos isolados bacterianos, obtidos em amostras
de serrapilheira (S) e diferentes profundidades de amostras de solo (P1: 0-10 cm;
P2: 10-20 cm e P3: 20-40 cm), oriundos de Floresta de Tabuleiro da Estagéo
Ecolégica de Guaxindiba, baseados em suas sequéncias 16S rDNA com base em
consultas BLAST

Cdodigo e origem GenBank N° do Cobertura Ident.
do isolado acesso (bases) (%)
7H - AM2 P3 (-5) Sphingobium sp. JQ433940.1 1441 99
110 - AM4 S (-6) Enterobacter sp. JN210900.1 1315 98
10B - AM3 P2 (-5) Burkholderia sp. AB299575.1 1581 99
8B - AM3 S (-5) Lactococcus lactis HM638424.1 1400 99
11E - AM4 S (-5) Novosphingobium sp. JQ316300.1 1349 99
13L - AM4 P2 (-6) Citrobacter sp. JQ765858. 1 1378 99
11B - AM4 S (-5) Burkholderia sp. NR043890.1 1219 99
3B - AM1 P3 (-6) Burkholderia sp. NR025097.1 1520 99
13E - AM4 P2 (-5) Paenibacillus barcinonensis  NR042272.1 1567 98
1L - AM1 P1 (-5) Pseudomonas mosselii NR024924.1 1543 98

12E - AM4 P1 (-5) Serratia nematodiphila NR044385.1 1519 99
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2H - AM1 P2 (-5) Burkholderia diffusa NR042633.1 1520 99
11L - AM4 S (-6) Paenibacillus barcinonensis  NR042272.1 1498 98
12H - AM4 P1 (-5) Novosphingobium NR044210.1 1482 99
panipatense

12L - AM4 P1 (-6) Lysinibacillus boronitolerans  NR041276.1 1502 99
1H - AM1 P1 (-5) Burkholderia diffusa NR042633.1 1452 99
10 - AM1 P1 (-5) Arthrobacter sp. NR025083.1 1347 98
8HB - AM4 S (-5) Chryseobacterium sp. NR042507.1 1404 99
8E - AM3 S (-5) Enterobacter asburiae NR024640.1 1419 98
2E - AM1 P2 (-5) Enterobacter ludwigii NR042349.1 1463 99
9E - AM3 P1 (-6) Enterobacter sp. NR024640.1 1570 99
3EB - AM2 S (-5) Enterobacter sp. NR042349.1 1437 99
13B - AM4 P2 (-5) Burkholderia arboris NR042634.1 1395 99
13BB — AM4 P2 (-6) Citrobacter sp. NR028894.1 1402 99
14L - AM4 P3 (-6) Burkholderia sp. NR042634.1 1330 99

No Filo Proteobactéria, predominante na serrapilheira (62,5% dos tdxons)
e em todas as profundidades amostradas (P1: 71,5%; P2: 86%; P3: 100%),
isolados bacterianos das classes Alfa- (16%), Beta- (37%) e Gama-proteobactéria
(47%) foram relatados. No Filo Firmicutes, todos isolados pertenceram a classe
bacilli, isolados da serrapilheira e duas primeiras profundidades do solo. J& para
os filos Actinobactéria e Bacteroidetes, respectivamente, um representante da
classe Actinomycetales (isolado do solo 0-10 cm) e Flavobacterium (isolado da
serrapilheira).

Dentre os géneros bacterianos de ocorréncia mais comuns destacaram-
se Burkholderia (28%), presente na serrapilheira e em todas as profundidades de
solo amostradas, Enterobacter (20%) presente na serrapilheira e em 0-10 e 10-20
cm, Paenibacillus (8%) isolado da serrapilheira e na camada de solo de 10-20 cm,
Citrobacter (8%) presente na camada de 10-20 cm e Novosphingobium (8%),
presente na serrapilheira e na camada de 0-10 cm. Os outros sete taxons com
apenas um representante se concentraram, majoritariamente, na serrapilheira e
na camada superficial em interface com a mesma (Tabela 11).

O género Burkholderia abriga um grande numero de espécies de
bactérias em bastonetes gram-negativas, moveis, aerdbicas obrigatorias, tanto
associadas enfermidades no reino animal como vegetal, bem como algumas
espécies importantes no sistema solo-planta em processos de biofertilizacdo e
bioremediagcdo. Algumas espécies como B. xenovorans, B. cepacia e B. fungorum

sdo conhecidas por sua capacidade de degradar compostos xenobidéticos (Gibson
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et al.,1993),como por exemplo, halogenados arométicos das classes bifenilas
policloradas (PCBs). Bactérias deste género tém sido consideradas habitantes
comuns do solo e desempenham fungdes ambientais relevantes no ambiente
solo-planta pela ampla capacidade de associagdo com diferentes espécies
vegetais, induzindo a formagdo de nddulos radiculares em leguminosas,
colonizando endofiticamente e epifiicamente diferentes plantas de interesse
agroflorestal e como agentes de controle biol6gico (Estrada-de Los Santos et al.,
2001).

Dentre as espécies de Burkholderia identificadas neste estudo, estdo
Burkholderia diffusa e Burkholderia arboris, ambas isoladas do compartimento
solo. Estas espécies foram recentemente propostas por Vanlaere et al. (2008), a
partir de isolados oriundos do complexo cepacia, associados a pacientes
portadores de fibrose cistica, 4gua de rio, solo, residuos industriais, entre outras
fontes. Burkholderia diffusa é descrita como células aerébias em bastdo, nao
esporulantes, Gram-negativas. Possuem crescimento 6timo a 30 °C, embora
estirpes pigmentadas ndo tenham sido detectadas e hemdlise ndo tenha sido
observada. Estirpes sdo capazes de assimilar glicose, L-arabinose, D-manose, D-
manitol, N-acetilglucosamina, D-gluconato, caprato, adipato, L-malato, citrato e
fenilacetato, mas ndo a maltose. A acidificacdo da glucose, maltose, lactose,
sacarose e xilose sdo observadas, mas acidificacdo adonitol € dependente da
estirpe. Nitrato é reduzido, positiva para a atividade das enzimas oxidase, beta-
galactosidase e lisina descarboxilase, mas ndo ornitina descarboxilase,
triptofanase, arginina dihidrolase ou urease. O teor de G+ C € 67% em mol. As
estirpes foram isoladas de amostras de expectoragédo de pacientes com fibrose
cistica, amostras de sangue de pacientes com fibrose, solo e da dgua. A cepa é
AU1075" é a estirpe tipo (LMG 24065) e foi recuperada a partir de muco de um
paciente com fibrose cistica nos EUA em 1999 (Vanlaere et al., 2008).

Ja4 Burkholderia arboris possui células em bastdo aerébias, néo
esporulantes e gram-negativas. Crescimento 6timo a 30 °C. Algumas estirpes sdo
capazes de produzir um pigmento avermelhado apds varios dias de crescimento,
sdo capazes de assimilar glucose, D-manose, D-gluconato, adipato, L-malato,
citrato. A assimilacédo de L-arabinose, D-manitol, N-acetilglucosamina, a maltose,
0 acido caproico, o fenilacetato e a redugéo de nitrato séo estirpe-dependente. A

acidificacdo de glucose, sacarose, maltose, lactose e adonitol sdo observadas,
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mas nao da xilose. Atividades oxidase e beta-galactosidase estdo presentes, mas
ndo triptofanase, arginina dihidrolase ou atividade urease. O conteudo G+ C é de
67% mol. As diferentes cepas foram isoladas do escarro de pacientes com fibrose
cistica e de fontes ambientais. A cepa é ES0263A(LMG 24066) é a estirpe-tipo
(Vanlaere et al., 2008).

O género Enterobacter pertence a familia Enterobacteriaceae e agrupa
bactérias gram-negativas e anaerObias facultativas. Sdo bactérias com ampla
ocorréncia na natureza, sendo isoladas de agua doce, solos, esgotos, vegetais,
animais e fezes humanas (Madhaiyan et al., 2010). Algumas s&o agente
patogénicos oportunistas, sendo a causa de queimaduras, ferimentos e infeccoes
urinarias. Ocasionalmente, podem também, provocar septicemia e meningite.
Este género € claramente separado de outros tdxons bacterianos e forma um
ramo distinto com 22 espécies, tendo Enterobacter cloacae como a espécie-tipo
(Hormaeche e Edwards,1960). E crescente o namero de relatos de membros
deste género em associacdo com plantas (Egamberdieva et al., 2008;
Madhaiyan et al., 2010) com a descri¢do de efeitos benéficos sobre o crescimento
da planta que incluem a produc¢éo de fitorménios, fixagdo biol6gica de nitrogénio e
biocontrole (Go6tz et al., 2006). Em um trabalho conduzido por Vassileva et al.
(1999), a bacterizacdo de plantas de alface (Lactuca sativa) com células de
Enterobacter formulada em capsulas de alginato melhorou a absorgcdo de ions
fosfato e estimulou micorrizagéo das plantas.

Dentre as espécies de Enterobacter identificadas neste estudo, estdo
Enterobacter asburiae e Enterobacter ludwigii, respectivamente isoladas da
serrapilneira e de amostras de solo (10-20 cm). E. asburiae, de acordo com
Brenner et al. (1986) € uma nova espécie, que foi anteriormente alocada no grupo
Entérico 17 e que consistia de 71 cepas, 70 das quais, isoladas de seres
humanos (urina, aparelho respiratério, feridas e sangue), sem significado clinico .
Estirpes desta espécie sdo positivas para os testes de vermelho de metila, a
utilizacdo de citrato, hidrélise de ureia, L-ornitina-descarboxilase, crescimento em
KCN, producéo de 4cido e gas a partir de glicose e produgéo de &4cido a partir de
L-arabinose, celobiose, glicerol (negativa em 1 a 2 dias, positivo em 3-7 dias), a
lactose, D-manitol, a alfa-metil-D-glicosideo, D-sorbitol, sacarose, trealose e D-
xilose. Exibem resultados negativos no teste de Voges-Proskauer e no teste para

compostos inddlicos, produzem H,S, fenilalanina, L-lisina descarboxilase,
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possuem lipases, ADNases, e produzem acido a partir de adonitol, D-arabitol,
dulcitol, eritritol, i(mio)-inositol e L-ramnose. Mais recentemente, isolados desta
espécie tém recebido atencdo destacada em diferentes estudos, envolvendo
seguranga alimentar na agricultura e aproveitamento de residuos vegetais para
producéo de etanol de segunda geracéo (Ye et al., 2009; Bi et al., 2009). Uma
combinacdo de Enterobacter asburiae JX1 com cinco bacteriofagos liticos foi
avaliada para o controle de Salmonella javiana na rizosfera de plantas e em pré-e
pés-colheita de tomate, com resultados promissores na reducdo da persisténcia
de Salmonella pela acdo antagonica do isolado JX1 (Ye et al., 2009). J4, o isolado
JDR-1 de E. asburiae, obtido a partir de amostras de madeira, tem sido utilizado
como um biocatalisador etanologénico para producéo de combustiveis, a partir de
residuos agricolas de origem vegetal, catalisando a hidrélise de hemicelulose
(metilglucuronoxilose e xilose) e produzindo etanol e acetato. Interessante
destacar que o isolado bacteriano E. asburiae, obtido no presente estudo, deriva
da serrapilheira da Floresta da Mata do Carvdo, sendo um componente da
comunidade microbiana responséavel pela decomposicdo dos residuos vegetais,
ciclagem dos nutrientes e sustentacdo da floresta na area da reserva.
Enterobacter ludwigii foi descrito com base nas caracteristicas de 16
estirpes isoladas, a partir de casos clinicos (Hoffmann et al., 2005). Essas
bactérias formam um grupo genético distinto em analises filogenéticas da
estrutura populacional do complexo de Enterobacter cloacae. Caracterizam-se
como  bactérias bastonetes gram-negativos com motilidade, metabolismo
fermentativo e caracteristicas gerais de Enterobacter cloacae. E. ludwigii podem
ser diferenciados a partir das outras espécies Enterobacter pelo seu crescimento
em mio-inositol e 3-O-metil-D-glucopiranose. A cepa EN-119 é a estirpe-tipo
(DSM 16688"). Dentre as caracteristicas de interesse biotecnolégicas
relacionadas a espécie, estudos de bioremedia¢édo tém sido conduzidos com a
estirpe de E. ludwigii Ez-185-17 (isolado dos nodulos radiculares de plantas
colhidas na area da usina nuclear de Chernobyl). Neste estudo, Pau-Roblot et al.
(2013) isolaram e caracterizaram quimicamente um exopolissacarideo de alta
massa molecular (EPS) e evidenciaram suas propriedades de ligagdo com metais
pesados, reduzindo o sequestro de cadmio (Cd) em sementes de plantas de linho
(Linum usitatissimum). Em outro estudo conduzido por Yousaf et al. (2011), foi

avaliada a capacidade de colonizacdo endofitica de trés isolados de E. ludwigii
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em plantas de azevém (Lolium multiflorum), cornich&o (Lotus corniculatus) e alfafa
(Medicago truncatula) cultivadas em solo desinfestado, enriquecida com 1% de
diesel. Todas as estirpes foram capazes de colonizar eficientemente a rizosfera e
interior das plantas e degradar hidrocarbonetos (taxas de degradacdo de dOleo
diesel até 68%), expressando os genes CYP153 (degradacdo de alcanos) em
diferentes compartimentos das plantas, indicando um papel ativo na degradagao
de diesel, em associagdo com plantas.

Na bactéria psicrotrofica, Enterobacter ludwigii estirpe PAS1 foi
identificada uma proteina “cold shock protein E” e sua estrutura elucidada por
andlises de biologia computacional. H4 um interesse consideravel no uso de
bactérias psicrotréficas para fixacdo de nitrogénio, especialmente em regifes
montanhosas, assim, uma melhor compreensdo dos mecanismos de adaptacao
ao frio se justifica (Kandasamy et al., 2013).

Entre os tadxons com ocorréncia intermediaria, temos Paenibacillus,
Citrobacter e Novosphingobium (8%), majoritariamente associados a serrapilheira
e na camada de solo de 0-10 cm.

Paenibacillus € um género de bactéria anaerdbia facultativa, formadoras
de enddésporos, inicialmente incluido no género Bacillus e, posteriormente,
reclassificada como um género separado (Ash et al.,1993). E um género de ampla
ocorréncia na natureza, com espécies isoladas de solo, agua, rizosfera, material
vegetal, associados epifiticamente e endofiticamente a plantas, larvas de insetos,
bem como isolados clinicos (Lal e Tabacchioni, 2009; Ouyang et al., 2008).

Véarias espécies de Paenibacillus estdo relacionadas a promog¢do do
crescimento  vegetal, atuando simultaneamente como  biofertilizantes
(solubilizagédo de fosfato, fixagdo de nitrogénio e produgdo hormonal) e
antagonistas (biopesticidas) de patdégenos radiculares pela producdo de
antibiéticos, sideréforos ou enzimas liticas contra bactérias, fungos e nematoides
fitopatogénicos (McSpadden Gardener, 2004). Outro aspecto relevante para
fertilidade dos solos em diferentes biomas reside da capacidade de isolados de
Paenibacillus sp.em degradar substancias humicas do solo e promover uma
ciclagem mais eficiente do carbono organico (Park e Kim, 2013).

Isolado da serrapilheira e da camada de 10-20 cm do solo da Mata do
Carvéao, Paenibacillus barcinonensis € reconhecida como uma bactéria produtora

de xilanase. Trata-se de uma bactéria gram-positiva, formadora de enddsporos e
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primeiramente isolada de um campo de arroz (Sanchez et al., 2005). Possui
crescimento entre 10 e 40 graus °C e em presenca de lisozima ou de 5% (w / v)
de NaCl. A estirpe tipo é a BP-23" (Sanchez et al., 2005). Aplicacbes
biotecnolégicas mais recentes apontam para a clonagem e expresséo heteréloga
da enzima xilanase A de P. barcinonensis em Escherichia coli e atividade elevada
a 60 °C, em ambiente alcalino (acima de pH 9,5), revelando-se como candidata
para despolimerizagdo da madeira de eucalipto (liberagdo de xilo-oligbmero) na
industria de papel e celulose (Valenzuelaet al., 2010). Ashaet al. (2012)
purificaram e caracterizaram na mesma espécie (estirpe MG7) uma celulase com
elevada atividade catalitica e estavel em temperaturas elevadas, variagdes de pH,
presenca de surfactantes e ions metalicos, indicando que a enzima celulase MG7
€ uma boa candidata para aplicacbes biotecnoldgicas em programas de
degradacéo de celulose.

Citrobacter é um género de bactérias aerdbicas, gram-negativas coliformes
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Proposto pela primeira vez como
Citrobacter freundii por Werkman e Gillen (1932). Possui atualmente, dez
espécies reconhecidas, incluindo C. freundii MTCC 1658, este isolado de canal de
adgua nos Estados Unidos. As espécies C. amalonaticus, C. koseri e C. freundii
utilizam citrato como Uunica fonte de carbono. Espécies de Citrobacter s&o
diferenciados pela sua capacidade para converter o triptofano em indol, fermentar
a lactose, e utilizar malonato (Lipsky et al.,, 1980). Bactérias do género séo
capazes de acumular urénio através da construcdo de complexos com ions
fosfatos. Estas bactérias podem ser encontradas no solo, agua, aguas residuais,
e associadas ao intestino humano. Uma versdo preliminar do genoma
sequenciado de Citrobacter freundii estirpe MTCC 1658T foi publicada por Kumar
et al. (2013). Dentre os genes destacam-se aqueles relacionados a decomposi¢ao
da ureia, quitina e utilizacdo de N-acetilglicosamina, complexo desidrogenase, a
via metabdlica de Entner-Doudoroff, glicdlise e gliconeogénese, as vias das
pentoses fosfato, o ciclo do &cido tricarboxilico, absorcéo e utilizagdo de lactose e
galactose, o metabolismo do acido sialico, sintese de riboflavina, dois sistemas
para o metabolismo do piruvato, dentre outros genes relevantes.

Novosphingobium é um género de bactérias Gram-negativas, que inclui
espécies com potencial para bioremediacdo de ambiente contaminados (Liu et al.,

2005), em face de sua capacidade de degradar compostos arométicos (fenol,
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anilina, nitrobenzeno e fenantreno). Estas bactérias sdo usualmente encontradas
em substratos com alta relagdo C/N, ambientes degradados e sdo capazes de
metabolizar diversos poluentes industriais. Varias destas espécies sdo capazes
de acumular poli-hidroxialcanoato (PHA) e a espécie N. nitrogenifigens (isolada de
adguas de lavagem de fébrica de papel — meio com alta relacdo C/N). O perfil
fisioldgico destas bactérias é compativel com o ambiente de decomposi¢cdo na
interface serrapilheira-solo, onde a liberacdo de nutrientes depende da agéo
microbiana sobre C-recalcitrante como lignina, suberina, polifen6is em ambiente
com baixa concentragéo de nitrogénio.

Novosphingobium panipatense foi originalmente isolado de solo
contaminado com 6leo, formando col6nias amarelo-pigmentadas. As bactérias
sdo gram-negativas e halofilicas. Em estudos polifasicos, a estirpe SM16T exibiu
uma gama de propriedades fenotipicas e quimiotaxondmicas consistentes com as
de membros do género Novosphingobium, por exemplo a presengca de
espermidina, como a principal poliamina na parede da célula (Gupta e Lal, 2009).

No grupo minoritario, temos Lactococcus lactis, Chryseobacterium sp.,
Pseudomonas mosselii, Serratia nematodiphila, Lysinibacillus boronitolerans,
Arthrobacter sp. e Sphingobium sp.

Lactococcus é um género de bactérias com morfologia de cocos gram-
positivos, ndo moveis, catalase negativos e encontrados isoladamente, em pares
ou em cadeias, e inicialmente incluidos no género Streptococcus Grupo N1
(Schleifer et al.,1985). Relatados como homofermentadores por produzirem o
acido lactico como produto Unico, a partir da fermentagdo da glicose, possui
estirpes conhecidas por crescer a 7 °C. Sete espécies de Lactococcus sao
reconhecidos atualmente, juntamente com quatro subespécies. No presente
estudo, relatou-se a ocorréncia da espécie Lactococcus lactis na serrapilheira.
Esta espécie é relatada como uma das principais bactérias lacteas de interesse
industrial, sendo comumente utilizada como cultura iniciadora na inddstria de
lacticinios para a fabricacdo de produtos lacteos fermentados (De Vos e Simons,
1994). Além disso, esta espécie ganhou notoriedade por ser o primeiro
organismo, geneticamente modificado, a ser utilizado vivo no tratamento de
doencas humanas (Doenga de Crohn), uma inflamagé&o intestinal cronica, que

atinge geralmente o ileo e o célon (Braat et al., 2006)
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Lactococcus lactis € uma das espécies de bactérias gram positivas de
baixo conteido de GC mais bem caracterizadas com relagdo a sua genética,
metabolismo e biodiversidade (Van Hylckama Vlieg et al., 2006). Isoladas
majoritariamente de ambiente de producdo de laticinios e material vegetal,
representam um caso emblematico de erosdo do genoma ou evolugéo redutiva,
em que isolados oriundos de produtos lacteos evoluiram a partir de isolados de
plantas, através da perda ou repressdo de genes ndo expressos em bactérias
cultivadas em leite (Bachmann et al., 2012).

Chryseobacterium é um género de bactérias gram-negativas em forma de
bastonete, ndo formadoras de esporos e ndo moveis, pertencente a familia
Flavobacteriaceae. Caracterizam-se por bactérias exibindo colénias com
pigmentos amarelos ou nenhum pigmento (colbnias brancas). Véarias bactérias
formalmente classificados no género Flavobacterium foram reclassificados dentro
do género Chryseobacterium (Vandamme et al.,1994). O género possui ampla
distribuicdo, incluindo solo, plantas, &gua fresca, ambiente marinho, aguas
residuais e fontes e alimento como leite e frango, e isolados associados a animais
doentes e ambientes hospitalares (Vandamme et al.,1994). A atividade
queratinolitica de metaloproteases isoladas desta bactéria sdo de interesse no
tratamento do couro e outras aplicagbes agricolas e industriais (Wang et al.,
2008).

Pseudomonas € um género de bactérias Gram-negativas aerdbias,
pertencente & familia Pseudomonadaceae, contendo 191 espécies validas e uma
grande diversidade metabdlica, com grande capacidade de colonizar a uma vasta
gama de nichos no ambiente, incluindo o solo e as plantas (Palleroni, 2010).
Pseudomonas mosselii foi descrita a partir de 22 estirpes fluorescentes
reconhecidas como outras espécies de Pseudomonas de origem clinica. Doze
dos 22 isolados clinicos foram agrupados dentro de um grupo especifico (grupo
IV), fenotipicamente diferente de todos os outros grupos e subgrupos de
pseudomonas fluorescentes. Com base em atributos fenotipicos, hibridagdo de
DNA-DNA e andlises filogenéticas, uma nova espécie foi proposta, com a cepa de
P. mosselii CFML 90 83" como estirpe tipo (ATCC BAA-99") = CIP 105259T). As
cepas de P. mosselii séo fenotipicamente homogéneas e podem ser diferenciadas

de outras espécies fluorescentes por vérias caracteristicas fenotipicas, a
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tipificacdo da estrutura da cadeia de peptideos da pioverdina (Dabboussi et al.,
2002).

Serratia € um género de bactérias anaerdbias facultativas, bastonetes
gram-negativos, e pertencentes afamilia Enterobacteriaceae. As espécies mais
comunis sao S. marcescens, S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea e S.
odoriferae (Saito, 1965). Os membros deste género produzem pigmento vermelho
(prodigiosina) e se distinguem de outros membros da familia Enterobacteriaceae
pela producdo de trés enzimas, DNase, lipase e gelatinase (Ashelford et al.,
2002). Serratia nematodiphila é uma bactéria em forma de bastonete, gram-
negativa, possuidora de pigmento vermelho, moével, fluorescente, com um Unico
flagelo lateral, e originalmente isolada do intestno do nematédeo
Heterorhabditidoides chongmingensis (Zhang et al., 2009). Esta associagao
simbidtica com nematoides, ndo foi relatada para nenhuma das espécies do
género Serratia. A estirpe padrdo é DZ0503SBS1'. Atividade larvicida contra os
mosquitos Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus foi
demonstrada em S. nematodiphila estirpe SV6, indicando seu potencial como
inseticida bacteriano para o controle de doengas transmitidas por vetores do
mosquito (Patil et al., 2012).

Lysinibacillus boronitolerans foi descrita por Ahmed et al.,(2007) com base
em trés isolados obtidos do solo. Estas bactérias sdo bastonetes moéveis, gram-
positivas, formadoras de esporos. Estas toleram 5% NaCl e 150 mM de boro. A
temperatura 6tima para o crescimento é de 37 ° C (faixa de 16-45 °C) e o pH
otimo foi de 7,0 - 8,0 (faixa de pH 5,5-9,5). Com base na composicdo dos
peptidoglicanos e as andlises filogenéticas e fisiologicas, foi proposta uma nova
espécie com a estirpe tipo 10a’. O genoma desta bactéria foi recentemente
sequenciado (isolado F1182), obtido a partir de um produto de soja fermentado. A
sequéncia do genoma continha 4,46 Mbp com um teor de 37,5% de G+ C. O
genoma de L. boronitolerans F1182 possui um grande numero de genes
relacionados com o metabolismo de proteinas e carboidratos, capazes de utilizar
uma diversidade de substratos no ambiente, tais como ureia ou etanolamina (Nam
et al., 2012). Os autores afirmam que uma analise mais detalhada desse genoma
vai fornecer informacdes Uteis para a aplicagdo de microrganismos na industria de

alimentos e na agricultura.
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Arthrobacter € um género de bactéria que é comumente encontrada no
solo. Todas as espécies deste género sdo obrigatérios aerébios gram-positivos,
formando bastdes durante o crescimento exponencial e cocos em sua fase
estacionaria. Suas colbnias possuem um centro metalico esverdeado em meio
caldo piridona quando incubada a 20 °C. Este género é diferenciado por causa de
seu processo de divisdo celular em que os bastonetes dédo origem a cocus
gerando formas em “V”. Outras caracteristicas notaveis sdo que ele pode utilizar
piridona como a sua Unica fonte de carbono, e que 0s seus cocus S&o resistentes
a dessecacdo e fome. O género Arthrobacter foi proposto por Conn e Dimmick
(1947). As espécie tipo Arthrobacter globiformis, e as espécies estreitamente
relacionadas séao caracterizados por peptidoglicano tipo A3a com uma ponte
interpeptideo, contendo 1-4 moléculas de L-alanina (Collins et al.,1977) e MK-9
(H2), como o principal menaquinona. Aplicagfes biotecnolégicas incluem eventos
de bioremediacdo como a redugédo de cromo hexavalente por A. crystallopoietes
(Camargo et al., 2003).

De acordo com Takeuchiet al. (2001), o género Sphingomonas esta
arranjado em quatro grupos. Algumas diferencas quimiotaxondmicas e fenotipica
foram observadas entre estes agrupamentos e trés novos géneros, Sphingobium,
Novosphingobium e Sphingopyxis foram propostos, além do género
Sphingomonas. Sphingobium foi proposto para acomodar Sphingomonas
chlorophenolica, Sphingomonas herbicidovorans yanoikuyae e Sphingomonas. O
género abarca bactérias resistentes a elevados niveis de cobre como
Sphingobium cupriresistens, isolado de solo em minas de cobre (Li et al., 2013) e
espécies capazes de degradar fenantreno como Sphingobium fuliginis (Prakash e
Lal, 2006).

A ciclagem de nutrientes e diferentes processos microbianos, com a
fixacdo bioldgica e nitrogénio e a solubilizacdo de fosforo sdo fundamentais para a
sustentabilidade do ecossistemas. No caso das florestas tropicais,
predominantemente formadas em solo de baixa fertilidade, a importancia destes
processos € ainda mais acentuada, apontando para a importancia da
caracterizagdo taxonomica e funcional da comunidade microbiana associada ao
processo de decomposic¢éo e disponibilizagdo de nutrientes. No presente estudo,
0s primeiros passos nesta dire¢cdo foram dados na caracterizagdo da comunidade

bacteriana culturavel associada ao sistema solo/serrapilheira. Ademais, este
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representa o primeiro estudo com o objetivo de caracterizar microrganismos do
solo, presentes na area da Mata do Carvdo, contribuindo para descricdo da
diversidade na &rea, conservacdo de espécies e gerando dados possiveis de
serem correlacionados com as comunidades vegetais, dinamica da serrapilheira e
os fatores edaficos relacionados a fragdo mineral e organica. Por fim, o
isolamento e caracterizagdo das bactérias produzem potenciais produtos para

aplicacdo em diversas areas.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A Mata Atlantica é reconhecida como um dos biomas brasileiros mais
ricos em espécies de plantas e animais, porém, a maior parte da sua vegetagéo
natural foi substituida, devido as intervengcdes humanas, ameacando a sua
biodiversidade. As diversas informagbes sobre a sua diversidade vegetal
contrasta com os estudos reduzidos sobre a diversidade de microrganismos
existentes no solo deste bioma. Estima-se que a Mata Atlantica possa abrigar
entre dois e treze milhdes de novas espécies bacterianas somente na filosfera.
Esta imensa diversidade ndo é explorada adequadamente e, presumivelmente, é
ainda maior na interface serrapilheira/solo, gerando oportunidades para descri¢cao
de novas espécies de micrébios, com impactos na conservagdo de nosso
patrimbénio genético e possiveis aplicacdes biotecnoldgicas para agricultura e
outros dominios da ciéncia e tecnologia. Diante disto, prop8e-se neste trabalho a
quantificacdo de bactérias heterotroficas totais e bactérias fixadoras de nitrogénio.
Subsequentemente, a partir dos isolamentos e caracterizagdo microbioldgica das
bactérias, foram conduzidos ensaios de laboratorio com o intuito de explorar as
propriedades relacionadas a promog¢do do crescimento vegetal pela
caracterizagdo de sua capacidade de fixar biologicamente o nitrogénio, secretar
compostos inddlicos, solubilizar minerais fosfatados e de zinco, gerando
potenciais candidatos para composi¢cdo de insumos biol6gicos. Também foram
realizadas analises pra identificacdo molecular das bactérias da matéria organica,
buscando relacionar com as caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos isolados

bacterianos e sua diversidade. Neste estudo, foi obtido um total de 232 isolados
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bacterianos para os dois periodos distintos de tempo de coleta. No primeiro grupo
(coleta setembro/2011) encontram-se 169 isolados bacterianos (130 isolados néo
diazotréficos e 39 isolados diazotréficos) que foram isolados apés periodos de
seca nas areas amostradas. No segundo grupo (coleta abril/2012) foram obtidos
63 isolados bacterianos (todos nédo diazotroficos). Mesmo a coleta sendo feita
ap6s periodos expressivos de chuva, houve uma queda na densidade de
populagbes neste periodo, advindo provavelmente do acumulo de A&gua,
reduzindo a aeragcdo e causando anoxia. A estimativa do tamanho das
populacbes bacterianas na condigcdo de potencial basal (pB) e no potencial
carbono induzido (pC) na serrapilheira (S) e nas diferentes profundidades no solo
(P1, P2 e P3) revelaram os maiores niveis populacionais de bactérias
diazotréficas na fragéo serrapilheira (10°a 10* células por grama de serrapilheira)
e populagdes ndo detectéveis em diferentes profundidades. As estimativas pC
indicaram incremento das populagdes de diazotréficos em todo perfil do solo (de
até quatro unidades logaritmicas) analisado e o aparecimento de populacdes
detectéveis no P1 e P2, apontando para limitacdo de sua atividade pela limitacao
de carbono prontamente assimilavel. Dos isolados obtidos no grupo | (set/2011),
75% apresentaram caracteristicas morfolégicas de bastdes (curtos ou longos) e
25% apresentaram caracteristicas morfologicas esféricas (cocos e duplo cocos) e
89% foram caracterizadas como Gram-negativas e 11% como Gram-positivas.
Quanto a solubilizacdo de P e Zn, respectivamente, 91 e 67% dos isolados
bacterianos foram capazes de solubilizar. Destacaram-se os isolados 4 RF, 10
DB, 2 DB que se encontram na fragéo serrapilheira (S), apresentando alto indice
de solubilizacdo de fosfato de célcio (Ca(PO),) assim como os isolados 10 A (P1),
7B.B,11Ce 16 D.B (P2) e 41 B (P3). Os isolados inoculados em meio a base de
oxido de zinco (ZnO) mais promissores para a solubilizagdo desse nutriente sdo
os isolados 4 A, 5D.B, 11D.B, 6D.B, 8D.B da fragcao serrapilheira, 5 B.B, 11 A, 12
A, 13 A da primeira profundidade do solo (P1), 7 B.B, 29 A, 23 A, 22 A, 24 A, 21 A
da segunda profundidade (P2) e 37 B, 37 A, 40 A, 44 A, 45 A, 2 H.F da ultima
profundidade do solo analisada (P3). No segundo grupo de isolados (coleta
abr/2012), dos 63 isolados bacterianos, 60% se apresentam na forma bastéo e
40% na forma esférica (cocos e duplo cocos), 62% das bactérias foram
caracterizadas como Gram-negativas e 38% como Gram-positivas. Quanto a

solubilizagdo de P e Zn, respectivamente, 56 e 41% foram positivos para esta
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caracteristica, com os isolados 10 E (P2), 4L (S) e 14H (P3) com 0s maiores
indices de solubilizacdo de fosfato de célcio. Destacam-se na solubilizacdo de
oxido de zinco os isolados 1 B (P1), 2 E (P2), 14 H (P3), 6 E (P2),13E (P2)e 14 B
(P3). Todos os isolados bacterianos, na presenga ou auséncia de triptofano foram
capazes de produzir compostos inddlicos nos dois grupos. A quantificacdo de
equivalente AlA neste estudo variou de 15,3 a 688,0 uM em meio sem triptofano e
de 12,8 a 603,2 yM em meio na presenga de triptofano para o grupo | e 53,5 a
625,0 yM em meio sem triptofano e 48, 0 a 619, 2 uM em meio acrescido de
triptofano para o grupo de isolados Il. Identificacdo molecular das bactérias pelo
sequenciamento do gene 16S rDNA resultou em 13 géneros distribuidos em 25
taxons pertencentes aos filos Proteobacteria (76 % das linhagens), Firmicutes (16
%), Actinobacteria (4%) e Bacteroidetes (4%). Estes dados de sequenciamento
sdo relativos apenas as bactérias oriundas do grupo Il (coleta de abril/l2012) e
cobrem 36% do universo de isolados, a andlise de outras sequencias estd em

curso.
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Figura 1 A: Variacdo nas caracteristicas quimicas em funcéo da profundidade em
amostras de solo (amostragem outubro/2011 e abril/2012), obtidas em quatro
pontos de um setor preservado da Mata de Tabuleiro, em area de protecéo
permanente da Estacdo Ecolégica de Guaxindiba. (dados apresentados como

média e desvio padrdo para n = 4).
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Tabela 1 A: Analise quimica do Argissolo Amarelo do grupo |, coletado em setembro de 2011, em area de Mata Atlantica

Amostas C MO pH P K' Ca®* Mg” AP* HtAl SB T t m V Fe* cu* zn®* wmMn* Na'*
% g/dm’ -mg dm™ - o O L NS L — e — mg/dm?® ------------- cmol.dm™
AM1-P1 249 429 49 2 67 30 10 04 80 43 123 47 9 35 71,4 02 08 70 0,09
AM1-P2 1,77 305 44 2 24 08 03 15 7,7 12 89 27 5 13 906 02 03 1.2 0,04
AM1-P3 106 183 43 1 12 02 01 19 60 04 64 23 8 6 552 03 03 05 0,04
AM2-P1 183 315 53 3 72 28 10 00 44 40 84 40 0 48 300 02 15 6,4 0,05
AM2-P2 132 228 46 3 33 05 04 11 49 10 59 21 52 17 696 01 06 0,9 0,02
AM2-P3 106 183 48 2 31 03 01 15 53 05 58 20 75 9 606 02 04 08 0,02
AM3-P1 242 417 52 2 95 39 10 00 51 52 103 52 0 51 260 02 17 74 0,08
AM3-P2 159 274 44 2 31 06 10 14 65 17 82 31 45 21 80,4 01 05 1.2 0,04
AM3-P3 121 209 44 2 31 03 01 18 60 05 65 23 78 8 642 02 02 06 0,04
AM4-P1 208 39 61 2 8 52 11 00 25 66 91 66 0 72 155 0,2 16 106 0,04
AM4 -P2 159 274 57 2 74 31 07 00 31 40 71 40 O 56 253 01 07 38 0,02
AM4-P3 132 228 51 2 45 20 04 04 46 25 71 29 14 36 576 02 05 40 0,02

Conforme as recomendac8es Embrapa (1997): C = dicromatometria em meio acido; P e K* = extrator Carolina do Norte; Ca**,
Mg®* e AI** = extrator KCI 1mol L™ (Anélises feitas no Laboratério de Anélise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel
Miranda. Campos dos Goytacazes, RJ). Onde: C= teor de carbono organico; pH= potencial hidrogeniénico em agua; P e K= fésforo e
potassio disponivel; Ca?*, Mg®'= céalcio e magnésio trocavel; H+Al= acidez potencial; SB= soma de bases (K', Ca*, Mg*"); T=
capacidade de troca de cations= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de troca de cétions= SB+Al**; m= saturacdo de AI** ; V=
saturacdo por bases; Fe®*, Cu®*, Zn**, Mn?*", Na'* = ferro, cobre, zinco, manganés e sédio trocavel. Onde: AM1, AM2, AM3 e AM4
representam amostras compostas representativas e, P1, P2 e P3 sé@o as profundidades de coleta das amostras em 0-10 cm, 10-20
cm e 20-40 cm, respectivamente.



Tabela 2 A: Analise quimica do Argissolo Amarelo do grupo Il, coletado em abril 2012, na area de Floresta Atlantica
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Amostras C MO pH P K" ca* Mg® AP H+Al SB T t m V Fe* cu* zn"* wMn* Na'*
% g/dm’ T —— cmoledm™® ----momeomeeeeo- N mg/dm?® ------ cmol.dm™
AM1-P1 287 495 53 3 57 41 14 02 80 57 137 59 3 42 213 03 18 134 0,06
AM1-P2 214 369 45 3 26 15 05 14 94 21 115 35 40 18 630 02 05 42 0,04
AM1-P3 1,77 305 43 5 22 08 03 20 88 12 100 32 63 12 690 02 03 19 0,02
AM2-P1 3,78 652 58 4 74 13,7 27 00 47 167 214 167 O 78 50 04 35 132 0,07
AM2-P2 235 405 57 3 43 85 16 00 51 103 154 10,3 O 67 125 03 18 67 0,08
AM2-P3 195 336 57 5 33 46 11 00 46 58 104 58 0 56 160 02 13 50 0,04
AM3-P1 2,71 467 61 3 8 91 20 00 32 114 146 114 0 78 85 02 22 193 0,06
AM3-P2 183 315 58 3 62 33 12 00 52 47 99 47 0 48 170 03 16 51 0,06
AM3-P3 1,26 21,7 50 4 3% 10 05 00 55 16 71 25 36 23 570 02 09 12 0,03
AM4-P1 287 495 56 4 8 89 14 00 63 106 169 106 O 63 82 02 28 72 0,06
AM4-P2 256 441 55 3 76 77 13 05 52 93 145 98 5 64 125 03 25 6,0 0,06
AM4-P3 142 245 54 2 26 28 06 02 47 35 82 37 5 43 197 02 05 14 0,05

cm e 20-40 cm, respectivamente.

Conforme as recomendacées Embrapa (1997): C = dicromatometria em meio acido; P e K* = extrator Carolina do Norte; Ca?*,
Mg®* e AP** = extrator KCl 1mol L™ (Andlises feitas no Laboratério de Anélise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel
Miranda. Campos dos Goytacazes, RJ). Onde: C= teor de carbono organico; pH= potencial hidrogenidnico em agua; P e K= fésforo e
potéssio disponivel; Ca**, Mg®*'= calcio e magnésio trocavel; H+Al= acidez potencial; SB= soma de bases (K", Ca*, Mg*"); T=
capacidade de troca de cations= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de troca de cations= SB+Al**; m= saturacdo de AI** ; V=
saturacdo por bases; Fe**, Cu?*, zn*, Mn*" , Na'" = ferro, cobre, zinco, manganés e sédio trocavel. Onde: AM1, AM2, AM3 e AM4
representam amostras compostas representativas e, P1, P2 e P3 sé@o as profundidades de coleta das amostras em 0-10 cm, 10-20
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Tabela 3 A: Andlise granulométrica do Argissolo Amarelo grupo |.
Andlises feitas no Laboratério de Andlise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ,
Campus Leonel Miranda. Campos dos Goytacazes — RJ

Amostras Areia Silte Argila
9/Kg
AM1-P1 600 90 310
AM1-P2 570 100 330
AM1-P3 500 126 374
AM2-P1 730 83 187
AM2-P2 690 92 218
AM2-P3 600 114 286
AM3-P1 670 124 206
AM3-P2 630 109 261
AM3-P3 570 120 310
AM4-P1 640 122 238
AM4 -P2 630 117 253
AM4-P3 620 102 278
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Tabela 4 A: Caracteristicas morfolégicas dos isolados bacterianos,

obtidos na coleta de setembro de 2011(Grupo 1), em &rea de Floresta Atlantica

Isolados Morfologia da célula Fonte Coloracdo Gram
11B Bastbes P1 Gram-negativo
7B Bastdes S Gram-negativo
5B Bastbes S Gram-negativo
10 B Bastdes S Gram-negativo
13 B Bastbes P1 Gram-negativo
12B Cocos P1 Gram-negativo
6B Bastbes S Gram-negativo
2B Bastdes S Gram-negativo
1B Bastbes S Gram-negativo
3B Cocos S Gram-negativo
8B Bastbes S Gram-negativo
9B Bastdes S Gram-negativo
4B Bastbes S Gram-negativo
17B Bastbes P1 Gram-negativo
2B.F Bastbes S Gram-positivo
27B Bastbes P2 Gram-negativo
14 B Bastbes P1 Gram-negativo
29B Bastbes P2 Gram-negativo
3F.F Bastdes S Gram-negativo
30B Bastbes P2 Gram-negativo
25B Bastbes P2 Gram-negativo
31B Bastbes P2 Gram-negativo
32B Bastbes P2 Gram-negativo
26 B Bastbes P2 Gram-negativo
18 B Bastbes P1 Gram-negativo
3 E.F Bastdes S Gram-positivo
20B Cocos P1 Gram-negativo
22 A Cocos P2 Gram-negativo
21 A Bastbes P2 Gram-negativo
16 B Bastbes P1 Gram-negativo
3P.F Bastbes P1 Gram-negativo
19B Bastbes P1 Gram-negativo
22B Bastbes P2 Gram-negativo
3D.B Bastdes S Gram-negativo
24B Bastbes P2 Gram-negativo
15B Bastbes P1 Gram-negativo
1B.F Bastbes S Gram-negativo
38B Bastbes P3 Gram-negativo
37B Bastbes P3 Gram-negativo
41B Bastbes P3 Gram-positivo
2G.F Duplo cocos S Gram-negativo
36B Duplo cocos P3 Gram-positivo
33B Cocos P2 Gram-positivo
2F.F Cocos S Gram-positivo



Tabela 4 A, Cont.

43B
2 AF
42B
14 A
40B
2D.F
2EF
39B
4JF
4 H.F
10 A
4D.F
4R.F
4V.F
7C
4D.B
6C
19 A
29 A
4T.F
17 A
5D
11 A
3R.F
16 A
4PF
28 A
7D.B
5A
3Q.F
4B.F
4N.F
12 D.B
39 A
4 A
8C
23 A
41F
3A
9D.B
16 D.B
4G.F
5C.B
45 A
3 M.F
5C

Bastbes
Bastdes
Cocos
Bastdes
Duplo cocos
Cocos
Cocos
Bastdes
Cocos
Cocos
Bastbes
Cocos
Duplo cocos
Cocos
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Cocos
Bastbes
Bastdes
Cocos
Bastdes
Bastbes
Cocos
Cocos
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Cocos
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Cocos

Gram-positivo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
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11C
33A
6C.B
6 B.B
1D.B
3S.F
2D.B
7B.B
4 L.F
36 A
4 F.F
2D
38 A
4C
13 A
1C.B
17D.B
4 U.F
7D
6 D.B
44 A
1D
3G.F
32A
5D.B
13 D.B
11 D.B
9C
9D
3D
18 A
14 D.B
10D.B
11D
43 A
8 A
42 A
3D.F
47Z.F
1C
4D
18 D.B
10D
3L.F
3J.F
1A

Cocos
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes

Cocos
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes

Cocos
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes

Cocos

Cocos

Cocos
Bastbes

Cocos
Bastbes
Bastdes
Bastbes

Cocos
Bastbes
Bastdes

Cocos
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes

Cocos
Bastdes

Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
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30.F
6D
20D.B
37 A
4 X.F
8D
12 A
34 A
2H.F
15D.B
9A
2CB
2A
8D.B
4S.F
27 A
24 A
5B.B
30A
6 A
7A
41 A
3C.F
19 D.B
35A
3LF
7CB
10C
40 A
21B
4C.B
4 B.B
31A

Bastbes
Bastdes
Cocos
Cocos
Bastbes
Bastdes
Cocos
Cocos
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Cocos
Bastbes
Cocos
Cocos
Cocos
Cocos
Bastdes
Bastbes
Cocos
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes

Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
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Tabela 5 A: Caracteristicas morfolégicas dos isolados bacterianos,
obtidos na coleta de abril de 2012 (Grupo Il), em area de Floresta Atlantica

Isolados Morfologia da célula Fonte Coloracéao
2E Cocos P2 Gram-negativo
6E Cocos P2 Gram-negativo
4B Cocos S Gram-negativo
5B Bastbes P1 Gram-positivo
8E Duplo cocos S Gram-negativo
7L Bastbes P3 Gram-negativo
110 Cocos S Gram-negativo
11E Bastdes S Gram-positivo
12B Bastbes P1 Gram-positivo
11H Cocos S Gram-positivo
13B Bastbes P2 Gram-negativo
9E Cocos P1 Gram-negativo
14E Bastbes P3 Gram-negativo
14H Cocos P3 Gram-positivo
1L Bastbes P1 Gram-negativo
3E Bastbes P3 Gram-negativo
6H Bastbes P2 Gram-negativo
8B Cocos S Gram-positivo
3H Bastbes P3 Gram-negativo
3B Cocos P3 Gram-positivo
4H Bastbes S Gram-negativo
12E Cocos P1 Gram-negativo
12H Bastbes P1 Gram-positivo
8H.B Cocos S Gram-negativo
7E.B Bastbes S Gram-positivo
5B.B Bastbes P2 Gram-negativo
3H.B BastOes S Gram-positivo
3E.B Cocos S Gram-positivo
13H Duplo cocos P2 Gram-positivo
11B Duplo cocos S Gram-negativo
10E Cocos P2 Gram-positivo
11L Bastdes S Gram-negativo
13E Bastbes P2 Gram-negativo
12L Bastbes P1 Gram-negativo
120 Bastbes P1 Gram-negativo

1B Cocos P1 Gram-negativo
10 BastOes P1 Gram-negativo

5L Bastbes P1 Gram-positivo
4E Bastbes S Gram-negativo
13L Bastbes P2 Gram-negativo
14B Bastbes P3 Gram-positivo
9B.B Duplo cocos P3 Gram-positivo
3B.B Duplo cocos S Gram-negativo
5H Cocos P1 Gram-negativo
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10B
6B
SE
1E
4L
1H
2H
14L
8L
8H
H
8BB
7BB
8EB
50
7B
2BB
7E
3LB

Bastbes
Bastbes
Cocos
Cocos
Bastbes
Duplo cocos
Bastbes
Bastbes
Bastbes
Cocos
Bastfes
Cocos
Bastfes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes
Bastdes
Bastbes

Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-negativo
Gram-positivo
Gram-positivo
Gram-positivo
Gram-positivo
Gram-positivo
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Tabela 6 A: Caracteristicas das col6nias dos isolados bacterianos, obtidos
na coleta de setembro de 2011 (Grupo 1), em area de Floresta Atlantica

CARACTERIZACAO DA COLONIA DAS BACTERIAS HETEROTROFICAS

ISOLADO COR TAMANHO FORMA ELEVACAO BORDO SUPERFICIE
22B Bege <1lmm Irregular Plana Denteada Lisa
6 B.B Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
13 B Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
38A Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
42 A Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
36B Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
13 A Bege <1lmm Irregular Plana Ondulada Lisa
39B Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
34 A Bege <1lmm Circular Umbilicada Ondulada Lisa
16 A Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
30 A Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
12 A Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
32A Bege <1lmm Irregular Plana Denteada Lisa
27 A Bege <1lmm Irregular Plana Denteada Lisa

4A Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
33A Bege <1lmm Irregular Plana Ondulada Lisa
19A Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
38B Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
29 A Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
24 A Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
35A Bege <1lmm Circular Umbonada Ondulada Lisa
32B Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
16 B Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
42 B Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
14 A Bege <1mm Circular Plana Ondulada Lisa
4B Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
1B Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
29B Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
40 B Bege <1lmm Circular Umbilicada Inteira Lisa
41 A Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
39A Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
31A Bege <1lmm Irregular Umbilicada Ondulada Lisa
7B Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
6A Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
41 B Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
1A Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
17 A Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
6B Bege <1lmm Irregular Plana Ondulada Lisa
21 A Bege <1lmm Irregular Plana Denteada Lisa
25B Branca <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
43 A Bege <1lmm Circular Plana Denteada Lisa
24 B Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
7A Bege <1lmm Circular Plana Ondulada Lisa
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17B
36 A
2B
2A
44 A
28 A
30B
15B
9B
21B
43 B
20B
5B
5A
37B
8 A
18B
18 A
33B
26B
10A
14 B
8B
45 A
40 A
9A
15D.B
4C.B
18 D.B
4C
1D.B
5C.B
6D
14D.B
5D.B
7C
11D.B
7C.B
16 D.B
5D
4D.B
6C
9D.B
6 D.B
7D.B
1C

Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Roxa
Bege
Bege
Bege
Bege
Branco
Branco
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Transparente
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Transparente
Bege
Bege
Amarelo
Bege

<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Plana
Convexa
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Umbilicada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Denteada
Inteira
Inteira

Ondulada

Denteada

Denteada

Denteada

Ondulada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira

Ondulada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira

Ondulada

Ondulada
Inteira

Ondulada
Inteira
Inteira

Ondulada
Inteira
Inteira

Ondulada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Rugosa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Rugosa
Rugosa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
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1CB
6C.B
9C
12 D.B
4D
8C
7D
3D
2D
11C
9D
8D
3D.B
10 D.B
5C
10D
2CB
10C
17D.B
20D.B
13D.B
1D
8D.B
2D.B
11D
5B.B
3A
23A
12B
22 A
11B
27B
19D.B
19B
37A
31B
10B
3B
7BB
11A
4BB
3G.F
2EF
4B.F
4P.F
4J.F

Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Transparente
Amarelo
Amarelo
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Amarelo
Branco
Bege
Bege
Amarelo
Branco
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege

Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1lmm

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana
Convexa
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana

Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Ondulada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Ondulada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Ondulada
Inteira
Ondulada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Ondulada
Inteira
Ondulada
Inteira
Inteira

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Rugosa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
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3D.F
3P.F
3LF
4SF
ATF
2G.F
3FF
2FF
3Q.F
4N.F
2D.F
3CF
2 H.F
2 AF
3J.F
4RF
4FF
4D.F
4HF
4U.F
30.F
4V.F
41F
4LF
4GF
1B.F
4 XF
3RF
4ZF
31F
3M.F
3EF
3SF
2B.F

Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Amarelo
Branco
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege

<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
<1mm
Puntiforme
<1mm
<1lmm
<1mm
<1lmm
Puntiforme

Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Convexa
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Convexa
Plana
Plana
Umbonada
Convexa

Ondulada
Ondulada
Inteira
Filamentosa
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Ondulada
Inteira
Ondulada
Inteira
Ondulada
Ondulada
Ondulada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Ondulada
Denteada
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Ondulada
Inteira
Inteira

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Rugosa
Lisa
Lisa




98

Tabela 7 A: Caracteristicas das colonias dos isolados bacterianos, obtidos na
coleta de abril de 2012 (Grupo Il), em area de Floresta Atlantica

ISOLADOS COR TAMANHO FORMA ELEVACAO BORDO SUPERFICIE
2E Bege <1mm Circular Plana Ondulada Lisa
6E Bege <1lmm Circular Plana Inteira Lisa
4B Bege <1mm Circular Plana Inteira Lisa
5B Amarelo <1mm Irregular  Umbilicada Ondulada Lisa
8E Branca <1mm Circular Convexa Ondulada Lisa
7L Branca <1mm Circular Convexa Inteira Lisa
110 Branca Puntiforme  Circular Plana Inteira Lisa
11E Bege <1mm Circular Plana Inteira Lisa
12B Branco Puntiforme  Circular Convexa Inteira Lisa
11H Bege <1lmm Irregular Plana Ondulada Lisa
13B Bege <1mm Irregular Plana Lobada Rugosa
9E Bege <1mm Circular  Umbonada Ondulada Lisa
14E Bege <1mm Circular Convexa Inteira Lisa
14H Bege Puntiforme  Circular Plana Denteada Lisa

2B.B Bege Puntiforme  Circular Plana Inteira Lisa
1L Bege <1mm Irregular Plana Filamentosa Rugosa
3L.B Amarelo <1mm Circular Plana Inteira Lisa
3E Bege <1mm Circular Plana Ondulada Lisa
7B Branco <1mm Irregular Plana Filamentosa Rugosa
6H Bege <1mm Circular  Umbonada Inteira Lisa
8B Transparente Puntiforme  Circular Plana Inteira Lisa
3H Bege <1mm Circular Plana Inteira Lisa
3B Bege Puntiforme  Circular  Umbonada Inteira Lisa
4H Amarelo <1mm Circular Plana Inteira Lisa
12E Vermelho <1mm Circular  Umbonada Inteira Lisa
12H Bege Puntiforme  Circular Plana Inteira Lisa
8H.B Amarelo <1mm Circular Convexa Inteira Lisa
8E.B Bege <1mm Circular Plana Inteira Lisa
7 B.B Amarelo Puntiforme  Circular Convexa Inteira Lisa
7E.B Bege <1mm Circular  Pulvinada Inteira Lisa
5B.B Branca <1mm Irregular Plana Ondulada Lisa
3H.B Bege <1mm Circular  Pulvinada Inteira Lisa
3E.B Bege <1mm Irregular Plana Filamentosa Rugosa
13H Branca <1mm Circular Plana Inteira Lisa
11B Bege <1mm Circular Plana Ondulada Lisa
TE Bege <1mm Circular  Umbilicada Denteada Rugosa
7H Bege <1mm Circular Plana Inteira Lisa
10E Bege <1mm Circular Plana Inteira Lisa
111 Amarelo <1mm Irregular Plana Ondulada Lisa
13E Branca <1mm Circular Plana Inteira Lisa
8B.B Bege <1mm Circular Plana Ondulada Rugosa
12L Bege <1mm Circular  Umbonada Inteira Lisa

120 Bege <1mm Circular  Umbonada Inteira Lisa
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1B
10
5L
4E
13L
14B
9B.B
3B.B
5H
10B
6B
5E
1E
50
4L
1H
2H
14L
8H
8L

Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Bege
Branco
Amarelo
Branco
Bege
Branco
Bege
Bege
Bege
Bege
Branco
Bege
Bege
Bege
Bege

<1lmm
Puntiforme
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm
<1lmm

Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular

Plana
Plana
Umbilicada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana
Plana
Convexa
Pulvinada
Plana
Umbonada
Plana

Ondulada
Inteira
Ondulada
Ondulada
Ondulada
Denteada
Denteada
Ondulada
Ondulada
Inteira
Ondulada
Denteada
Ondulada
Inteira
Ondulada
Ondulada
Ondulada
Inteira
Ondulada
Inteira

Lisa
Lisa
Rugosa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Rugosa
Rugosa
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Tabela 8 A: Valores de indice de solubilizacdo (IS) e classificacdo dos
isolados bacterianos do grupo |, quanto a capacidade de solubilizar fosfato de Ca
e Oxido de zinco. (IS como média de trés repeticdes) e Nd (ndo detectavel)

Isolados Origem Valor Classificagdo Valor  Classificagéo

Bacterianos IS (P) IS IS (Zn) IS
11 B P1 3,17 Médio 1,02 Baixo
7B S 2,67 Médio 1,65 Baixo
5B S 2,25 Médio 2,69 Médio
10B S 3,00 Médio 1,71 Baixo
13 B P1 3,92 Médio 1,90 Baixo
12B P1 3,50 Médio 1,63 Baixo
6B S 2,67 Médio 0,00 nd
2B S 3,00 Médio 2,25 Médio
1B S 2,46 Médio 1,50 Baixo
3B S 3,17 Médio 2,38 Médio
8B S 3,00 Médio 1,33 Baixo
9B S 3,00 Médio 1,13 Baixo
4B S 3,50 Médio 2,00 Médio
17 B P1 2,03 Médio 1,54 Baixo

2B.F S 2,17 Médio 0,00 nd
27B P2 2,33 Médio 2,04 Médio
14 B P1 0,00 nd 0,80 Baixo
29B P2 3,04 Médio 1,69 Baixo
3F.F S 2,17 Médio 0,00 nd
30B P2 3,17 Médio 1,66 Baixo
25B P2 4.00 Médio 1,21 Baixo
31B P2 3,04 Médio 1,36 Baixo
32B P2 4,00 Médio 2,00 Médio
26 B P2 3,67 Médio 2,55 Médio
18 B P1 2,21 Médio 2,95 Médio
3E.F S 0,00 nd 0,00 nd
20B P1 1,97 Baixo 3,33 Médio
22 A P2 1,50 Baixo 4,63 Alto
21 A P2 2,58 Médio 4,08 Alto
16 B P1 2,17 Médio 1,85 Baixo
3P.F P1 2,83 Médio 0,00 nd
19B P1 2,13 Médio 2,88 Médio
22 B P2 3,17 Médio 0,80 Baixo
3D.B S 3,50 Médio 0,00 nd
24B P2 3,00 Médio 1,58 Baixo
15B P1 3,00 Médio 1,83 Baixo
1B.F S 2,50 Médio 0,00 nd
38B P3 2,54 Médio 3,13 Médio
37B P3 2,20 Médio 5,17 Alto
41B P3 4,17 Alto 2,65 Médio
2G.F S 1,54 Baixo 2,47 Médio

36B P3 3,67 Médio 1,50 Baixo
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33B P2 3,00 Médio 1,50 Baixo
2F.F S 2,20 Médio 1,13 Baixo
43B P3 4,00 Médio 3,63 Médio
2A.F S 0,86 Baixo 0,58 Baixo
42B P3 3,83 Médio 3,13 Médio
14 A P1 1,88 Baixo 3,75 Médio
40B P3 3,00 Médio 3,83 Médio
2D.F S 1,92 Baixo 1,23 Baixo
2E.F S 2,02 Médio 1,22 Baixo
39B P3 3,00 Médio 3,50 Médio
4J.F S 2,69 Médio 0,00 nd
4H.F S 1,33 Baixo 0,00 nd
10 A P1 4,90 Alto 3,40 Médio
4 D.F S 1,13 Baixo 0,00 nd
4 R.F S 4,33 Alto 0,00 nd
4 V.F P3 1,60 Baixo 0,00 nd
7C P1 0,00 nd 0,00 nd
4 D.B S 4,00 Médio 3,38 Médio
6C P1 0,00 nd 0,00 nd
19 A P2 2,00 Médio 3,50 Médio
29 A P2 1,50 Baixo 471 Alto
4T.F P1 2,83 Médio 0,00 nd
17 A P1 1,75 Baixo 4,00 Médio
5D S 2,50 Médio 3,25 Médio
11 A P1 1,50 Baixo 4,67 Alto
3R.F P1 2,00 Médio 0,00 nd
16 A P1 2,04 Médio 3,13 Médio
4P.F S 2,50 Médio 0,00 nd
28 A P2 1,50 Baixo 3,13 Médio
7D.B S 1,00 Baixo 0,00 nd
5A S 3,83 Médio 3,04 Médio
3Q.F P1 2,83 Médio 0,00 nd
4 B.F S 2,17 Médio 0,00 nd
4 N.F S 3,50 Médio 0,00 nd
12D.B S 2,50 Médio 3,50 Médio
39A P3 3,00 Médio 3,80 Médio
4 A S 2,67 Médio 4,13 Alto
8C P1 1,69 Baixo 0,00 nd
23 A P2 1,50 Baixo 4,08 Alto
4 |.F S 3,13 Médio 3,13 Médio
3A S 2,50 Médio 3,17 Médio
9D.B S 3,00 Médio 2,75 Médio
16 D.B P2 4,17 Alto 3,33 Médio
4 G.F S 2,33 Médio 0,00 nd
5C.B S 3,08 Médio 3,63 Médio

45 A P3 2,83 Médio 5,00 Alto
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3 M.F
5C
11C
33A
6C.B
6 B.B
1D.B
3S.F
2D.B
7 B.B
4 L.F
36 A
4 F.F
2D
38 A
4C
13 A
1CB
17D.B
4 U.F
7D
6 D.B
44 A
1D
3G.F
32A
5D.B
13 D.B
11D.B
9C
9D
3D
18 A
14 D.B
10D.B
11D
43 A
8 A
42 A
3D.F
47Z.F
1C
4D
18 D.B
10D
3L.F

S
S
P2
P3
S
P1
S
P1
S
P2
S
P3
S
S
P3
S
P1
S
P2
P1
P1
S
P3
S
S
P3
S
S
S
P1
P1
S
P1
P2
S
P2
P3
P1
P3
S
P3
S
S
P2
P1
S

1,57
0,00
4,67
2,04
2,63
2,83
1,70
2,29
4,58
4,13
2,00
1,70
1,31
0,00
3,00
0,00
2,13
0,83
0,00
3,17
1,70
3,83
2,75
0,00
3,25
2,20
2,08
2,42
3,50
1,63
1,73
0,00
0,83
2,17
7,67
0,00
3,50
1,75
2,83
1,88
1,53
3,00
1,33
3,00
1,44
1,88

Baixo
nd
Alto
Médio
Médio
Médio
Baixo
Médio
Alto
Alto
Médio
Baixo
Baixo
nd
Médio
nd
Médio
Baixo
nd
Médio
Baixo
Médio
Médio
nd
Médio
Médio
Médio
Médio
Médio
Baixo
Baixo
nd
Baixo
Médio
Alto
nd
Médio
Baixo
Médio
Baixo
Baixo
Médio
Baixo
Médio
Baixo
Baixo

0,00
0,00
0,00
2,44
3,13
3,20
2,97
0,00
3,42
8,50
0,00
2,80
0,00
0,00
3,83
0,00
4,55
0,00
0,00
0,00
0,00
5,57
4,13
0,00
0,00
3,33
5,00
3,75
4,61
1,75
0,00
0,00
0,00
2,92
2,80
0,00
3,38
3,35
3,05
0,00
0,00
0,00
1,56
3,50
0,00
0,00

nd
nd
nd
Médio
Médio
Médio
Médio
nd
Médio
Alto
nd
Médio
nd
nd
Médio
nd
Alto
nd
nd
nd
nd
Alto
Alto
nd
nd
Médio
Alto
Médio
Alto
Baixo
nd
nd
nd
Médio
Médio
nd
Médio
Médio
Médio
nd
nd
nd
Baixo
Médio
nd
nd
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3J.F S 1,45 Baixo 0,00 nd
1A S 1,75 Baixo 3,50 Médio
30.F S 1,58 Baixo 3,00 Médio
6D S 0,00 nd 0,00 nd
20 D.B P2 3,00 Médio 3,79 Médio
37A P3 3,17 Médio 4,67 Alto
4 X.F P3 0,00 nd 0,00 nd
8D P1 1,38 Baixo 0,00 nd
12 A P1 1,67 Baixo 4,33 Alto
34 A P3 3,33 Médio 3,88 Médio
2 H.F P3 1,33 Baixo 4,80 Alto
15D.B P2 0,00 nd 0,00 nd
9A P1 1,55 Baixo 1,17 Baixo
2C.B S 1,83 Baixo 3,38 Médio
2A S 2,67 Médio 3,58 Médio
8 D.B S 2,92 Médio 4,25 Alto
4 S.F S 2,90 Médio 0,00 nd
27 A P2 2,50 Médio 3,97 Médio
24 A P2 1,50 Baixo 4 25 Alto
5B.B P1 2,01 Médio 5,36 Alto
30A P3 1,75 Baixo 3,50 Médio
6A S 3,50 Médio 3,38 Médio
7A P1 2,00 Médio 3,83 Médio
41 A P3 2,83 Médio 3,75 Médio
3C.F S 1,88 Baixo 0,00 nd
19D.B P2 3,17 Médio 2,63 Médio
35A P3 3,33 Médio 3,92 Médio
31LF S 1,67 Baixo 0,00 nd
7C.B S 4,00 Médio 3,16 Médio
10C P1 0,00 nd 0,00 nd
40 A P3 3,17 Médio 7,50 Alto
21B P2 2,31 Médio 3,95 Médio
4C.B S 4,00 Médio 4,00 Médio
4 BB P1 1,94 Baixo 0,42 Baixo

31A P3 1,50 Baixo 3,58 Médio




104

Tabela 9 A: Valores de indice de solubilizacdo (IS) e classificacdo dos
isolados bacterianos do grupo Il, quanto a capacidade de solubilizar fosfato de Ca
e Oxido de zinco. (IS como média de trés repeticdes) e Nd (ndo detectavel)

Isolados Origem Valor Classificagdo Valor  Classificagao

Bacterianos IS (P) IS IS (Zn) IS
7H P3 2,08 Médio 1,88 Baixo
8E.B S 0,00 nd 2,80 Médio
3L.B S 0,00 nd 3,40 Médio
50 P1 0,00 nd 0,00 nd
6 E P2 3,00 Médio 4.47 Alto
6H P2 0,00 nd 0,00 nd
8B S 1,40 Baixo 0,00 nd
7L P3 2,50 Médio 1,94 Baixo
10 E P2 4,37 Alto 0,00 nd
11 B S 3,15 Médio 0,00 nd
11 H S 1,90 Baixo 0,00 nd
11 E S 0,00 nd 0,00 nd
8 E S 1,76 Baixo 1,17 Baixo
8L S 1,96 Baixo 2,86 Médio
9E P1 2,70 Médio 0,00 nd
10B P2 1,65 Baixo 0,00 nd
1B P1 3,80 Médio 7,63 Alto
1E P1 3,20 Médio 0,00 nd
1H P1 1,14 Baixo 0,00 nd
1L P1 1,43 Baixo 0,00 nd
12 H P1 0,00 nd 0,00 nd
12 L P1 0,00 nd 0,00 nd
13 B P2 3,00 Médio 3,75 Médio
120 P1 2,42 Médio 0,00 nd
8 H.B S 0,00 nd 0,00 nd
7 B.B S 0 nd 1,3 Baixo
9 B.B P3 1,20 Baixo 0,00 nd
4 E S 2,50 Médio 0,00 nd
4H S 0,00 nd 0,00 nd
4L S 4,32 Alto 0,00 nd
5B P1 0,00 nd 0,00 nd
10 P1 0,00 nd 0,00 nd
8 H S 0 nd 0,00 nd
2E P2 3,80 Médio 8,46 Alto
2H P2 1,18 Baixo 1,77 Baixo
14 E P3 0,00 nd 1,24 Baixo
14 H P3 4,88 Alto 6,00 Alto
3B.B S 0,00 nd 0,00 Nd
14 L P3 1,65 Baixo 1,54 Baixo
3EB S 1,58 Baixo 2,93 Médio
3H.B S 0,00 nd 0,00 nd

7E.B S 0,00 nd 0,00 nd
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5B.B
11L
110
12 E
12B
13 E
13 H
14 B
13 L
3B
3E
3H
4B
5E
5H
5L
6B
2B.B
7TE
8 B.B
7B

P2
S
S

P1

P1

P2

P2

P3

P2

P3

P3

P3
S

P1

P1

P1

P2

P1

P3
S

P3

0,00
0,00
2,01
1,72
0,00
0,00
0,00
2,20
3,50
1,94
0,00
3,25
2,60
1,60
1,75
0,00
1,33

o oo

nd
nd
Médio
Baixo
nd
nd
nd
Médio
Médio
Baixo
nd
Médio
Médio
Baixo
Baixo
nd
Baixo
nd
nd
nd
nd

0,00
0,00
1,37
3,45
0,00
4,50
2,63
5,00
0,00
0,00
0,00
0,00
3,03
3,88
3,04
0,00
2,33
0,00
0,00
2,7

0,00

nd
nd
Baixo
Médio
nd
Alto
Médio
Alto
nd
nd
nd
nd
Médio
Médio
Médio
nd
Médio
nd
nd
Médio
nd
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Tabela 10 A: Valores da producdo de AIA em pM dos isolados

bacterianos do grupo | e grupo Il

ISOLADOS G.I AlA sitrip AlA cltrip ISOLADOS AlA s/trip AIA cltrip

G.ll

CONTROLE 308,50 (6,4) 267,375 (4,07)

7D 44,167 (0,24) 28,333 (0,94) 12 E 349,333 396,833
8C 36,833 (3,54) 47,167 (9,19) 12 H 320,833 170,833
21B 128,125(4,42) 188,875 (0,53) 120 115,167 384,833
11B 144,875 (1,24) 252,250 (4,95) 9E 122,500 73,167
12B 213,250 (1,06) 264,000 (7,07) 5H 571,250 531,750
13B 250,875 (3,71) 295,375 (5,13) 5L 108,750 151,500
16 B 236,250 (2,12) 229,250 (3,18) 1B 592,500 569,250
17B 212,000 (7,42) 211,250 (0,35) 1E 138,500 109,250
19B 159,000 (0,71) 148,875 (23,86) 1H 360,750 454,500
20B 139,750 (1,06) 196,375 (14,67) 1L 521,750 543,000
4B.B 155,375 (1,94) 84,250 (1,41) 10 457,250 421,250
5B.B 221,375 (3,71) 95,375 (0,88) 5E 458,250 516,750
18B 137,625 (8,66) 72,125 (12,20) 2BB 83,250 202,000
10D 100,500 (3,54) 133,167 (4,95) 5B 214,375 216,375
7C 36,833 (3,06) 79,333 (13,20) 50 268,375 234,625
8D 343,167 (3,54) 348,500 (20,98) 121 164,250 196,125
9C 168,167 (5,42) 185,333 (1,89) 12B 192,000 275,250
9D 355,000 (0,47) 391,667 (10,37) 5B.B 115,000 154,167
3QF 194,500 (2,47) 250,750 (25,46) 10E 181,667 171,500
ATF 567,250 (10,61) 525,750 (3,54) 13B 227,000 338,500
4UF 547,000 (20,86) 498,250 (1,41) 13 E 203,667 290,500
3PF 571,000 (5,66) 477,250 (1,77) 13H 211,167 302,333
3SF 520,500 (6,36) 546,250 (10,96) 13L 53,500 48,000
10A 278,500 (41,37) 288,375 (0,88) 10B 116,833 117,333
11A 220,625 (6,54) 259,875 (3,01) 6B 418,000 374,500
12A 352,500 (159,81) 235,125 (14,32) 6E 616,500 616,250
13A 210,875 (7,60) 216,375 (5,83) 6H 322,000 419,750
14A 223,750 (10,96) 236,500 (0,35) 2E 625,000 538,250
16A 256,625 (8,66) 254,625 (6,54) 2H 397,250 542,500
17A 250,500 (8,13) 218,750 (4,60) 9B.B 76,333 130,500
18A 54,875 (2,65) 198,125 (3,36) 14B 318,333 447,167
TA 237,750 (3,89) 227,500 (6,72) 14 E 295,500 229,833
8A 239,875 (13,26) 252,500 (1,06) 14 H 288,167 363,167
9A 61,875 (4,07) 199,000 (5,66) 7H 299,167 251,167
3RF 273,750 (9,19) 285,250 (4,24) 7L 197,167 212,000
6C 198,625 (7,25) 219,875 (17,50) 3B 511,500 342,750
6BB 240,750 (4,24) 241,375 (2,30) 3E 315,250 247,750
10C 106,250 (0,35) 218,500 (3,54) 7B 99,000 (-) 79,000
11C 82,667 (3,77) 177,333 (0,47) 7E 153,500 151,750
15DB 27,500 (11,08) 49,500 (24,28) 3H 401,500 304,500
16 D.B 67,167 (4,95) 77,833 (0,24) 14L 311,250 219,750
17DB 23,833 (3,06) 12,833 (2,12) 3EB 290,167 313,667
18D.B 101,833 (0,24) 165,167 (0,71) 7EB 242,667 261,833
20D.B 164,667 (3,77) 124,333 (7,54) 8 H.B 244,167 358,500
22B 169,750 (2,12) 313,875 (13,97) 11 B 221,833 223,500
24B 131,000 (11,31) 206,375 (1,94) 11 E 282,667 317,333
25B 91,250 (1,06) 151,875 (1,59) 110 424,500 414,000



26B 96,750 (4,24)  105,375(4,77) 11H 128,333 (1,89) 126,833 (4,95)
27B 189,875 (2,65) 256,125(11,14) 8B 107,000 (3,77) 120,667 (0,47)
29B  137,125(1,24) 103,125(3,36) S8E 378,000 (3,30) 296,833 (4,95)
31B 257,250 (46,67) 145,500 (3,89) 8L 380,500 (1,18) 371,333 (8,49)
32B 91,000 (3,89) 131,375(39,07) 4B 228,500 (6,36) 160,500 (2,12)
33B 175,500 (5,66) 115,625(3,36) 4E 203,500 (2,83) 162,500 (3,54)
30B 160,750 (3,18) 114,750 (2,12) 4L 383,250 (13,08) 271,500 (4,95)
7B.B  258,125(8,31) 251,250 (8,49) 3HB 100,625 (13,97) 225,875 (0,53)
11D 96,500 (4,01)  91,333(0,47) 3LB 199,000 (11,67) 225,250 (3,18)
14D.B 167,500 (43,13) 167,167 (0,24) 7BB 143,875(30,23) 235,250 (9,19)
19D.B 199,833 (2,12) 288,167 (3,54) S8EB 168,000 (32,53) 216,875 (1,94)

19A 198,000 (4,95) 233,500 (0,71) 4H 167,625 (75,48) 209,000 (1,41)

21A  211,875(5,83) 235,750 (0,71) 11L 190,375 (5,13) 221,750 (9,19)

22A 235,750 (13,44) 227,250 (8,13) 3BB 148,375(2,65) 215,125 (5,13)

23A 244,500 (8,84) 173,500 (1,06) 8BB 113,625 (8,309) 294,500 (27,22)

24A 256,250 (2,12) 244,250 (4,24) 8H 197,750 (63,286) 68,375 (16,44)

27A  162,875(9,02) 231,875 (3,36)

28A 260,125 (6,54) 179,625 (3,36)

20A  224,375(6,89) 228,375 (0,53)

36 B 134,625(2,65) 191,500 (3,18)

37B 124,500 (3,18) 88,875 (2,65)

38B 136,250 (3,18) 114,000 (-)

39B 134,250 (0,35) 117,625 (1,94)

40B 245,250 (5,66) 245,500 (7,07)

41B 195,000 (4,60) 267,000 (8,13)

42B 111,625 (0,53) 136,375 (1,94)

43B 226,500 (2,83) 222,500 (2,47)

35A 226,375(17,85) 122,000 (0,35)

42 A 215,000 (4,95) 209,625 (0,18)

32A 95250 (8,49) 250,625 (5,13)

33A 206,500 (3,54) 224,750 (3,89)

34A 227,875(21,74) 191,875 (6,89)

44 A 150,125 (9,02) 98,875 (4,42)

45A 161,250 (2,12) 85,500 (3,54)

37A 259,125 (6,54) 130,375 (4,07)

38A 229,000 (4,95) 140,125 (1,24)

39A 191,000 (1,77) 115,375 (3,71)

40 A 207,125 (3,71) 197,500 (3,54)

41A 178,125(1,94) 116,000 (1,77)

43A 242,000 (0,35) 151,625 (0,53)

2HF 473,250 (21,21) 439,750 (4,24)

3CF 525,000 (13,79) 517,500 (4,60)

4XF 196,000 (8,13) 162,500 (2,47)

4ZF 576,750 (3,18) 446,000 (31,11)

AVF  80,375(2,30) 281,000 (13,79)

30A  232,750(0,35) 218,000 (4,95)

31A 247,750 (6,36) 356,000 (122,68)

36A 174,500 (3,18) 241,000 (3,18)

2D  76,333(3,30) 153,667 (2,36)

3D  22,000(2,83) 13,167 (0,71)

4C 175,500 (3,06) 147,167 (3,54)

5C 56,000 (519) 63,000 (0,47)
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5D
6 D
1D.B
10 D.B
2CB
3D.B
8D.B
1B
10B
2B
5B
9B
6B
7B
8B
1C
4D
11D.B
13D.B
2D.B
4CB
5C.B
6 D.B
7D.B
9D.B
6 C.B
12D.B
7CB
2EF
2FF
3DF
3FF
3GF
3LF
30F
4BF
4FF
4JF
4ALF
4PF
4RF
4SF
1BF
3EF
3IF
3JF
4DF
4GF
4HF
ANF
1A
2A

166,500 (12,49)
15,333 (0,47)
156,167 (4,01)
123,000 (0,94)
160,167 (0,24)
58,167 (1,65)
270,333 (0,47)
190,875 (4,42)
218,500 (1,77)
259,125 (18,56)
192,750 (10,25)
196,625 (4,07)
74,000 (2,47)
250,500 (3,54)
223,375 (5,13)
290,833 (10,61)
266,333 (- )
169,667 (3,30)
197,500 (3,54)
290,167 (11,55)
147,833 (0,71)
284,667 (1,89)
221,833 (8,72)
286,167 (10,14)
283,667 (11,79)
89,500 (5,42)
280,500 (11,08)
278,167 (9,66)
613,000 (99,35)
568,000 (15,91)
563,500 (8,84)
538,000 (18,03)
603,750 (2,83)
560,500 (33,59)
416,250 (54,45)
249,250 (1,06)
106,375 (4,42)
688,000 (10,25)
555,250 (17,68)
557,000 (6,72)
167,000 (3,89)
607,500 (5,30)
342,250 (5,30)
425,500 (21,21)
425,750 (10,25)
179,625 (4,77)
145,500 (2,12)
175,250 (1,77)
488,000 (12,02)
631,500 (4,95)
179,625 (0,53)
216,500 (4,24)

214,500 (10,14)
12,833 (0,24)
136,333 (7,07)
278,000 (9,90)
237,333 (0,94)
178,833 (12,49)
390,500 (2,59)
143,500 (1,41)
133,625 (4,77)
202,875 (1,94)
88,500 (2,47)
131,500 (2,12)
243,125 (24,93)
306,000 (12,37)
207,125 (6,19)
191,167 (12,96)
181,667 (8,01)
163,333 (17,44)
273,000 (4,71)
317,167 (9,66)
76,667 (-)
307,667 (7,07)
99,667 (3,30)
270,833 (11,55)
183,500 (1,65)
97,833 (1,18)
376,000 (6,13)
148,667 (1,41)
499,500 (2,47)
424,750 (16,26)
552,500 (14,50)
527,500 (39,24)
496,750 (22,63)
475,500 (4,60)
170,250 (11,31)
285,000 (55,86)
116,000 (0,71)
603,250 (11,31)
475,750 (51,62)
602,250 (15,56)
191,250 (8,49)
571,750 (9,19)
295,250 (70,36)
474,000 (15,56)
393,500 (2,83)
270,875 (2,65)
135,250 (4,60)
68,500 (1,41)
322,500 (8,49)
478,500 (5,66)
249,625 (6,89)
229,500 (2,83)
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3A 277,750 (29,70) 207,500 (7,78)
4A 253,500 (6,01) 240,750 (7,78)
5A 266,750 (1,77) 229,500 (2,83)
6A 239,625 (9,37) 226,500 (2,47)
2BF 225,625 (37,30) 262,625 (1,94)
2GF 187,125 (0,88) 175,250 (1,41)
3B 209,500 (7,78) 241,375 (8,66)
4B 202,250 (28,64) 245,125 (1,24)
1D 180,250 (1,77) 236,875 (9,02)
1CB 110,375 (4,42) 234,000 (12,02)
4DB 237,875 (0,53) 245,000 (4,95)
2AF 569,000 (33,59) 446,500 (5,30)
4IF 234,375 (1,24) 186,750 (3,18)
158 193,375 (15,38) 199,000 (2,83)
14B 96,625 (23,51) 68,125 (24,93)
2DF 286,250 (2,83) 320,250 (2,47)
5DB 214,375 (6,54) 147,875 (12,90)

3MF 335,875 (18,21) 208,875 (13,26)




