BETANIA GUILHERMINA PEDROSA

BACTERIAS DO EM (MICRORGANISMOS EFICIENTES) COM POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO ISOLADAS EM CULTIVOS DE MILHO E FRAGMENTO
FLORESTAL

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Po6s-Graduacéo
em Agroecologia, para obtencao do titulo de
Magister Scientiae.

Orientador: Jodo Carlos Cardoso Galvao
Coorientadores:
Marliane de Cassia S. da Silva
Paulo Prates Junior
Paulo Roberto Cecon

VICOSA - MINAS GERAIS
2022



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigcosa - Campus Vicosa

P372b
2022

Pedrosa, Betania Guilhermina, 1995-

Bactérias do EM (microrganismos eficientes) com potencial
biotecnoldgico isoladas em cultivos de milho e fragmento
florestal / Betania Guilhermina Pedrosa. — Vigosa, MG, 2022.

1 dissertagdo eletronica (54 f.): il.

Orientador: Jodao Carlos Cardoso Galvao.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa,
Departamento de Agronomia, 2022.

Referéncias bibliogréficas: f. 44-54.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2022.569

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Milho - Crescimento. 2. Bactérias nitirificantes.
3. Nitrogénio - Fixacdo. 4. Fosfatos - Solubilidade. 5. Acido
indolacético. 1. Galvao, Jodao Carlos Cardoso, 1962-.
II. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Agronomia. Programa de P6s-Graduagdo em Agroecologia.
III. Titulo.

CDD 22. ed. 633.15899

Bibliotecéario(a) responsdvel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




BETANIA GUILHERMINA PEDROSA

BACTERIAS DO EM (MICRORGANISMOS EFICIENTES) COM POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO ISOLADAS EM CULTIVOS DE MILHO E FRAGMENTO
FLORESTAL

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduagdo em  Agroecologia, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 11 de julho de 2022.

Assentimento:

Crbonion G, Py amosc— .
Betania Guilhermina Pedrosa
Autora

/oéo Carlos Cardoso Galvao
Orientador




Dedico a Deus, a minha mae e aos meus amigos que até aqui me deram forca e

apoio.



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer primeiramente a Deus e a Jesus Cristo por terem me dado
forca para chegar até o final dessa trajetéria. Quero agradecer a minha mae pelo
cuidado comigo durante o tempo em que mais precisei de ajuda, ao meu irmao e ao
meu pai que, mesmo ndo estando mais presente entre nds, foi um modelo para mim
de perseveranca e dedicacdo. Quero agradecer ao meu namorado, Roy, pela
companhia e por sempre me ajudar e por me dar tanto carinho e atengédo. Quero
agradecer aos meus amigos da vida (Marcilene, Grazi, Jao, Robson, Ju e Joao Vitor)
e do laboratério de Associagbes Micorrizicas pelas palavras de incentivo e
encorajamento. Quero agradecer especialmente aos meus amigos Camila, Leandro,
Kaliane, Tomas, Nicolly, Thiago, Emiliane e Larissa do laborat6rio por terem me
ajudado tanto, e por outras pessoas que ajudaram na minha trajetoria. Essa
dissertacao foi construida a muitas maos e com muita ajuda. Também quero
agradecer a professora Catarina por todo apoio que me deu durante o tempo que
estive no laboratério de Associagdes Micorrizicas. E quero agradecer aos meus
orientadores, professor Jodo, Paulo, Marliane por acreditarem na minha capacidade
e por ndo medirem esforgos pra me ajudar na execugao do trabalho e na escrita, que
€ um desafio muito grande pra mim. Também agradeco ao professor Paulo Cecon
pela ajuda com a estatistica e pela paciéncia que teve comigo, e a minha psicéloga
|zabela pelo apoio emocional e também ajuda com a escrita e com processos seletivos
que surgiram durante esse tempo.

Sao muitas as pessoas que fizeram parte dessa trajetéria que fica dificil colocar
0 nome de cada uma em poucas linhas. Levo cada uma no meu coragao e em minhas
oracles, e peco a Deus pra que eu possa ajudar aos outros da mesma forma que
essas pessoas me ajudaram, me deram carinho e apoio, pelos momentos de risada,
pelas conversas no café, pelos momentos que enxugaram minhas lagrimas, que me
acalmaram em crises de ansiedade, que me auxiliaram na execucao de alguma parte
do trabalho manual, da escrita. S&o muitos momentos. Sao muitas pessoas. Fica aqui
meu agradecimento e meu carinho por cada uma delas.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concesséao da bolsa de estudos.



RESUMO

PEDROSA, Betania Guilhermina, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2022. Bactérias do EM (microrganismos eficientes) com potencial
biotecnoldgico isoladas em cultivos de milho e fragmento florestal. Orientador:
Joao Carlos Cardoso Galvao. Coorientadores: Marliane de Cassia Soares da Silva,
Paulo Prates Junior e Paulo Roberto Cecon.

O milho é o segundo grdo mais produzido no Brasil e tem grande importancia na
alimentagcdo humana e animal, sobretudo em regides de baixa renda, além disso, é
utiizado na produgéo de bebidas, polimeros e combustiveis. Na sua maioria, os
pequenos produtores de milho possuem pouco acesso a insumos, infraestrutura e
logistica adequados, o que leva a baixa produtividade das lavouras. Desta forma,
praticas de manejo de baixo custo devem ser implementadas com a finalidade de
atender a esta importante parcela da populacdo brasileira. E reconhecido que os
microrganismos tém papel fundamental na construgdo de sistemas agroalimentares
produtivos e saudaveis, a exemplo dos Microrganismos eficientes (EM), que se
tornaram uma tecnologia social utilizada por diversas familias camponesas da Zona
da Mata mineira. Estes microrganismos podem melhorar a qualidade do solo,
crescimento e producdo de culturas, além de controlar doencas do solo, melhorar a
absorcao de nitrogénio, fésforo e potassio, aumentar a mineralizagdo da matéria
organica, entre outros beneficios. Entretanto, existem poucos trabalhos evidenciando
a diversidade microbiana do EM e seu papel na promogéo de crescimento de plantas.
Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo bioquimica e a
identificac&o de isolados bacterianos do EM provenientes de um fragmento florestal e
de sistemas de cultivo de milho, visando a obten¢cao de microrganismos com potencial
aplicacao biotecnoldgica. A obtencédo dos microrganismos do EM foi realizada a partir
de um fragmento florestal (M), uma area de cultivo convencional de milho (C) e uma
area de cultivo organico de milho (O) na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensao
Coimbra da Universidade Federal de Vicosa, selecionados em arroz cozido, seguido
por fermentagdo em melaco de cana-de-aglcar; além do EM® comercial (P) reativado
conforme instrugcdes do fabricante. As etapas de isolamento e caracterizagédo
possibilitaram a obtencao de 15 isolados de cada tratamento, totalizando 60 bactérias,
gue foram selecionadas em meio solido Nfb e conservadas em NBY com glicerol a -
80 °C. O DNA dos isolados foi extraido, amplificado na regido 16S do rDNA,



sequenciado e realizado a filogenia de cada género previamente identificado. Para a
caracterizacao bioquimica foram realizados testes de fixagao biolégica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato inorganico e producdo de acido indol-acético (AlA). Trés
isolados ndo apresentaram crescimento apds a conservacao e, portanto, dos 57
isolados testados, 43 apresentaram capacidade de fixacao biolégica de nitrogénio,
sendo 11 do tratamento fragmento florestal, 10 do tratamento cultivo de milho
convencional, 13 do tratamento cultivo de milho organico e 9 do tratamento produto
comercial. Dos 57 isolados, 25 apresentaram capacidade de solubilizacao de fosfato,
sendo sete do tratamento fragmento florestal, seis do tratamento cultivo de milho
convencional, dois do tratamento cultivo de milho orgénico e 10 do tratamento produto
comercial. Dos isolados testados, quatro apresentaram capacidade de producao de
AlA. Com o sequenciamento foi possivel a identificacdo de 39 isolados, sendo as
espécies Vibrio sonorensis e Acetobacter farinalis e os géneros Burkholderia, Bacillus,
Priestia, Acinetobacter, Acetobacter. Assim, evidenciamos que o EM é fonte acessivel
de bactérias promotoras de crescimento vegetal e que as bactérias isoladas de
diferentes formulacées de EM tém amplo potencial biotecnolégico, o que permite

novas formulagdes artesanais e comerciais.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal. Biotecnologia. FBN.
Solubilizacao de fosfato. AlA.



ABSTRACT

PEDROSA, Betania Guilhermina, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2022.
EM bacteria (efficient microorganisms) with biotechnological potential isolated
in corn crops and forest fragments. Adviser: Jodo Carlos Cardoso Galvao. Co-
advisers: Marliane de Cassia Soares da Silva, Paulo Prates Junior and Paulo Roberto
Cecon.

Corn is the second most produced grain in Brazil and is of great importance in human
and animal nutrition, especially in low-income regions, in addition, it is used in the
production of beverages, polymers and fuels. Most small corn producers do not have
access to adequate inputs, infrastructure and logistics, which leads to low crop
productivity. Thus, low-cost management practices must be implemented in order to
serve this important portion of the Brazilian population. It is recognized that
microorganisms play a fundamental role in the construction of productive and healthy
agri-food systems, such as Efficient Microorganisms (EM), which have become a
social technology used by several peasant families in the Zona da Mata of Minas
Gerais. These Microorganisms can improve soil quality, growth and crop production,
in addition to controlling soil diseases, improving the absorption of nitrogen,
phosphorus and potassium, increasing the mineralization of organic matter, among
other benefits. However, there are few studies showing the microbial diversity of EM
and its role in promoting plant growth. Thus, the objective of this work was to carry out
the biochemical characterization and identification of bacterial isolates of EM from a
forest fragment and from corn cultivation systems, aiming at obtaining microorganisms
with potential biotechnological application. The EM microorganisms were obtained
from a forest fragment (M), an area of conventional corn cultivation (C) and an area of
organic corn cultivation (O) in the Teaching, Research and Extension Unit Coimbra,
from the Universidade Federal de Vigosa, selected in cooked rice, followed by
fermentation in sugarcane molasses; in addition to commercial EM® (P) reactivated
according to the manufacturer's instructions. The isolation and characterization steps
made it possible to obtain 15 isolates from each treatment, totaling 60 bacteria, which
were selected in Nfb solid medium and preserved in NBY with glycerol at -80 °C. The
DNA of the isolates was extracted, amplified in the 16S region of the rDNA, sequencing
and the phylogeny of each previously identified genus performed. For biochemical
characterization, biological nitrogen fixation tests, inorganic phosphate solubilization



and indole acetic acid (IAA) production were performed. Three isolates showed no
growth after conservation and, therefore, of the 57 isolates tested, 43 showed
biological nitrogen fixation capacity, being 11 from the forest treatment, 10 from the
conventional corn crop treatment, 13 from the organic corn crop treatment and 9 from
the commercial product treatment. Of the 57 isolates, 25 showed phosphate
solubilization capacity, seven from the forest treatment, six from the conventional corn
crop treatment, two from the organic corn crop treatment and 10 from the commercial
product treatment. Of the tested isolates, four showed AlA production capacity. With
the sequencing, it was possible to identify 39 isolates, being the species Vibrio
sonorensis and Acetobacter farinalis and the genera Burkholderia, Bacillus, Priestia,
Acinetobacter, Acetobacter. Thus, we show that EM is an accessible source of plant
growth-promoting bacteria and that bacteria isolated from different EM formulations
have broad biotechnological potential, which allows for new artisanal and commercial

formulations.

Keywords: Plant growth promoting bactéria. Biotechnology. FBN. Phosphate
solubilization. AlA.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) € um dos cereais mais cultivados no mundo, ocupa 21,375
milhdes de hectares de area plantada no Brasil (CANAL RURAL, 2022) e apresenta
grande importancia econémica por suas qualidades nutricionais e produtividade
(GALVAO et al, 2014). Este cereal é utilizado na alimentacdo humana e animal, na
industria de alta tecnologia como combustiveis, bebidas e polimeros, além de
representar grande importancia em regides de baixa renda (CONTINI et al., 2019;
GALATA et al., 2017; CRUZ et al,, 2011; CRUZ et al., 2006), onde 59,84 % dos
estabelecimentos produtores de milho consomem a produgcdo na propriedade,
mostrando a importancia social desse cereal (CRUZ et al., 2011).

Os produtores de milho, em sua maioria, sao caracterizados como agricultores
familiares com alta variabilidade ecogeogréfica, pouco acesso a insumos e recursos
que sejam adequados a sua realidade incluindo produgdo n&o tecnificada e,
normalmente, ndo possuem grandes extensdes de terras (GALATA et al., 2017;
ROGATTO, 2013; CRUZ et al., 2011; CRUZ et al., 2006). A produtividade dos
pequenos produtores normalmente é baixa, como reflexo da falta de acesso a
maaquinario, a insumos e apoio técnico qualificado para as operagdes de cultivo. Além
disso, a topografia das lavouras pode dificultar a mecanizac¢ao, a exemplo da Zona da
Mata Mineira que, associada a baixa densidade de plantio, facilita a ocorréncia de
ervas espontaneas, bem como atrasos e perdas na colheita que é feita manualmente
(CRUZ et al., 2011). Esses fatores dificultam a geracédo de renda e a aquisicéo de
insumos capazes de atender as demandas e realidade técnica dos produtores.

O milho € uma cultura altamente exigente em nutrientes, principalmente o
nitrogénio, sendo que sua falta pode reduzir de 10 a 22 % no rendimento de graos
(REPKE et al., 2013). O uso de fertilizantes nitrogenados nao € eficiente ja que grande
parte se perde por lixiviacdo e volatilizagdo (CANTARELLA & MARCELINO, 2008).
Buscam-se alternativas ao uso de fertilizantes devido a altos precos e impactos
causados ao meio ambiente e a saude humana (FERNANDES et al., 2020).

No contexto da Agroecologia, os conhecimentos dos agricultores podem ser
alinhados com os conhecimentos académicos (PRATES JUNIOR et al., 2016), de

modo a favorecer o desenvolvimento de tecnologias alternativas, que contribuam para
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o0 equilibrio das relagbes ecoldgicas. Assim, devem-se priorizar as tecnologias
voltadas ao controle biolégico de doengas e pragas, adubacao verde, rotagdo de
cultura e o uso de microrganismos eficientes, entre outras, capazes de aumentar a
produtividade e resiliéncia econémica e ambiental destas propriedades (CRUZ et al.,
2011).

Os microrganismos eficientes (EM) sao benéficos para o crescimento e saude
das plantas, bem como podem favorecer a qualidade do solo e da &gua, sendo
considerada uma tecnologia social capaz de aumentar a sustentabilidade e autonomia
da produgdo na agricultura familiar, além de ser uma ferramenta na produgéo de
alimentos mais saudaveis (FIGUEIREDO et al., 2021; MOROCHO & LEIVA-MORA,
2019). O conceito de EM foi desenvolvido pelo Professor Teruo Higa, da Universidade
de Ryukyus, Okinawa, Japao e consiste em culturas mistas de microrganismos que
podem ser aplicados como inoculantes para aumentar a diversidade microbiana de
solos e plantas (HIGA & PARR, 1994). Os efeitos do EM podem ser relatados na
germinacao de sementes, floragdo, desenvolvimento de frutos, melhoria da estrutura
fisica e fertilidade quimica do solo, na supressao de patdégenos de solo, na reducao
da maturagcédo de composto organico, no desenvolvimento da raiz e aquisicao de agua
e nutrientes pelas plantas, entre outros (MOROCHO & LEIVA-MORA, 2019; OLLE &
WILLIAMS, 2013).

A formulacdo comercial mais conhecida do EM é composta por leveduras e
bactérias acido-laticas e menor proporcdo bactérias fotossintéticas, bactérias
fixadoras de nitrogénio, fungos filamentosos e actinobactérias (JOSHI et al., 2019;
MOROCHO & LEIVA-MORA, 2019). Contudo, o preparo artesanal do EM consiste na
selecdo de microrganismos benéficos, presentes em fragmentos florestais ou
unidades agricolas, utilizando arroz cozido sem sal para posterior multiplicacéo
fermentativa destes microrganismos, em substrato organico a base de melago de
cana-de-acucar (BONFIM et al, 2011). Em sua formulagdo artesanal o numero é
bastante variavel e a maioria sdo fungos leveduriformes, actinobactérias e bactérias
produtoras de acido latico (SANTOS et al., 2020a).

O efeito benéfico da aplicagcdo de EM ja foi relatado na obtencao de maior
rendimento e maior teor de proteina do grdo de milho quando aplicado com
fertilizantes (SHAH et al., 2001); na reducdo da porcentagem de fibra detergente
neutra e aumento de proteina em pastagem quando aplicado juntamente com esterco

(SANTOS et al.,, 2020a); na maior germinacdo e velocidade de germinagcdo de
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sementes de capim-paligada (Urochloa brizantha) (SANTOS et al., 2020b); melhor
crescimento, produtividade, concentragdo de macro e micronutrientes e tolerancia ao
estresse hidrico de pimenta (Capsicum annuum) (EL-MAGEED et al., 2020).

Os microrganismos que compdem o EM podem fornecer horménios e facilitar
a aquisicao de nutrientes pelo sistema radicular das plantas (JOSHI et al., 2019). Estes
microrganismos sdo, em sua maioria, bactérias pertencentes aos filos Actinobacteria,
Firmicutes, Proteobacteria e Synergistetes (SANTOS et al., 2020a), que utilizam
substancias secretadas pelas raizes, matéria organica como fontes de energia para
sintetizar aminoacidos, acidos nucleicos, agucar que podem ser utilizados pelas
plantas ou por outros microrganismos benéficos presentes no solo (OLLE &
WILLIAMS, 2013). Esses microrganismos podem ser classificados como bactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPB - Plant Growth Promoting Bacteria), uma
vez que podem fornecer nutrientes as plantas, como nitrogénio e fésforo, bem como
atuar na modulagéo hormonal, na competicdo com fitopatdégenos e na atenuacgéo do
estresse ambiental, favorecendo o crescimento das plantas (GLICK, 2012). Estas
bactérias tém grande potencial biotecnolégico e sdo uma alternativa ao uso de
fertilizantes quimicos e a construgdo de uma agricultura sustentavel (MARIANO et al.,
2004).

Entretanto, na literatura existem o registro de poucos estudos sobre EM,
sobretudo relacionados ao isolamento, selecéo e identificacao destes microrganismos
benéficos, capazes de promover o crescimento vegetal (SANTOS et al., 2020a;
SANTOS et al., 2020b; DOURADO, 2018). Assim, nesse trabalho assumimos a
premissa que o maior entendimento da comunidade microbiana do EM e o seu
potencial bioquimico contribuira para ampliar o uso dessa tecnologia social por muitos
agricultores descapitalizados (FIGUEIREDO et al., 2021), de modo a favorecer o
manejo da microbiota do solo (PRATES JUNIOR et al., 2021).

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo bioquimica e a
identificacdo de isolados bacterianos do EM (microrganismos eficientes) proveniente
de um fragmento florestal e de sistemas de cultivo de milho, visando a obtencao de
microrganismos com potencial aplicagao biotecnolégica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das solucoes de EM

Os microrganismos do EM foram obtidos de areas da Unidade de Ensino,
Pesquisa e Extensdo Coimbra, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), situada no
municipio de Coimbra, na Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil (Figura 1).

Figura 1: Areas de obtencao dos microrganismos do EM, sendo a) area de fragmento
florestal, b) area de cultivo de milho convencional e c) area de cultivo de milho

organico.

As solugdes de EM foram obtidas de quatro fontes distintas, sendo (1)
fragmento florestal; (2) area de cultivo de milho convencional; (3) &rea de cultivo de
milho organico; (4) EM comercial (EM 1®). Nestas areas, amostras de solo foram
obtidas e enviadas para analise quimica de rotina (Quadro 1).
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Quadro 1: Analise das amostras de solo dos tratamentos fragmento florestal, cultivo de milho convencional e cultivo de milho

organico.
pH P K [Ca2 [ Mg? | AR [H+AI| SB | (1) | (T) Vv m MO P- Zn Fe | Mn | Cu | B
rem
mg/dm3 cmolc/dm3 % dag/Kg | mg/L mg/dm3
F. florestal | 4,40 | 1,80 | 56 | 0,98 | 0,53 | 0,80 | 792 | 165|245 | 9,57 | 17,20 32,70 | 4,30 | 18,70 | 1,20 | 81,00 | 30,10 | 1,90 | 0,50
Convencional | 5,50 | 18,70 | 130 | 2,20 | 1,20 | 0,00 | 5,28 | 3,73 | 3,73 | 9,01 | 41,40 | 0,00 3,22 | 23,30 | 5,70 | 83,50 | 41,90 | 3,10 | 0,40
Organico 6,30 | 9,20 | 340 | 4,41 | 2,02 | 0,00 | 3,30 | 7,30 | 7,30 | 10,60 | 69,90 | 0,00 4,97 | 25,40 | 10,30 | 81,60 | 78,90 | 2,70 | 0,20

pH em agua, KCl e CaCl - Relacdo 1:2,5
P -Na-K-Fe-Zn-Mn - Cu - Extrator Mehlich 1

Ca - Mg - Al - Extrator: KCI - 1 mol/L
H + Al - Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol/L - pH 7,0

B - Extrator 4gua quente

S - Extrator - Fosfato monocalcico em &cido acético
SB = Soma de Bases Trocaveis

CTC (t) - Capacidade de Troca Catiénica Efetiva
CTC (T) - Capacidade de Troca Cationica a pH 7,0
V = Indice de Saturac@o de Bases

m = Indice de Saturagao de Aluminio
ISNa - Indice de Saturagao de Sédio

Mat. Org. (MO) = C.Org x 1,724 - Walkley-Black
P-rem = Fésforo Remanescente




15

A etapa inicial para a obtencgéo das solugdes de EM artesanal ocorreu a partir
do cozimento de 50 g de arroz com 150 mL de agua destilada (Figura 2a) em
autoclave, durante 20 min, temperatura de 120 °C e pressao de 1 atm, em recipientes
de plastico (14,5 x 6,5 cm) coberto com pano de limpeza tipo Perflex fixado com
elastico (Figura 2b e 2c). Em campo, os recipientes com arroz cozido foram envoltos
em malha de ago para proteger de pequenos animais e alocados nas respectivas
areas: 1) fragmento florestal (S20.82785° WO042.76901°), 2) cultivo de milho
convencional (S20.82752° W042.76530°) e 3) cultivo de milho orgéanico (S20.82733°
W042.76564°) (COELHO et al., 2021). Cada tratamento foi conduzido com 4
repeticdes, totalizando 12 recipientes com o substrato de arroz que foram mantidos
em pequenas aberturas no solo feitas com enxada, sendo recobertos com serapilheira
e uma fina camada de solo presente em cada uma das areas, onde permaneceram

por dez dias (Figura 2d).

Figura 2: Obtencao dos microrganismos: a) 50 g de arroz e 150 mL de agua destilada;
b) disposicao do arroz em recipientes de plastico; c) fixacdo do pano de limpeza tipo
Perflex com elastico; d) alocagéo dos recipientes plasticos nas areas para sele¢ao dos

microrganismos.

A etapa de fermentacgéo, isolamento e caracterizagcao dos microrganismos foi
realizada no Laboratério de Associagdes Micorrizicas, Departamento de
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Microbiologia, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria
(BIOAGRO). Para a fermentacéo foi preparada uma solugao com aproximadamente
114 g de arroz colonizado por microrganismos que foi previamente homogeneizado
(Figura 3d, e, f), 50 mL de melago de cana-de-agucar comercial e agua em volume
final de 500 mL. A solucéo foi agitada e mantida em erlenmeyers com um litro de
volume em BOD a 26 °C no escuro. Apds 15 dias de fermentacao, as quatro repeticdes
de cada um dos trés tratamentos foram homogeneizadas durante 10 minutos a 100
rom e filtradas com peneiras de plastico (aproximadamente 1 mm de abertura) em
camara de fluxo laminar. Aproximadamente 200 mL de cada repeti¢ao foi armazenada
em frascos de vidro, em geladeira (4 °C), para andlise bromatoldgica; 15 mL foram
armazenadas em tubos falcon a -20 °C para analises moleculares; 50 mL foram
armazenadas em geladeira para a reativagdes futuras e o restante da solucao de cada
repeticdo dos tratamentos individualizados formou uma amostra composta. A solugéo
de EM comercial foi obtida junto a empresa Ambiem Brasil Ltda e foi reativada em
erlenmeyers utilizando-se 5 % do produto comercial, 5 % de melago de cana-de-
acucar e 90 % de agua destilada. A solugao foi agitada, fechada com tampdes de

tecido e fermentada durante sete dias.

Figura 3: Arroz colonizado por microrganismos obtidos nas areas de a) fragmento
florestal, b) cultivo de milho convencional, ¢) cultivo de milho orgéanico. Arroz
colonizado e homogeneizado das areas de d) fragmento florestal, e) cultivo de milho
convencional e f) cultivo de milho organico.

Fragmento florestal Convencional Organico
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2.2 Isolamento de bactérias presentes nas solucoes de EM

As bactérias foram isoladas a partir das quatro solucées de EM: fragmento
florestal (M), cultivo de milho convencional (C), cultivo de milho organico (O) e produto
comercial (P), separadamente, apds diluicdo seriada e plaqueamento em meio
seletivo Nfb para fixagao de nitrogénio. As diluicGes seriadas foram realizadas até 10-
5 em solugéo salina (8,5 g L' de NaCl) e foram agitadas em voértex por 5 s a 180 rpm,
em temperatura ambiente. De cada uma das diluigdes, aliquotas de 0,1 mL foram
distribuidas em placas de Petri contendo 20 mL do meio solido NFb, sendo realizada
quatro repeticdes por diluicido (DOBEREINER et al., 1992). As placas foram incubadas
a 28 °C por 72 h e foram escolhidas 15 col6nias da diluicdo de 10 de cada tratamento,
totalizando 60 isolados. Estas col6nias foram observadas em lupa e foram escolhidas
colénias de diferentes formas e tamanho. As colénias foram transferidas para placas
com meio NFb e, apds 3 dias de crescimento, transferidas para placas com meio BDA,
onde cresceram por cerca de 72 h. Apds esse periodo, as bactérias foram transferidas
para tubos de rosca inclinados com 5 mL de meio BDA e cresceram por
aproximadamente 72 h. Em seguida, foi adicionado meio NBY com glicerina aos
tubos, que foram agitados por alguns segundos no vértex. Aliquotas de 1,5 mL e 300
uL foram transferidas para microtubos de plastico que foram congelados em nitrogénio
liquido (-196 °C) e depois conservados em ultrafreezer a -80 °C. Ap6s o periodo de
armazenamento, aproximadamente 30 dias, 57 dos 60 isolados tiveram crescimento

satisfatério em meio BDA e foram avaliados nos testes bioquimicos e moleculares.

2.3 Extracao de DNA das bactérias presentes nas solucoes de EM

A extracao de DNA dos isolados M-01, M-09, C-16, C-17, C-18, C-21, C-25,
0-39, P-48, P-50, P-52, P-54, P-57 e P-59 foi feita a partir do método de lise térmica.
As bactérias foram reativadas em placas contendo 20 mL de meio BDA e cresceram
por 72 h. Apos esse periodo, uma col6nia de cada placa foi transferida para um
microtubo contendo 1 mL de agua ultra-pura e levado a banho-maria por 5 min a 100
°C e, em seguida, ao banho de gelo por 5 min. Os tubos foram centrifugados na
velocidade de 10.000 rpm durante 5 min e uma aliquota de 600 uL do sobrenadante

foi retirada e armazenada a -20 °C.
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A extracdo de DNA dos isolados M-02, M-03, M-04, M-05, M-06, M-07, M-08,
M-10, M-11, M-12, M-13, M-14, M-15, C-19, C-20, C-22, C-23, C-24, C-26, C-27, C-
28, C-29, C-30, O-31, 0-32, 0-33, 0-34, O-35, 0O-36, 0O-37, 0-38, 0-40, 0O-41, O-42,
0-43, O-45, P-46, P-49, P-51, P-53, P-55, P-56, P-58, e P-60 foi feita a partir de lise
enzimatica (POSPIECH & NEUMANN, 1995). As colbnias foram transferidas para
tubos com 1 mL de agua ultrapura e foram centrifugadas por 10 min a 6.000 g. As
células foram ressuspendidas em 500 pL de tampao SET (20 mM de Tris, 75 mM de
NaCl e 25 mM de EDTA, pH 7,5). Foi adicionado lisozima na concentragéo final de 1
mg/mL e incubados a 37 °C por 30 min. Foi adicionado 50 puL de SDS 10 % e
proteinase k na concentracéo final de 0,5 mg/mL e incubados por uma hora. Foi
adicionado cloroférmio e homogeneizados por 30 s no vértex em temperatura
ambiente. Foram centrifugados por 10 min a 12000 rpm e recolhido o sobrenadante
para um novo tubo. Foi adicionado isopropanol e incubados por 2 h a -20 °C. Em
seguida, foram centrifugados por 10 min a 12.000 rpm e descartado o isopropanol.
Foram adicionados 500 pL de etanol gelado e centrifugados a 12000 rpm por 1 min.
O DNA permaneceu secando em temperatura ambiente por aproximadamente 30 min
e depois foi ressuspendido em 50 puL de agua ultrapura. Foram adicionados 0,25 L
de RNAse para concentracao final de 50 ug mL™" e deixado em 37 °C por uma h.

A avaliacédo da qualidade do DNA total foi realizada em eletroforese horizontal
em gel de agarose (0,8 %, m:v) e a quantificacao foi realizada pela técnica da
espectrofotometria UV, variando de 250 a 350 nm (Thermo®, NanoDrop 2000).

O DNA das amostras foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). A regidao correspondente ao 16S rDNA da comunidade bacteriana foi
amplificada utilizando-se os primers 27F (5-AGAGTTTGATCMTGG CTCAG-3') e
1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-") (LANE, 1991), originando um fragmento de
aproximadamente 1500 pb.

A mistura da PCR foi preparada para o volume final de 25 uL, contendo 1, 5
ou 10 pL (20 ng) de DNA total; 1,0 pL (0.2 uM) de cada primer; 5 pL (20 nM) do tampao
GoTaq Buffer; 1,0 uL (200 uM) de desoxinucleosideos trifosfatados; 0,25 pyL (0.5
mg/mL) de BSA e 0,25 pL (1.25 unidades) da enzima Tag DNA polimerase #POL-
100S (Cellco) e agua deionizada (Milli-Q) esterilizada para se atingir o volume final.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler
ep Gradient), utilizando as seguintes condi¢cdes operacionais: ciclo inicial de 94 °C a
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4 min para a desnaturacao inicial, seguida de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, 50 °C a
60 s, 72 °C a 90 s, e uma extensao final de 72 °C durante 7 min (SANTOS et al, 2020).

2.4 Sequenciamento das bactérias isoladas do EM

Os produtos de PCR amplificados de fragmentos de genes bacterianos foram
sequenciados pela empresa MACROGEN, Seul, Coreia. As sequéncias obtidas foram
comparadas com a base de dados do NCBI através de pesquisas BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Nesta comparagdo, foram anotadas as

espécies mais relacionadas com as sequéncias dos isolados e foi feita uma busca em
artigos pelas estirpes tipo de cada género observado no NCBI. As sequéncias foram
alinhadas utilizando o Mafft, e as arvores filogenéticas foram reconstruidas para cada
género separadamente. Para cada arvore filogenética foi escolhido o melhor modelo
de substituicdo de nucleotideos. O melhor modelo (Tabela 1) foi escolhido tendo como
base o menor valor de BIC (Bayesian Information Criterion). Em seguida, a
reconstrucdo filogenética foi realizada utilizando o método de Maxima
Verossimilhanga, 1000 bootstraps e comparando todos os sitios de alinhamento. Foi

utilizado o programa MEGA 11 para a reconstrucéo das arvores filogenéticas.

Quadro 2: Modelo utilizado na reconstrugdo das arvores filogenéticas referentes a

cada género.

Género Modelo Género Modelo

Acetobacter | HKY+G+l | Chroococcidiopsis | GTR+G+l

Acinetobacter | K2+G+l Micrococcus TNI3+G+l
Bacillus K2+G+l Staphylococcus K2+G+l
Burkholderia | TN93+G+lI Vibrio K2+G+l

Abreviacdes: TR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; K2: Kimura-2-

parameter.

2.5 Caracterizacao bioquimica dos isolados

2.5.1 Fixacao biolégica de nitrogénio


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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As bactérias foram inoculadas em tubos de rosca contendo 15 mL do meio
semi sélido NFb, sem nitrogénio, sendo duas repeticées cada. O tempo de incubagéo
foi de cinco dias a 28 °C, sendo feitas duas avaliagdes no periodo com a observacao
da formacao de pelicula de crescimento indicando a capacidade de fixar nitrogénio
(BODDEY et al., 1995).

2.5.2 Solubilizacao de fosfato inorganico

As bactérias foram inoculadas em meio contendo fosfato de célcio insoluvel,
sendo duas placas por isolado e cada placa contendo duas repetigdes. O crescimento
foi observado durante sete dias, onde foi observado a formacao do halo de
solubilizagdo ao redor das colbnias. O halo e as coldnias foram medidos usando
paquimetro digital para o calculo do indice de solubilizagdo de fosfato (Verma et al.,
2001).

2.5.3 Producao de Acido indol-acético (AIA)

As bactérias foram reativadas em placas contendo meio BDA e depois foram
transferidas para tubos de rosca contendo meio TSA (sem &gar) e incubadas no
escuro a 28 °C por 72 h a 150 rpm. Ap6s esse periodo, aliquotas de 1 mL do
sobrenadante foram centrifugadas a 12000 rpm por 5 min e foram transferidos 150 pL
para microplacas de 96 pocos e adicionado 100 pL do reagente de Salkowski (1,0 mL
de FeCl3 0,5 M em 50 mL de HCIO4 a 35 %) (BRIC et al., 1991), incubando-se por 30
min a temperatura ambiente. Foram realizadas leituras no Espectrofotometro no
comprimento de onda de 540 nm. As leituras foram normalizadas pela curva padrao
com concentragdes de 0 a 1000 uM mL™" de AlA. Os testes foram realizados com trés
repeticées para cada um dos 57 isolados.

2.6 Analise estatistica

Para a capacidade de fixacao biolégica de nitrogénio foi utilizada a estatistica
descritiva. As variaveis solubilizacdo de fosfato e AlA foram analisadas por analise de

variancia. As médias foram testadas quanto a normalidade e foram comparadas
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utilizando o critério de Scott-Knott utilizando o programa SAEG, adotando-se o nivel
de 10 % de probabilidade. A variavel AlA foi analisada considerando um delineamento

em blocos casualizados.
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3 RESULTADOS

Em relacéo a identificacdo baseada no gene 16S, foi possivel a identificacao
de 39 isolados bacterianos. Alguns isolados apresentaram dificuldade na extracao do
DNA ou na amplificacao dos produtos da PCR, ndo sendo possivel a identificagao
apds o sequenciamento. Foi possivel a identificacdo de duas espécies (Vibrio
sonorensis, Acetobacter farinalis) e de seis géneros (Acetobacter, Acinetobacter,
Bacillus, Burkholderia, Micrococcus e Priestia).

Dos isolados identificados, o isolado O-39 foi identificado com Acetobacter
farinalis (Figura 4), enquanto os isolados P-56, P-50, P-54, P-48, P-52, P-59 e P-57
foram identificados como Acetobacter sp. (Figura 4), ja que o bootstrap deste clado
nao foi bem suportado (valores abaixo de 70 %), e é preciso estudos mais detalhados

para identificagdo a nivel de espécie.

Figura 4: Filogenia de maxima verossimilhanga com base na analise da sequéncia de
16S rRNA das cepas tipo para os isolados que mostraram semelhanca ao género
Acetobacter. Os isolados em rosa representam o tratamento produto comercial,

enquanto o isolado em azul representa o tratamento cultivo de milho orgéanico.
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0.621 P-56

P-50

( P-54

9-56{ Acetobacter lovaniensis (AJ419837)
P-48

P-52

P-59

P-57

0.96

Acetobacter fabarum (AM905849)

Acetobacter ghanensis (EF030713)
Acetobacter syzygii (AB665078)
l‘ Acetobacter okinawensis (AB665068)
Acetobacter pomorum (AJ001632)
0.98 — Acetobacter pasteurianus (X71863)
—] 0.93— Acetobacter aceti (AB665077)
Acetobacter nitrogenifigen (AY669513)
Acetobacter oeni (AY829472)
Acetobacter estunensis (AJ419838)

Acetobacter persici (AB665070)

0-39

Acetobacter farinalis (AB602333)
Acetobacter orleanensis (AB032350)
Acetobacter malorum (AJ419844)

0.96' Acetobacter cerevisiae (AJ419843)

Acetobacter liquefaciens (X75617)

O isolado M-06 apresentou posicionamento filogenético mais préximo as
espécies Acinetobacter septicus e Acinetobacter ursingii, sendo sua identificacao
como Acinetobacter sp. (Figura 5). Sdo necessarios estudos mais detalhados para
identificagao a nivel de espécie.

Figura 5: Filogenia de maxima verossimilhanga com base na analise da sequéncia de
16S rRNA das cepas tipo para o isolado que mostrou semelhangca ao género

Acinetobacter. O isolado em verde representa o tratamento fragmento florestal
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a.80 | Acinetobacter johnsonii (293440)
R Acinetobacter bouvetii (AF509827)
0.95

Acinetobacter sp. phenon 2 (AJ278311)

082 = Acinetobacter haemolyticus (Z93437)

E:r’netobacter tandoii (AF509830)
0.48 Acinetobacter tjernbergiae (AF509825)

.oh ~|:A cinetobacter Iwoffii (293441)

01

Acinetobacter calcoaceticus (X81661)

Lo Acinetobacter septicus (EF611418)

1=

M-6
0.97

Acinetobacter ursingii (AJ275038)

— Acinetobacter sp. phenon 4 (AJ293691)
0.95

olse I: Acinetobacter baylyi (AF509820)
Acinetobacter towneri (AF509823)

Acinetobacter gerneri (AF509829)

Acinetobacter baumanni (£93435)
Acinetobacter junii (Z93438)

08 L Acinetobacter grimontii (AF509828)

— Acinetobacter radioresistens (Z93445)

-

0.01

O género Bacillus é muito diverso, o que dificulta a identificacdo a nivel de
espécie. A partir do género Bacillus foram descritos novos géneros como Priestia
(GUPTA et al, 2020). O isolado C-21 foi identificado como Bacillus sp. (Figura 6),
enquanto os isolados C-16 e C-17 foram identificados como Priestia sp. (Figura 6), de
acordo com a filogenia.

Figura 6: Filogenia de maxima verossimilhanga com base na analise da sequéncia de
16S rRNA das cepas tipo para os isolados que mostraram semelhanca aos géneros
Bacillus e Priestia. 1solados em amarelo representam o tratamento cultivo de milho

convencional.
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0781 C-16
09t | C17
Priestia aryabhattai (EF114313)

0.93 Priestia megaterium (D16273)
Priestia flexa (AB021185)
Priestia flexa (AB680944)
091 —— Priestia veravalensis (KF413434)

Priestia paraflexa (FN999943)

Priestia koreensis (AY667496)
0.86 | Priestia endophytica (NR025122)
Priestia filamentosa (NR134701)

Bacillus circulans (AY724690)
Bacillus bataviensis (AJ542508)
Bacillus sp. (AF071856)
Bacillus firmus (X60616)
Bacillus lentus (AB021189)
Bacillus lentus (D16272)
0.94 | ——— Priestia taiwanensis (KF040588)
0‘9’1-[ Bacillus thuringiensis (AF290545)

0.84

0.89

0.91

088 || Bacillus cereus (NR114582)
091 i Bacillus anthracis (LT844654)
Bacillus mycoides (AF155956)

0.92 Priestia abyssalis (NR109671)

0.4 0.91 r Bacillus luciferensis (AJ419629)
1 0.86 Bacillus acidiceler (DQ374637)

0.92 Bacillus cohnii (X76437)
@5 halmapalus (X76447)
0.92 Bacillus horikoshii (AB043865)

Bacillus sp. (AJ316317)
Bacillus herbersteinensis (AJ781029)
Bacillus sp. (AJ276809)
092 Bacillus fastidiosus (X60615)

[ Bacillus indicus (AJ583158)
091 ! Bacillus cibi (AY550276)
0.87€ciﬁus sublilis (AJ2768351)

0.94

0871 Bagiflus subtilis (X60646)
O Bacillus amyloliquefaciens (X60605)
Bacillus aerius (AJ831843)

Cc-21
Bacillus pumilus (AB098578)
04 Bacillus aerophilus (AJ831844)
Bacillus stratosphericus (AJ831841)
Bacillus altitudinis (AJ831842)

Ornithinibacillus scapharcae (AEWH01000025)

0.93

0.02

Assim como o género Bacillus, o género Burkholderia também é muito diverso
(COENYE et al., 2000) e a partir deste género formaram-se o género Pandoraea e
Robbsia. Os isolados M-14, O-45, O-37, C-26, O-34, O-33, C-28, 0-43, C-19, C-22,
0-40, P-51, P-60, C-29, P-55, 0-42, O-31, P-46, P-53, P-49, O-38, C-30 formaram um
clado independente com alto bootstrap e mais proximo da espécie Burkholderia lata
(Figura 7), sendo identificados como Burkholderia sp.. Os isolados O-35 e P-58 nao
agruparam com nenhuma das espécies previamente similares no BLAST, sendo
identificados como Burkholderia sp.
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Figura 7: Filogenia de maxima verossimilhanga com base na andlise da sequéncia de
16S rRNA das cepas tipo para os isolados que mostraram semelhanga ao género
Burkholderia, Pandoraea e Robbsia. Isolados em verde representam tratamento
fragmento florestal, isolados em amarelo representam o tratamento cultivo de milho
convencional, isolados em azul representam tratamento cultivo de milho organico e

isolados em rosa representam tratamento produto comercial.
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Burkhoidania lata (AMS05038)
Burkholderia contaminans (JX986975)
Burkhoideria paludis (KT159931)
Burkfiolderia arboris (AM747530)
Burkholdaria seminalis (AM747631)
Burkhalderia cepacia (USBI27)
Burkhoideria anthina (AJ420880)
Burkholderia muitivorans (Y 18703)
Burkholderie ubonensis (EU024179)
Burkholderia iatens (AMT4TE2E)
Burkholderia vietnamlensis (AFOS7534)
Burkholdera cenccepacia (NRO2Z5013)
— Burkfioldena metailica (AM747632)
083 068 [ Bursholders stabilis (AFO97533)
Burkholdaria pyrrocinia (USE930)
.50 Burkholderia diffusa (AMT4T629)

087 Burkheldetia ambifaria (AF043302)

,— Burxholderia glumae (US6531)

LA == Burkholderia gladioil (EU024168)
%‘_,7 Burkioldera plantarii (U96933)

0.7 Burkholderia plantari (NR116151)

087 Burkhoiderfa thallandensis (U91838)
W‘:( Burkholdaria maliei (AF110128)
089 | Burkholderia pseudomallel (DO108392)
080 P-58

holderta caryophylli (ABO21423)
[ Pararobbsia alpina (JF763852)
Pararobbsia stiviterrae (KP338219)
.68 ‘ Burkholderia andropogonis (JX966957)
052 v @mea andropogonis (NR104860)
Burkholderia andropogonis (KMOB3264)

Pandoraea thiooxydans (EF397578)
Pandoraga lerrae (KJB31094)
— Pandoraea pulmonicola (AF133175)
0.86 | Pandoraga norimbergensis (AY268174)
30 L pandoraea norimbergensis (YO9879}
2"+ | Pandoraca sp. (AF247696)
0.49 t&ndoraea fibrosis (KX712083)
Pandorasa apista (AF138173)
Pandoraga pnomenusa (AF139174)
-, w —— Pandoraes faecigallinarum (ABS10957)
Pandorasa vervacti (AB510956)
Fandoraes sp. (AF247697)
Pandorasa oxalativorans (ABAG2TES)
U1 | Pandoraes sp. (AF247603)
289 ' Pandoraea sputorum (AF139176)

[3:<]

Ralsionia s vrn (NROA4040)

0.050

Embora o isolado 0O-41 tenha apresentado similaridade a espécie
Chroococcidiopsis sp. ao realizar o BLAST, a identificagdo filogenética desta foi

imprecisa, podendo ser uma espécie de um género ainda ndo descrito (Figura 8).
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Figura 8: Filogenia de maxima verossimilhangca com base na anélise da sequéncia de
16S rRNA das cepas tipo para o isolado que mostrou semelhanca ao género
Chroococcidiopsis. O Isolado em azul representa o tratamento cultivo de milho
organico.

o.s6 Tolypothrix sp. (AM230668)

Roholtiella fluviatilis (KM268884)
0.9

Roholtiella bashkiriorum (KM268882)
0.89)
Roholtiella edaphica (KM268878)
077
Rohoitielta mojaviensis(KM268892)

0391L Tolypothrix tenuis (AB325535)
T Nostoc commune (AY577536)
Fartieasp. (HQ847569)

0.1 | Hassallia sp. (HQ847555)

Spirirestis rafaelensis (AF334692)
Rexia erecta (KF934181)
Coleodesmium wrangelii (AF334702)

Tolypothrix distorta (HG970652)
0.27

Cylindrospermum alatosporum (GQ287650)
8

okf Nodularia harveyana (AM711554)

. Anabaena spiroides (AJ293116)

Streptostemon sp. (KJ566946)

I [ Dapisostemon apicaliramis (KJ566947)

-L Dapisostemon apicaliramis (KJ566945)
Calothrix desertica (AM230699)

o041

Chroococcidiopsis cubana (JF810080)
Chroococcidiopsis thermalis (KM020000)

Chroococcidiopsis thermalis (MK953010)

0.10

O isolado M-01 foi identificado como Micrococcus sp. (Figura 9), de acordo com
a reconstrucao filogenética.

Figura 9: Filogenia de maxima verossimilhanga com base na analise da sequéncia de
16S rRNA das cepas tipo para o isolado que mostrou semelhangca ao género
Micrococcus. O Isolado em verde representa o tratamento fragmento florestal.
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M-1
84%

83%| Actinomycetia bacterium (MGB07568)
Micrococcus aloeverae (KF524364)
939

- Micrococcus luteus (NR 037113)

92%

Micrococcus yunnanensis (FJ214355)

94%
— Micrococcus flavus (DQ491453)
96%
— Micrococcus endophyticus (EU005372)
96%

Micrococcus psychrophilum (AJ005932)

97%
Micrococcus lylae (XB0750)

e Micrococcus cohnii (FR832424)

Micrococcus lactis (FN673681)

— Micrococcus terreus (FJ423763)
Citrococcus muralis (AJ344143)
93%‘
Citricoccus parietis (FM992367)

0.01

Os isolados C-18 e O-32 mostraram alta similaridade com espécies do género
Staphylococcus ao realizar o BLAST, mas nao se aproximaram de nenhuma espécie

na andlise filogenética, podendo ser novas espécies (Figura 10).

Figura 10: Filogenia de maxima verossimilhanca com base na andlise da sequéncia
de 16S rRNA das cepas tipo para os isolados que mostraram semelhanca ao género
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Staphylococcus. O Isolado em azul representa o tratamento cultivo de milho organico
e o isolado em amarelo representa o tratamento cultivo de milho convencional.

o0.53) Staphylococcus caprae (ABD09935)

L6859 Staphylococcus capitis (L37599)

Staphylococcus capitis subsp. urealyticus (AB009937)
Staphylococcus saccharolyticus (L37602)

07 Staphylococcus epidermidis (DB3363)

Staphylococcus simiae (AYT727530)

- Staphylococous aureus (D83355)

B Staphylococcus aureus (DB3357)

Staphylococcus pasteuri (AB009944)

Bacterium MR2S13 (MT107194)
Staphylococcus warneri (L37603)
Bacterium MTL7-14 (MH151276)
0.53 Staphylococcus petrasii subsp. petrasii (JX139845)
p.3 Staphylococcus petrasii subsp. croceilyticus (AY953148)
0.1

Staphylococcus haemolyticus (D83367)

Staphylococcus devriesel (FJ389206)
D6

1=

C-18

o.pd— D-32

Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus (AB233326)

0.4 Staphylococcus hominis (L37601)

Bacterium Culalen (KC484962)

— Staphylococeus lugdunensis (AB009S841)

i

0.01
A partir da analise filogenética podemos identificar o isolado C-25 como Vibrio
sonorensis, ja que este isolado se agrupou com a estirpe de referéncia (Figura 11).

Figura 11: Filogenia de maxima verossimilhanga com base na analise da sequéncia
de 16S rRNA das cepas tipo para o isolado que mostrou semelhanca ao género Vibrio.
O isolado em amarelo representa o tratamento cultivo de milho convencional.
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831, Vibrio gigantis(NR 044079)

Vibrio splendidus (NR 118060)
Vibric gallaecicus (NR 044520)

Vibrio chagasii (NR 117891)

— Vibrio pectenicida (NR 029344)

- Vibrio orientalis (NR 113788)

ﬂ'-gﬁ[ Vibrio bivalvicida (NR 135208)

o.oall Vibrio europaeus (NR 146051)

Vibrio hispanicus (NR 115180)

Vibrio navarrensis (KJ807092)

034 | Vibrio vulnificus (NR 1179086)

0.38 Vibrio diazotrophicus (NR 114217)

Vibrio anguilfarum (NR 113609)
&g Vibrio ordalii (NR 044851)

053 1 Vibrio furnissii (NR 037067)

Vibrio fluvialis (NR 114218)

Vibrio xuii (AJ316181)

Vibrio probicticus (AJ345063)
Vibrio parahaemolyticus (NR 041838)
Vibrio aquaticus (MG754467)
Vibrio harveyi (NR 113784)

Vibrio japonicus (LC143378)
Vibrio proteolyticus (NR 026128)

o.op C-25

oks - Vibrio sonorensis (JQ434114)

— Vibrio astriarenae (NR 146027)

- Vibrio maritimus (NR 117531)
a8 Vibrio variabilis (NR 117550)

_I: Vibrio porteresiae (NR 044248)

o.68 Vibrio albus (KY458806)

Eﬁbﬁa aerogenes (NR 104884)

0.93
0.52
0.93

0.53

0.9

0.96]
0.8
0.53

U

i Vibrio gazogenes (NR 114213)
0.89 Vibrio rhizosphaerae (NR 043984)
Salinivibrio costicola (NR 119218)

—

0.050
Dos 57 isolados testados, 43 (88,7 %) apresentaram capacidade de fixagao
bioldgica de nitrogénio (FBN) (Tabela 2). Dos 15 isolados testados do tratamento
fragmento florestal, 11 (73,33 %) apresentaram capacidade de FBN. Dos 13 isolados
testados do tratamento cultivo de milho convencional, 9 (69,23 %) apresentaram FBN.
Dos 14 isolados testados do tratamento cultivo de milho orgénico, 13 (92,8 %)
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apresentaram FBN. Dos 15 isolados testados do tratamento produto comercial, 9 (60
%) apresentaram FBN.

Os 43 isolados positivos para o teste de FBN foram identificados como
Micrococcus sp. (M-01), Acinetobacter sp. (M-06), Burkholderia sp. (M-14, C-22, C-
26, C-28, C-29, C-30, O-31, O-33, O-34, O-35, O-37, 0-38, 0-40, O-42, O-43, O-45,
0-46, P-49, P-55) Bacillus sp. (C-21), Acetobacter farinalis (O-39), Acetobacter sp. (P-
50, P-52, P-54, P-56, P-57, P-59).

Tabela 1: Isolados que apresentaram fixacdo biol6gica de nitrogénio, sendo (++)
pelicula muito visivel (+) pelicula visivel e (-) ndo apresentou pelicula. As letras
representam os tratamentos, sendo M (fragmento florestal), C (cultivo de milho
convencional), O (cultivo de milho organico) e P (produto comercial). As repeticdes
correspondem a R1 e R2.

Isolado R1 R2 Isolado R1 R2 Isolado R1 R2 Isolado R1 R2

M-01  + ++ C-16 O-31  ++ ++ P-46 - -
M-02 - - C-17 0-32  ++ ++ P-47 ++ ++
M-03 ++ ++ c-18 - - 038 + + P-48 - -
M-04 ++ ++ c-19 - - 0-34 ++ ++ P-49 + +
M-05 ++ ++ C20 + + O-35 ++ ++ P-50 + +
M-06 ++ ++ C21 + + 0-36 + ++ P-51 - -
M-07  ++ ++ C-22 ++ ++ O-37  ++ ++ P-52 + +
M-08 - - C-23 + ++ 0-38 ++ ++ P-53 - -
M-09 ++ ++ C-24 ++ ++ 039 + + P-54 + +
M-10  ++ ++ c25 - - 0-40 ++ ++ P-55 + +
M-11 - - C-26 + ++ o4 - - P-56 + +
M-12  ++ ++ C-27 ++ ++ 0-42 ++ ++ P-57 + +
M-13 - - C-28 + ++ 043 + + pP-58 - -
M-14 + ++ C-29 ++ ++ 0O-44 P-59 + +
M-15  ++ ++ C30 + + 045 + + P60 - -

Figura 12: Formacao de pelicula (setas vermelhas) devido a fixacdo bioldgica de
nitrogénio do isolado 47 do tratamento produto comercial e o isolado 48, tratamento
produto comercial, que ndo apresentou FBN.
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Isolado 47 R1 e R2 Isolado 48 R1

Dos isolados testados, 25 apresentaram capacidade de solubilizagédo de fosfato
(58,1 %) (Tabela 2), que é representada pela formacao de halo ao redor da colbnia
(Figura 13). Dos 15 isolados testados do tratamento fragmento florestal, sete (46,67
%) apresentaram capacidade de solubilizar fosfato. Dos 13 isolados testados do
tratamento cultivo de milho convencional, seis (46,15 %) solubilizaram fosfato. Dos 14
isolados testados do tratamento cultivo de milho orgénico, dois (14,29 %)
solubilizaram fosfato. Dos 15 isolados testados do tratamento produto comercial, 10
(66,67 %) solubilizaram fosfato.

Os isolados que testaram positivo para a solubilizacdo de fosfato foram
identificados como Burkholderia sp. (M-14, C-19, C-28, C-29, O-38, P-49, P-51, P-53,
P-55, P-58), Acetobacter farinalis (O-39), Acetobacter sp. (P-48, P-50, P-54, P-57, P-
59).

Os isolados M-15, O-39, P-57, P-48 e P-54 representam o grupo com maiores
médias (Tabela 2), diferindo do segundo grupo a 10 % de probabilidade, e sao
pertencentes aos tratamentos fragmento florestal (M), cultivo de milho organico (O), e
produto comercial (P), respectivamente.
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Tabela 2: indice de solubilizaggo (IS) obtido pelos isolados. As letras representam os

tratamentos, sendo M — fragmento florestal, C - cultivo de milho convencional, O -

cultivo de milho orgéanico, P - produto comercial.

Isolado IS Isolado IS
0-39 3.98A C-18 1.55B
M-15 3.89 A C-20 1.53B
P-57 3.20A P-55 1.48B
P-48 3.19A M-05 1.37B
P-54 3.05A P-58 1.37B
P-49 2.108B P-53 1.31B
M-14 2.08 B P-59 1.26B
P-51 2.08B C-23 1.20B
P-46 2.04B C-28 0.83B
M-04 1.98B M-13 0.80B
M-12 1.98B C-24 0.77B
0-38 1918B M-10 0.68 B
C-19 1.56B

IS= didmetro do halo (mm) / didmetro da colénia (mm). Grupos de média com a mesma

letra sdo semelhantes ao nivel de 10 % pelo critério de Scott-Knott.

* F significativo a 10 % de probabilidade.

Figura 13: Formagéao de halo de solubilizag&o de fosfato dos isolados dos tratamentos

a) fragmento florestal, b) cultivo de milho convencional, c¢) cultivo de milho orgéanico e

d) produto comercial.
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C) 0-39 R3 eR4 D) P-49 R1 e R2

Dos isolados testados, quatro (7 %) apresentaram capacidade de producéo de
AlA apos 72 h de incubagao no escuro (Tabela 3). Os isolados foram identificados
como Micrococcus sp. (M-01), e Burkholderia sp. (O-37, O-38).

Os isolados M-01, O-37, O-38 e M-08 formaram o grupo com maior producao
de AlA (467,79 a 381,07 uM/mL) (Tabela 3), diferindo do segundo grupo a 10 % de
probabilidade, sendo os isolados 1 e 8 pertencentes ao tratamento fragmento florestal
e os isolados 37 e 38 ao tratamento cultivo de milho organico.

Tabela 3: Producao de acido indolacético (AlA) em uM/mL pelos isolados bacterianos.
As letras representam os tratamentos, sendo M - fragmento florestal, C - cultivo de

milho convencional, O - cultivo de milho organico, P - produto comercial.

Isolado AlA Isolado AlA Isolado AlA Isolado AlA

M-01 467,79 A  0O-36 197,81B 042 186,76 B M-14 181,52 B
0-37 442,15A M-12 195,88 B P-57 186,10B C-24 181,37B
0-38 441,71 A M-02 195,46 B 0 18591B C-29 181,00B
M-08 381,07 A M-15 193,50 B P-48 18583B (C-22 180,68B
0-31 272,63B C-20 191,40 B P-52 18539B 0O-39 179,50B
M-05 214,93 B 0-32 190,75B 0O-45 185,14B M-13 179,15B
M-10 208,55 B C-19 190,74 B P-55 184,76 B 0O-41 178,98 B
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M-04 206,24 B P-60 190,42B 0O-43 184,63B C-25 178,94B
0-35 205,02B C-30 190,30 B M-11 184,60B C-28 175,98B
M-07 204,27 B P-59 190,04B 0O-40 183,33B P-54 175,87B
C-21 203,58 B P-51 189,67 B P-49 183,03B P-53 174,12B
M-09 202,03B 0O-33 189,50 B Cc-18 182,60B C-27 172,31B
C-26 201,97B P-56 188,50 B P-46 182,22 B
P-58  200,05B M-03 187,53 B C-23 182,10B
M-06 198,57 B P-50 187,24B 0O-34 181,64B

Grupos de médias com a mesma letra sdo semelhantes ao nivel de 10 % pelo critério
de Skott-Knott. Valores de AIA em pmol mL".
* F significativo a 10 % de probabilidade.

Dos 57 isolados testados, 21 apresentaram dois mecanismos de promogao de
crescimento, sendo que 19 apresentaram capacidade de fixacdo de nitrogénio e
solubilizacéo de fosfato e dois apresentaram capacidade de fixacdo de nitrogénio e
producédo de AIA (Quadro 3). Apenas 1 isolado apresentou os trés mecanismos de

crescimento.

Quadro 3: Isolados bacterianos promotores de crescimento vegetal (PGPR) quanto a
capacidade de realizar fixagcao bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfato
(SF) e producéo de acido indolacético (AlA). As cores indicam atividade positiva para
cada caracteristica.

Mecanismos de promogao
Isolados de crescimento de planta
Cédigo Origem Identificacdo 16 S FBN SF AlA
01 F. florestal Micrococcus sp.
02 F. florestal
03 F. florestal
04 F. florestal
05 F. florestal
06 F. florestal Acinetobacter sp.
07 F. florestal
08 F. florestal ]
09 F. florestal
10 F. florestal
11 F. florestal
12 F. florestal
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13 F. florestal

14 F. florestal Burkholderia sp.
15 F. florestal

16 Convencional Priestia sp.

17 Convencional Priestia sp.

18 Convencional Staphylococcus sp.
19 Convencional Burkholderia sp.
20 Convencional

21 Convencional Bacillus sp.

22 Convencional Burkholderia sp.
23 Convencional

24 Convencional

25 Convencional Vibrio sonorensis
26 Convencional Burkholderia sp.
27 Convencional

28 Convencional Burkholderia sp. -
29 Convencional Burkholderia sp.
30 Convencional Burkholderia sp.
31 Orgéanico Burkholderia sp.
32 Organico Staphylococcus sp.
33 Orgéanico Burkholderia sp.
34 Orgéanico Burkholderia sp.
35 Orgéanico Burkholderia sp.
36 Organico

37 Orgénico Burkholderia sp.
38 Orgéanico Burkholderia sp.
39 Organico Acetobacter farinalis
40 Orgéanico Burkholderia sp.
41 Organico

42 Orgénico Burkholderia sp.
43 Orgéanico Burkholderia sp.
45 Orgéanico Burkholderia sp.
46 Comercial Burkholderia sp.
47 Comercial

48 Comercial Acetobacter sp.
49 Comercial Burkholderia sp.
50 Comercial Acetobacter sp.
51 Comercial Burkholderia sp.
52 Comercial Acetobacter sp.
53 Comercial Burkholderia sp.
54 Comercial Acetobacter sp.
55 Comercial Burkholderia sp.
56 Comercial Acetobacter sp.
57 Comercial Acetobacter sp.
58 Comercial Burkholderia sp.
59 Comercial Acetobacter sp.
60 Comercial Burkholderia sp.
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4 DISCUSSAO

O isolamento de bactérias ocorreu a partir das diferentes formulacées de EM e
verificou-se que dos 60 isolados apenas 3 nao apresentaram crescimento apds
congelamento rapido em nitrogénio liquido (-196 °C) e conservagao em ultrafreezer a
- 80 °C em glicerol por 30 dias. Embora a criopreservagdo possa manter uma
variedade de tipos celulares sob baixas temperaturas (-20 °C a -80 °C) (CANHOS et
al., 2004), sendo eficiente na manutencao da integridade celular, em alguns casos
pode comprometer a qualidade das amostras devido a variagdo de temperaturas em
freezers (SOLA et al, 2012). Fatores como taxa de congelamento, tamanho e
desidratacdo da célula, taxa de descongelamento e a capacidade de regeneragao
celular podem afetar a sobrevida das células na criopreservagao (MAZUR, 1984). No
congelamento rapido ocorre menor desequilibrio osmético, mas pode ocorrer injuria
celular devido a formacéo de gelo intracelular, com consequente rompimento das
membranas celular e plasmatica (ROJAS, 2007). Assim, recomenda-se a adocéo de
mais de um método de preservacgao para evitar a perda de isolados.

A obtencéo de 43 isolados (88,7 %), de diferentes tratamentos, capazes de
realizar a fixag&o biologica de nitrogénio € relativamente alta, uma vez que foi utilizado
meio seletivo para esse processo.

A presenga de bactérias fixadoras de nitrogénio em solugbes de EM nédo havia
sido relatada na literatura até o momento. Entretanto, havia informacées do aumento
da nodulagdo em Phaseolus vulgaris e Vigna radiata, indicando a capacidade do EM
de favorecer a nodulagdo em leguminosas (SANGAKKARA & HIGA, 1994), bem como
do aumento do numero de bactérias fotossintetizantes e fixadoras de nitrogénio (HIGA
& WIDIDANA, 1991).

As quatro diferentes formulagbes de EM permitiram o isolamento de BFN,
sendo 11 do tratamento fragmento florestal, 10 do tratamento cultivo de milho
convencional, 13 do tratamento cultivo de milho organico e 9 do tratamento produto
comercial. As bactérias fixadoras de nitrogénio sdo encontradas em associagdo com
diferentes espécies vegetais, incluindo o milho (BALDANI & BALDANI, 2005). A
porcentagem de bactérias capazes de fixar nitrogénio pode ser alta em milho, como
nos trabalhos de Ikeda et al. (2020), onde 59 (63,4 %) de 93 isolados bacterianos das
raizes de milho foram capazes de fixar nitrogénio no meio JNFb semi-sélido; e Richard
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et al. (2018), onde sete (63,63 %) dos 11 isolados bacterianos da rizosfera de milho
apresentaram FBN. Ao avaliar a rizosfera de milho de diferentes localidades no
México, 31 (57 %) de 54 isolados foram capazes de crescer em placas com meio NFb,
porcentagem menor que a observada no tratamento cultivo de milho convencional
(69,23 %) e cultivo de milho organico (92,8 %) (TORIBIO-JIMENEZ et al., 2017).

As espécies diazotroéficas ja conhecidas em associagao com a cultura do milho
sao pertencentes principalmente aos géneros Azospirillum, Klebsiella, Burkholderia,
Rhizobium (VINHAL-FREITAS & RODRIGUES, 2010), Pseudomonas, Acinetobacter,
Enterobacter, Pantoea, Bacillus (SILVA et al, 2016) e as espécies Pseudomonas sp.,
Klebsiella terrigena, Enterobacter cloacae, Bacillus circulans (BERGE et al.,, 1991),
Enterobacter asburiae e Bacillus sp. (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2014) também ja
foram relatadas com capacidade de FBN. No presente estudo os isolados fixadores
de nitrogénio foram pertencentes aos géneros Burkholderia, Acinetobacter, Bacillus,
Staphylococcus, Acetobacter e Micrococcus, com identificacdo da espécie
Acetobacter farinalis.

O género Staphylococcus ja foi relatado na fixacdo de nitrogénio em
associagao com plantas. Dois isolados da rizosfera e de raizes de milho de diferentes
locais em Guerrero, México, identificados como Staphylococcus aureus, foram
capazes de crescer em placas contendo meio Nfb, indicando capacidade de fixar
nitrogénio (TORIBIO-JIMENEZ et al., 2017). Outros trabalhos relatam espécies do
género Staphylococcus com capacidade de FBN sendo estas isoladas de raspagem
de biofilmes de prédio antigo (JADHAV et al., 2010) e isoladas de ambientes costeiros
(YOUSUEF et al., 2020), com a identificacdo das espécies Staphylococcus caprae, S.
warneri e S. arlettae.

Espécies do género Acetobacter sao espécies endofiticas conhecidas pela
capacidade de fixagdo de nitrogénio em cana-de-agucar, por exemplo (PEDRAZA,
2008). Isolados endofiticos de diferentes espécies de plantas (Cynodon dactylon,
Pothos scandens, Ipomea batata, Saccharum officinarum, Musa paradica e Zea mays)
foram testados quanto a capacidade de fixacao de nitrogénio e identificados como
pertencentes aos géneros Acetobacter e Azospirillum (JHALA et al., 2014). A espécie
Acetobacter farinalis (Figura 4) ainda ndo havia sido descrita como fixadora de
nitrogénio.

O género Micrococcus ja foi relatado com a capacidade de FBN (ISLAM et al.,
2016). O isolado Micrococcus luteus CR03, isolado da superficie de raizes de Cereus
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peruvianus, apresentou capacidade de FBN em meio semi-sélido Nfb (BERALDO-
BORRAZZO et al., 2021). Ja a espécie Micrococcus luteus, isolada de Coryphantha
neglecta, demostrou FBN pelo método de reducao de acetileno (LOERA et al., 1996).
O isolado identificado como Micrococcus sp., isolado da rizosfera de milho, apresenta
capacidade de FBN no meio GNFM (AGU et al., 2021).

Apesar dos isolados terem sido obtidos em meio NFb sélido, sem nitrogénio,
nem todos apresentaram capacidade de FBN em meio NFb semi-sélido, pH 6,8. Isto
pode ter ocorrido devido a condicdo de anaerobiose apresentada pelo meio semi-
sdlido, ou por alguns isolados nao fixadores crescerem em associagdo com isolados
fixadores de nitrogénio e, durante o isolamento, estes perderam a capacidade de
crescimento. Resultado contrastante foi encontrado por Arsita et al. (2020), em que
dos 20 isolados bacterianos da rizosfera de milho todos foram capazes de crescer em
meio NFb sélido e de formar pelicula em meio NFb semi-sélido em pH 8.

Outra importante funcdo das bactérias avaliadas € a capacidade de
solubilizacao de fosfato, sendo que dos 57 isolados bacterianos testados, 25 (58,1 %)
apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato, sendo 7 do tratamento
fragmento florestal, 6 do tratamento cultivo de milho convencional, 2 do tratamento
cultivo de milho organico e 10 do tratamento produto comercial. A presenca de
bactérias solubilizadoras de fosfato em solu¢cdes de EM nao havia sido relatada até o
momento, mas a aplicagdo de EM ao solo levou ao incremento de fésforo inorganico,
mostrando que 0s microrganismos presentes podem aumentar as quantidades de
fésforo no solo (HIGA & WIDIDANA, 1991). Estes microrganismos com capacidade
de solubilizar fosfato ja foram relatados na rizosfera de milho (RAMOS et al., 2018).
Gomes et al. (2014) relataram que, de 46 bactérias isoladas da rizosfera de milho, 51
% foram classificadas como eficientes na solubilizacdo de fosfato de rocha,
porcentagem proxima ao que foi observado no tratamento cultivo de milho
convencional (46,15 %) e maior que o observada no tratamento cultivo de milho
organico (14,29 %). Manzoor et al. (2017) observaram que 11 (19,3 %) dos 57 isolados
bacterianos da rizosfera de milho foram capazes de solubilizar fosfato inorganico e
apresentaram alto indice de solubilizacdo variando de 1,94 e 3,69. Valores
semelhantes de indices de solubilizacdo de fosfato foram encontrados no presente
trabalho (0,68 a 3,98) (Tabela 2).

Os isolados 0O-39, M-15, P-57, P-48 e P-54 apresentaram maior indice de
solubilizacdo de fosfato. Embora o tratamento cultivo de milho convencional tenha
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apresentado alta porcentagem de isolados com capacidade de solubilizagédo de
fosfato estes nao apresentaram altos valores de indice de solubilizag&o.

Os isolados que apresentaram maiores indices de solubilizacdo de fosfato
foram identificados como Acetobacter farinalis (O-39), e Acetobacter sp. (P-57, P-48
e P-54). Outras espécies isoladas da rizosfera de milho ja haviam sido descritas como
solubilizadoras de fosfato, como Bacillus flexus, B. megaterium e Sinorhizobium
meliloti IBARRA-GALEANA et al., 2017), além das estirpes KNU17B12 e KNU17B13,
isoladas da rizosfera de milho cultivado na Coreia do Sul, identificadas como
Burkholderia cenocepacia e Burkholderia contaminans (TAGELE et al., 2019).
Espécies do género Acetobacter e Azospirillum isolados dos tecidos de varias
espécies de plantas (Cynodon dactylon, Pothos scandens, Ipomea batata, Saccharum
officinarum, Musa paradica e Zea mays) mostraram capacidade de solubilizagao de
fosfato em meio Pikovskaya (JHALA et al., 2014).

A producao de AlIA por microrganismos isolados de EM néo havia sido relatada
até o momento, porém os isolados M-01, O-37, O-38 e M-08 foram capazes de
produzir AlA (467,79, 442,15, 441,71 e 381,07 uM mL"', respectivamente). No entanto,
a utilizacdo do EM pode promover o aumento de AlA nas plantas, como em feijao, sob
diferentes niveis de salinidade, tratado com EM apresentou maiores concentragdes
de AlA nas folhas (TALAAT, 2019).

Foram obtidos isolados produtores de AIA das formulagcdes de EM de
fragmento florestal e de cultivo de milho organico, sendo o cultivo de milho um
ambiente onde comumente se encontram microrganismos produtores de AlA. Um total
de 286 isolados de raizes e rizosfera de milho de diferentes locais no estado do Rio
Grande do Sul foi capaz de produzir AlA in vitro no meio King B suplementado com L-
triptofano (ARRUDA et al., 2013). 15 isolados bacterianos de milho e trigo mostraram
capacidade de producao de AIA em caldo succinato com e sem triptofano (KARNWAL,
2012). De 27 isolados das raizes de milho, 18 (66,7 %) foram capazes de produzir AIA
no método de detecgao utilizando reagente de Salkowsky (PEDRINHO et al., 2010).

Os isolados produtores de AIA no presente trabalho foram identificados como
Micrococcus sp. (M-01) e Burkholderia sp. (O-37, O-38). O isolado M-08 nao foi
identificado no sequenciamento do gene 16S. A espécie Burkholderia phytofirmans
estirpe PsJN foi relatada como uma rizobactéria que coloniza a rizosfera e tecidos
internos da planta e promove o crescimento e producao de diferentes culturas por
meio de diferentes mecanismos (NAVEED et al., 2015). A inoculacéo desta PGPR foi
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responsavel por melhorar a sobrevivéncia de plantas de milho, melhorar a biomassa
de raizes e parte aérea, além de produzir acido indol acético. As estirpes KNU17B12
e KNU17B13, isoladas da rizosfera de milho cultivado na Coreia do Sul, também
mostraram capacidade de produzir AIA em meio LB, independente da adi¢ao de L-
triptofano, e foram identificadas como Burkholderia cenocepacia e Burkholderia
contaminans (TAGELE et al., 2019). Os isolados da rizosfera de banana, trigo e de
milho, identificados como Bacillus megaterium, Lactobacillus casei, B. subtilis, B.
cereus € Lactobacillus acidophilus, respectivamente, também apresentaram
capacidade de producéo de AIA (MOHITE, 2013). Isolados da rizosfera e de raizes de
milho de cinco regides do estado do Rio Grande do Sul também mostraram
capacidade de produzir AlA na presenca de triptofano, sendo a maioria dos isolados
pertencentes aos géneros Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter e
Enterobacter (ARRUDA et al., 2013).

O género Micrococcus ja foi relatado com capacidade de producdo de AIA
(ISLAM et al., 2016). Esse género ja foi encontrado na rizosfera de floresta na costa
oeste da india e apresentou capacidade de produzir AIA em meio com e sem
suplementac¢do com L-triptofano (DASTAGER et al., 2010). Isolados da rizosfera de
Panicum maximum, identificados como Micrococcus sp., também apresentaram
capacidade de produzir AlA na presenca de L-triptofano, com valores de 10 e 7 mg/L
(MIKE-ANOSIKE et al., 2018). Um isolado de solo/areia costeiro e rizosfera de plantas
pantanosas das proximidades das praias da llha Diu, india, identificado como
Micrococcus aloeverae, mostrou capacidade de produzir AIA em meio com e sem
adicao de triptofano (AHMAD et al., 2020).

As propriedades do solo, como pH e matéria organica, afetam a comunidade
microbiana do solo e da rizosfera (ANDERSON et al., 2018; ROUSK et al., 2010). O
manejo adequado do solo é essencial para a manutengdo e diversidade dos
microrganismos, sendo que 0 manejo mais conservacionista, como o cultivo orgénico,
possibilita melhores caracteristicas de solo, como pH, agua, matéria organica,
exsudatos radiculares, oferecendo melhores condi¢cdes para o recrutamento de
microrganismos e seu metabolismo (FIGUEIREDO et al., 2021; PRATES JUNIOR et
al., 2021). O uso de fertilizantes organicos e de composto organico pode aumentar a
biomassa microbiana do solo, evolugao de diéxido de carbono e atividade enzimatica,
além de alterar positivamente a atividade e diversidade de microrganismos do solo
(LIU et al., 2021), enquanto a adigéo de fertilizantes quimicos ao solo pode levar a
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diminuigdo do pH e da diversidade microbiana (DAI et al., 2018). Desta forma, pode-
se perceber a importancia do manejo para manter boas caracteristicas fisico-quimicas
do solo, além da influéncia destas caracteristicas na microbiota local. Sendo assim,
ambientes mais conservados, como fragmento florestal, e ambientes de cultivo
orgéanico, como a area de cultivo de milho com mais de 30 anos de manejo organico,
podem favorecer o metabolismo e a diversidade de microrganismos que podem
exercer fungbes importantes no crescimento das plantas e na estabilidade do
ecossistema.

Dos 60 isolados obtidos a partir de solu¢gdes de EM provenientes de um
fragmento florestal, uma &rea de cultivo de milho convencional, uma area de cultivo
de milho orgéanico e do produto comercial observou-se trés mecanismos de promocao
de crescimento (Quadro 3). Apenas um isolado (O-38), isolado do tratamento cultivo
de milho organico e identificado como Burkholderia sp., apresentou os 3 mecanismos
de promocéao de crescimento. O género Burkholderia ja foi relatado como uma PGPR
presente na rizosfera de milho (ARRUDA et al, 2013).

O isolamento e caracterizacao de microrganismos com varios mecanismos de
promogdo de crescimento € uma estratégia na obtencao de microrganismos com
potencial biotecnoldgico para o aumento da producgéo das culturas (KENNEDY et al.,
2004). O emprego destes microrganismos torna a agricultura mais sustentavel,
reduzindo a quantidade de fertilizantes quimicos aplicados que, além de poluentes,
encarecem a producao (GUPTA et al., 2022).

A colonizagao do arroz cozido para a fabricacdo do EM artesanal normalmente
é feita em areas de mata sem intervencdo humana. Com o presente trabalho podemos
observar que areas de cultivo menos intensivo também podem ser utilizadas para a
obtencado destes microrganismos, mas ndao podemos descartar a importancia das

areas de mata para a construgcao de uma agricultura sustentavel e limpa.

5 CONCLUSAO

As diferentes formulagbes de EM artesanais e comercial possuem bactérias

promotoras de crescimento vegetal, e isolados que apresentam mais de um
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mecanismo de promog¢ao de crescimento, como o isolado O-38 (Burkholderia sp.), tem
alto potencial biotecnolégico.
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