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RESUMO

As bactérias associadas ao arroz e a outras culturas de interesse agricola séo
comumente conhecidas como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas.
Essas constituem um diversificado e numeroso grupo de bactérias do solo, que
gquando associados a essas plantas, atuam direta e indiretamente no seu
crescimento, além de possuirem grande potencial biotecnolégico. Desse modo, 0
objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo morfolégica, bioquimica e
genética de isolados bacterianos associadas a planta de arroz (Oryza sativa L.)
quanto a producdo de biocompostos. Um total de 22 isolados foram selecionados
usando o meio semisseletivo extrato de levedura-manitol (YMA). A caracterizagao
dos isolados foi realizada: 1) quanto aos aspectos macroscopicos observados nas
colénias; 2) quanto as caracteristicas bioquimicas (resisténcia a antibioticos,
capacidade de crescimento em diferentes fontes de carbono, producdo de enzimas
hidroliticas, solubilizacdo de fosfato inorganico e deteccao de sideréforos); 3: quanto
a caracterizacdo molecular (analise da regido intergénica 16S-23S rRNA). Entre as
caracteristicas das coldnias houve uma dominéncia de isolados de crescimento
rapido (68%), consisténcia gomosa (68%) e com producdo de muco (73%). Os
testes bioquimicos mostraram que 90% dos isolados de arroz sdo capazes de
metabolizarem monossacarideos e dissacarideos. Todos os isolados apresentaram
crescimento em meio com &cido nalidixico e 91% demonstram sensibilidade a
estreptomicina. Para os ensaios enzimaticos 95% dos isolados foram positivos para
catalase, 41% foram positivos para atividade proteolitica, 36% celulolitica, 32%
amilolitica, 23% lipolitica e 59% apresentam capacidade de solubilizacdo de fosfato
inorganico. Apenas 27% dos isolados foram capazes de produzir sideréforos. Dentre
os testes bioquimicos realizados foi possivel observar que 86,3% dos isolados s&o
potenciais promotores do crescimento de plantas, com destaque para os isolados
R59, R68 e R141. Na analise da regido intergénica 16S-23S rRNA foi observada
uma diversidade genética com a presenca de mais de um fragmento de tamanhos
diferentes indicando variabilidade da regido entre os isolados avaliados. Assim, 0s
resultados sugerem alta diversidades metabdlica e genética dos isolados associados
a planta de arroz, sendo alguns candidatos em potencial para estudos de
prospeccao para producdo de bioprodutos e como promotores do crescimento de
plantas.

Palavras-chaves:  Arroz, Microrganismo, Enzimas, Exopolissacarideos,

Biotecnologia, Bactérias endofiticas.
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ABSTRACT

Bacteria associated with rice and crops of agricultural interest are common known as
plant growth promoting rhizobacteria. These constitute a diverse and numerous
group of soil bacteria, which, when associated with these plants, act directly and
indirectly in their growth, besides possessing great biotechnological potential. Thus,
the goal of this work was to perform the morphological, biochemical and genetic
characterization of bacterial isolates associated with the rice plant (Oryza sativa L.)
that produce biocompounds. A total of 22 isolates were selected using the yeast-
extract mannitol (YMA) semi-selective medium. The characterization of the isolates
was performed: 1) by macroscopic aspects observed on the colonies; 2) biochemical
characterization (resistance to antibiotics, use of carbon sources, hydrolytic enzymes
production, inorganic phosphate solubilization and detection of siderophores) and 3)
molecular characterization (16S-23S rRNA intergenic analysis). Among the
characteristics of the colonies there was a dominance of isolates fast-growing (68%),
with mucus production (73%) and had viscous colony (68%). For biochemical assays
90% of the rice isolates used the monosaccharides and disaccharides. All the
isolates showed growth in medium with nalidixic acid and 91% were more sensitive
to the streptomycin. For Enzymatic assays 95 % of the isolates were positive for
catalase, 41% were positive for proteases, 36% cellulose, 32% amylases, 23%
lipases and 59 % for P solubilization ability. 27% of the isolates were able to produce
siderophores. From the biochemical assays, it was possible to observe that 86.3% of
the isolates are potential plant growth promoting, with three promising isolates R59,
R68 and R141. Intergenic analysis (16-23S rRNA) revealed a genetic diversity, more
than one fragment of different sizes indicating variability of the region among the
evaluated isolates. Thus, the results suggest high metabolic and genetic diversity of
the isolates associated with the rice plant, and some at them are potential candidates
for prospecting studies for the production of bioproducts and plant growth promoting.

Key words: Rice, Microorganism, Enzymes, Exopolysaccharides, Biotechnology,

Endophytic bacteria.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal mais cultivado no mundo e um
dos principais alimentos para grande parte da populacdo. O Brasil € o nono maior
produtor mundial deste cereal, e na safra de 2016/2017, a producdo esta estimada
em torno de 12 milhdes de toneladas (FERREIRA et al. 2014; CONAB, 2017).

A producgédo de arroz em grande escala esta diretamente relacionada ao uso
de doses elevadas de fertilizantes quimicos que apresentam elevado custo de
producao, e ainda podem ser poluentes ambientais em potencial (SILVA et al. 2004).
No Brasil, o custo dos fertilizantes correspondem em média a 23,2% dos gastos
gerados pela producdo do arroz (CONAB, 2016). Nesse contexto, praticas
alternativas que visam a sustentabilidade da atividade agricola vém sendo
estudadas buscando reduzir o custo de producdo e a emissdo de poluentes
ambientais (GUIMARAES e BALDANI, 2013). Entre as alternativas, o uso de
inoculantes produzidos a partir de bactérias endofiticas capazes de realizar a fixagdo
biolégica do nitrogénio (FBN), tém sido empregados na agricultura, sendo uma
opcao eficiente ao uso de fertilizantes derivados de fontes ndo renovaveis
(FERREIRA et al. 2014).

As bactérias endofiticas podem colonizar o interior dos tecidos de alguns
vegetais sem causar danos por sua presenca, e tém sido mencionadas em Varios
estudos como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) ou Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) (SOUZA, 2001; PEIXOTO-NETO;
AZEVEDO; ARAUJO, 2002; ESPOSITO-POLESI, 2011). Alguns grupos dessas
bactérias RPCP atuam diretamente no crescimento vegetal, seja na obtencdo de
nutrientes como fosforo e nitrogénio ou na producdo de fitohormonios (acido
indolacético, citocinina, etileno e giberelina). Indiretamente, podem diminuir os
efeitos adversos causados por agentes patogénicos as plantas, atuando no controle
biolégico devido a producdo de compostos como antibidticos, enzimas liticas e
sideroforos (GLICK, 2012).

Os estudos de diversidade metabdlica de bactérias também possuem grande
interesse do ponto de vista biotecnolégico e podem levar ao desenvolvimento de
produtos de reconhecido valor econdmico (CASTELLANE e LEMOS, 2007,
SZILAGYI-ZECCHIN et al. 2014). Seus metabdlitos primarios e secundarios de

interesse biotecnolégico apresentam atividade enzimatica, como a producdo de
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proteases, amilases, lipases, esterases e outros biopolimeros como
exopolissacarideos (EPS’s) (STROBEL e DAISY, 2003; CARRIM; BARBOSA e
VIEIRA, 2006; TEJESVI et al. 2007).

Ha um interesse crescente em caracterizar a diversidade bacteriana para que
seu potencial industrial e comercial seja explorado, visto que, tanto as enzimas como
os EPS produzidos por bactérias endofiticas j& foram amplamente estudados do
ponto de vista da interacdo planta/bactéria. Neste contexto, a caracterizacdo de
bactérias associadas a plantas de arroz pode contribuir para a selecdo e

identificacdo de isolados promissores para utilizagdo na formulacéo de bioprodutos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Realizar a caracterizacdo morfolégica, bioquimica e genética de isolados
bacterianos associadas a planta de arroz (Oryza sativa L.) quanto a producao de

biocompostos.

2.2 Objetivos especificos
I. Selecionar, de 200 isolados obtidos de arroz, bactérias que apresentarem

melhor crescimento em meio de cultivo YMA;

[I. Caracterizar a resisténcia e tolerdncia dos isolados selecionados a cinco
antibioticos: &cido nalidixico, ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina e

tetraciclina;

lll.  Caracterizar o crescimento bacteriano dos isolados selecionados quanto a

utilizacao de 14 fontes de carbono distintas;

IV. Determinar a presenga das enzimas extracelulares (amilase, celulase, lipase
e protease) e capacidade de solubilizagcdo de fosfato inorganico para o0s

isolados bacterianos selecionados;

V. Caracterizar genotipicamente os isolados selecionados pela analise da regido
espacadora intergénica (16S-23S rRNA);

VI. Determinar a similaridade dos 22 isolados associados a planta de arroz por

meio da andlise de agrupamento.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Bactérias do solo

Os microrganismos como fungos, leveduras e bactérias podem ser
encontrados em diversos habitats e o solo, devido sua heterogeneidade fisica,
quimica e bioldgica, representa um dos maiores reservatorios de diversidade
microbiana, constituindo um importante recurso para a exploracdo biotecnoldgica
(MARON; MOUGEL e RANJARD, 2011). Diversas fun¢des de importancia ecologica,
como: decomposicdo da matéria organica, degradacao de substancias xenobidticas,
controle biolégico de patdgenos e solubilizagdo de minerais, sdo realizadas por
esses microrganismos, contribuindo assim para a estruturagao e agregacao do solo
(TORSVIK e @VREAS, 2002; SCHLOTER; DILLY e MUNCH, 2003; ARAUJO, 2011;
KUJUR; GARTIA e PATEL, 2012).

No solo existe uma infinidade de espécies de bactérias, as quais podem viver
livremente ou estarem associadas a plantas, estabelecendo uma importante relacéo
planta-solo-bactéria fundamental a sustentabilidade agricola. A rizosfera é definida
como regido do solo que recebe influéncia direta das raizes e possibilita a
proliferacdo microbiana, onde se encontra 0 maior ndmero de rizobactérias
(CARDOSO e NOGUEIRA, 2007). Estas podem ser agrupadas de acordo com o
grau de proximidade com a raiz e a intimidade da associagcdo. Assim sé&o
classificadas como: 1) rizobactérias epifiticas, quando vivem na rizosfera (superficie
entre raiz e o solo); 2) endofiticas, quando vivem entre os espacos intercelulares do
cortex radicular; e 3) rizobactérias intracelulares, quando existem dentro das células
da raiz, geralmente em estruturas especializadas como os nodulos (CARDOSO e
NOGUEIRA, 2007).

Dentro dessa classificacdo, as bactérias endofiticas estdo presentes no
interior dos tecidos de suas plantas hospedeiras e tem sido amplamente estudadas
(HALLMANN et al. 1997; ZINNIEL et al. 2002). Segundo Hallmann et al. (1997),
esses microrganismos penetram ativamente nos tecidos de plantas utilizando
enzimas hidroliticas como celulases e pectinases, sendo agrupados em dois tipos:
tipo I, os microrganismos que nao produzem estruturas externas a planta, como os
nodulos; e o tipo Il, os que produzem estruturas externas, onde ha insercdo dos
rizébios e micorrizas (MENDES e AZEVEDO, 2007).
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As bactérias endofiticas tém sido mencionadas em diversos estudos como
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP), pois sdo capazes de
fixar biologicamente o nitrogénio (FBN) atmosférico (VARGAS e HUNGRIA, 1997).
Essas tem demonstrado grande capacidade em colonizar diversas espécies de
gramineas de importancia econbmica, sendo estudadas principalmente para o
desenvolvimento de praticas agricolas sustentavel (MBAI et al. 2013; GUIMARAES e
BALDANI, 2013).

3.2 A culturade arroz

O arroz é uma graminea monocotiledénea do género Oryza, que possui
aproximadamente 20 espécies, sendo a mais cultivada a Oryza sativa L. (JULIANO,
1993). Considerado alimento basico de grande parte da populacdo mundial, o arroz
€ um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo. Cerca de 70% do
consumo calérico dos paises asiaticos é proveniente do arroz e seus subprodutos
(FAO, 2004). Atualmente, no Brasil, o cereal ocupa o terceiro lugar em area
cultivada com culturas anuais (CONAB, 2015).

Segundo Vieira e Carvalho (1999), o cultivo de arroz no pais, representa uma
das principais fontes de renda agricola de alguns estados. A regido Sul é a principal
produtora de arroz no pais, com 77% da producdo nacional da safra 2014/2015,
sendo o estado do Rio Grande do Sul (RS) contribuindo com 68% dessa producao.
A regido Centro-Oeste, onde esta localizado o estado de Goias, € a penultima
colocada no ranking das regides, com 6,5% do total produzido (CONAB, 2015).

Grande parte da producao de arroz é destinada ao consumo humano devido
sua importante contribuicdo nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% das
proteinas necessarias ao ser humando, além de conter vitaminas, sais minerais,
fésforo, calcio e ferro (FAO, 2004). Por ser uma cultura que apresenta
adaptabilidade as mais variadas condi¢cdes ambientais, é considerada uma espécie
de grande potencial de aumento de produtividade e combate a fome no mundo
(AZAMBUJA; VERNETTI-JUNIOR e MAGALHAES-JUNIOR, 2004; SANTOS;
STONE e VIEIRA, 2006). Entretanto, o0 aumento na producdo de arroz requer a
interacéo de varios fatores e disponibilidade de nutrientes que sejam suficientes para
suprir suas necessidades (PACHECO, 2008).
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Juntamente com a agua, as plantas absorvem os nutrientes na forma de ions
inorganicos através das raizes. Dentre esses, ha a necessidade das plantas em
absorver em quantidades superiores o nitrogénio (N), fésforo (P), enxofre (S),
potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg), que sdo chamados de macronutrientes.
Ja o ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn), cobre (Cu), boro (B) molibdénio (Mo) e
cloro (Cl), requeridos em menores quantidades, s&o denominados de
micronutrientes (VELOSO et al. 2009). Mesmo em concentracdes distintas, todos os
nutrientes sao essenciais e desempenham funcdes especificas no vegetal, sendo a
concentracédo ideal de cada diferente na produgcédo das culturas (VELOSO et al.
2009). No caso do arroz, Fageria e Barbosa-flho (2006), revelam os valores
adequados para presenca de macro e micronutrientes, o qual varia entre os estagios
de crescimento e partes da planta.

O nitrogénio é o nutriente que mais influéncia a produtividade do arroz, sendo
responsavel pelo aumento da &rea foliar da planta, elevando a taxa de fotossintese e
consequentemente sua producdo. Também participa na formacao da panicula e dos
graos de arroz, além de compor as moléculas de clorofila, citocromos, enzimas e
coenzimas (BARBOSA-FILHO, 1987; VELOSO et al. 2009). Devido sua importancia
e mobilidade no solo, muitos estudos tém buscado aperfeicoar o uso do nitrogénio, a
fim de melhorar o processo de absor¢cdo e metabolizagdo do elemento no interior do
vegetal (BREDEMEIER e MUNDSTOCK, 2000). Como consequéncia, a adubacéo
nitrogenada esta entre as praticas agricolas mais empregadas para 0 aumento na
producao de culturas (RAIJ, 1991).

Segundo Bhattacharjee et al. (2008), a adubacédo nitrogenada € uma pratica
onerosa e requer guantidade elevada de N mineral, pois em média sdo perdidos
65% de sua totalidade, ocasionado principalmente pela lixiviacdo, erosédo, emissdes
gasosas e desnitrificacdo. Esta perda de N pode levar a eutrofizacdo de lagoas,
acidificacdo do solo, acumulo de metais pesados no solo, contaminacdo dos
sistemas aquiferos, aumento do efeito estufa e mudancas no ciclo global de
nitrogénio (NEIVERTH, 2012).

Nesse contexto, praticas alternativas ao uso de fertilizantes nitrogenados na
cultura do arroz vém sendo estudadas buscando reduzir o custo de producéo e a
emissdo de poluentes ambientais (GUIMARAES e BALDANI, 2013). Dentre essas, 0

uso de inoculantes, produzidos a partir de microrganismos do solo capazes de
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realizar a FBN, tém sido empregados na agricultura, sendo uma opc¢ao eficiente ao
uso de fertilizantes derivados de fontes n&o renovaveis. Estudos tém relatado o uso
desses microrganismos no desenvolvimento de uma agricultura sustentavel e
eficiente, tornando-os foco de grande interesse (GUIMARAES; BALDANI e
BALDANI, 2003; MARIANO et al. 2004; HARA e OLIVEIRA, 2005; GUIMARAES e
BALDANI, 2013; FREITAS et al. 2015; OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA et al. 2016).

3.3 Fixacao bioldgica do nitrogénio atmosférico em gramineas

Estudos sobre a relacdo de bactérias RPCP e gramineas no Brasil teve inicio
na década de 70 pela pesquisadora Johanna Dobereiner (MARQUES, 2014). Desde
entdo, varios géneros bacterianos tem sido relatados e estudados em associacao
com gramineas, tais como: Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Herbaspirillum,
Pseudomonas e Rhizobium (MBAI et al. 2013; GUIMARAES e BALDANI, 2013;
FERREIRA et al. 2014).

Diferente do que se observa na interacdo entre RPCP’s e leguminosas, nas
gramineas, ndo sdo observadas as estruturas simbioticas especializadas nas raizes
denominadas de nédulos. As RPCP’s associadas a gramineas sdo encontradas
principalmente na rizosfera e no interior dos tecidos vegetais como a raiz, o caule e
as folhas (YANNI e DAZZO, 2010; OSORIO-FILHO et al. 2014; HAHN et al. 2014).

Devido a essa interacdo, as RPCP’s podem estimular o crescimento das
plantas, através da producéo e liberacdo de hormdnios reguladores do crescimento
vegetal, na solubilizacdo de fosfatos, na retencdo de nutrientes na rizosfera, na FBN
e no controle biolégico de pragas e de algumas doencas (WANG et al. 2008;
CASSAN et al. 2009; YADAV et al. 2009; LIU et al. 2014).

O grande interesse em utilizar as RPCP’s em gramineas estéa relacionado as
caracteristicas fisiolégicas apresentadas por esse grupo de planta, quanto ao
aproveitamento de agua e maior eficacia na atividade fotossintética, devido
principalmente, a presenca de um sistema radicular fasciculado. Além disso, devido
a vasta utilizacdo dessas bactérias em associacdo com leguminosas, sabe-se que
este € um método seguro sem qualquer potencial de risco (DOBEREINER, 1992;
CHABOT et al. 1996).
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3.4 Diversidade e taxonomia microbiana

Os microrganismos apresentam uma dgrande diversidade genética e
desempenham funcdes cruciais na manutencdo dos ecossistemas. Apesar de sua
importancia, o niumero de espécies e grupos microbianos estudados e descritos
representam apenas uma pequena porgao da diversidade microbiana encontrada na
natureza (PACE, 1997; REIS-JUNIOR et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2009).

A partir dos anos 80 e 90 estudos para determinar a diversidade de bactérias
endofiticas tornaram frequentes. Sturz et al. (1997), demonstraram em sua pesquisa
a colonizacdo por bactérias endofiticas em colmo, folhas e nddulos de trevo
vermelho (Trifolium pratense), e verificaram a presenca de Pantoea agglomerans,
Enterobacter agglomerans, Rhizobium spp, Agrobacterium spp., Curtobacterium
spp., Bacillus spp., Bordetella spp., Escherichia coli, Pasteurella spp., Pseudomonas
spp., e Xanthomonas.

Mesmo com o crescente interesse na determinacdo da diversidade
bacteriana, h& varias lacunas quando se trata do conhecimento das bactérias
RPCP’s associadas as plantas agricolas no Brasil (OLIVEIRA et al. 2009;
FERREIRA et al. 2014). Segundo Oliveira et al. (2009), essa limitacdo esta
relacionada principalmente as dificuldades no processo de amostragem da
populacdo microbiana, bem como na identificacdo taxonémica desses.

Atualmente, o sistema de taxonomia microbiana adota uma analise polifasica
usando dados morfolégicos, bioquimicos e moleculares, além de analises capaz de
avaliar as semelhancas e diferencas entre os microrganismos e os diferentes graus
de similaridade entre os mesmo (IKEDA et al. 2013). Dentre os parametros
fisiol6égicos e bioguimicos mais utilizados estdo as caracteristicas morfolégicas da
colénia (NAVROSKI et al. 2015), a tolerancia a condi¢cdes extremas de pH e
temperatura (ARAUJO e GUALTER, 2017), resisténcia a antibioticos (HERNANDEZ-
FORTE et al. 2012; TONIUTTI et al. 2015), capacidade de metabolizar diferentes
fontes de carbono (CASTELLANE e LEMOS, 2007; LEONEL et al. 2014), anélise de
producdo de enzimas (MBAI et al. 2013), producéo de sider6foros (HERNANDEZ-
FORTE et al. 2015), solubilizacdo de fosfato e fixacdo bioldégica de nitrogénio
(GUJRAL et al. 2013).

De acordo com Figueiredo et al. (2001) esses parametros de avaliacdo além

de permitir determinar a diversidade microbiana, possibilita a obtencao e selecao de
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estirpes RPCP. A resisténcia intrinseca a antimicrobianos produzidos por
microrganismo permitem maiores taxas de sucesso na colonizacdo do solo e da
planta (SILVA et al. 2007). A producdo de enzimas hidroliticas como amilases,
celulases, quitinases, proteases e pectinases estdo envolvidas no processo de
combate e controle de patégenos, auxiliam na penetragdo das bactérias na planta
hospedeira e obtencdo de fontes de energia (SZILAGYI-ZECCHIN et al. 2014,
SILVA et al. 2015a). A capacidade de solubilizacdo de fosfato também auxilia no
controle bioldgico de algumas espécies fungicas (BANO e MUSARRAT, 2004).
Ainda, a producdo desses compostos estdo relacionados a sobrevivéncia e
competicao bacteriana em seu nicho ecolégico.

Entretanto, o perfil fenotipico € comumente utilizado como complemento para
os estudos moleculares (BONATELLI, 2012), pois as caracteristicas apresentadas
por essas analises podem sofrer alteracbes dependendo das condicbes
estabelecidas em cada ambiente (HUNGRIA e SILVA, 2011).

Segundo Guarro et al. (1999), estudos que tem por finalidade estabelecer
relacbes filogenéticas entre microrganismos, utilizam frequentemente o gene
codificador do RNA ribossomico, por ser muito conservado e estar presentes em
todos os organismos. Através dessa sequéncia e comparacdo dos nucleotideos do
gene 16S rRNA é possivel determinar a posicdo taxondbmica dos procariotos a nivel
de género e espécie (GARRITY e HOLL, 2001; REIS-JUNIOR et al. 2006; IKEDA,
2010). Porém, as vezes a variabilidade do gene ndo é suficiente, dificultando a
classificacdo em nivel especifico (YUE et al. 2011). Como método alternativo, outros
genes com sequéncias conservadas tornou-se Util em conjunto a analise do gene
16S rRNA, como o gene 23S rRNA e o0 espaco intergénico 16S-23S rRNA (IGS) ou
do inglés intergenic transcribed spacer (ITS). Além dos genes ribossomais, outros
genes como 0s housekeeping também séo utilizados (COENYE e VANDAMME,
2003; MARTENS et al. 2008; MOUSAVI et al. 2015).

3.5 Producao de biocompostos

Nas Uultimas décadas, bactérias RPCP tém atraido muita atencdo de
pesquisadores, pois apresentam potencial utilizacdo em diversos setores de
interesse comercial (BISWAS et al. 2000; VARGAS et al. 2009; STROSCHEIN et al.

2011). Contudo, o aumento no uso dessas bactérias e de seus produtos derivados,
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levanta questBes relacionada a sua seguranca quando direcionados a industria
alimenticia, farmacéutica e demais areas que possam ser destinados a utilizagédo
humana de forma direta ou indireta (MAGNUSSON et al. 2012).

Nesse contexto, sdo estabelecidos pelo Ministério da Saude critérios de
classificacdo de risco dos agentes bioldgicos, 0os quais utilizam como base diversos
aspectos, tais como: viruléncia, modo de transmissédo, estabilidade do agente,
concentracdo e volume, origem do material potencialmente infeccioso,
disponibilidade de medidas profilaticas eficazes, disponibilidade de tratamento
eficaz, dose infectante, tipo de ensaio e fatores referentes ao trabalhador (BRASIL,
2006).

Os agentes bioldgicos que afetam o homem, os animais e as plantas sao
ainda distribuidos em classes de riscos. As bactérias endofiticas sé@o classificadas
como baixo risco individual e para coletividade (classe de risco 1), onde estao
inclusos todos os agentes biol6gicos que ndo provocam danos em pessoas ou
animais (BRASIL, 2006).

Os estudos de diversidade metabdlica de bactérias possuem grande interesse
do ponto de vista biotecnol6gico e podem levar ao desenvolvimento de produtos de
reconhecido valor econdmico (CASTELLANE e LEMOS, 2007; SZILAGYI-ZECCHIN
et al. 2014). Muitos estudos jA& comprovam sua ampla utilizacdo na producao de
substancias como: antibidticos, &cidos organicos, solventes, enzimas e
biocombustiveis por processos fermentativos. Sendo também utilizadas como
agentes biorremediadores em processos de recuperagdo e tratamento de solos
contaminados (PEREIRA-JUNIOR et al. 2008).

3.5.1 Enzimas bacterianas

As enzimas sao consideradas o grupo de derivados biol6gico mais importante
de uso humano (OLIVEIRA et al. 2006). S&o compostos essenciais nos processos
relacionados a qualidade do solo (textura e fertilizacdo) e apresentam ampla
aplicabilidade em processos industriais de ambito ambiental, farmacéutico e
alimenticio (CENCIANI et al. 2008). As enzimas podem ser obtidas de fontes
animais, vegetais ou produzidas por microrganismos, sendo estas ultimas

comumente empregadas para fins biotecnologicos. A produgdo de enzimas
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bacterianas sao preteridas para esse fim, por oferecer menor custo e possibilidade
de producéo em larga escala em fermentadores industriais (SILVA, 2009).

De acordo com Jesus (2013), aproximadamente 3.000 enzimas identificadas
estdo descritas na Enzyme Commission (EC). Dentre essas, apenas uma pequena
parcela € utilizada para fins biotecnol6gicos, sendo em sua maioria sdo enzimas
hidroliticas (COELHO, 2008). H& poucos estudos que utilizam bactérias RPCP e sua
capacidade de produzirem enzimas hidroliticas. Em geral, a vertente mais abordada
corresponde a producdo e importancia da nitrogenase, enzima associada a
utilizacdo na produgcdo agricola essencial na fixacdo bioldégica do nitrogénio
atmosfeérico (OLIVEIRA et al. 2006).

Atualmente h4 um maior interesse no desenvolvimento de estudos que
busquem identificar fontes enzimaticas microbianas, visto o grande potencial de uso
dessas bactérias como produtoras de amilases, lipases, pectinases e proteases
(KIRK et al. 2002; VAN-BEILEN, 2002; OLIVEIRA, OLIVEIRA e ANDRADE, 2010).
Entre os géneros bacterianos citados para obtencdo de enzimas em processos
industrais estdo Bacillus, Pseudomonas e Thermomonospora (QUAX, 2013). Dentre
esses, 0 Bacillus apresenta varias espécies reconhecidas pela elevada producédo de
proteases, como a serina endopeptidase subtilisina, produzida pelas espécies B.
subtilis e B. licheniformis (SUGANTHI et al. 2013; QUAX, 2013).

3.5.2 Exopolissacarideos bacterianos

Os polissacarideos sao polimeros naturais formados por unidades
monossacaridica encontrados em diversos seres vivos como vegetais, algas,
animais e microrganismos (fungos e bactérias). Devido a grande diversidade fisica e
qguimica observado em polissacarideos de origem microbiana, este tem gerado
grande interesse industrial, sendo foco de muitos estudos (LUVIELMO e
SCAMPARINI, 2009; MACIEL et al. 2012).

Estes podem ser classificados de acordo com sua localizacdo morfolégica
sendo: intracelulares, os polissacarideos capsulares presentes dentro das células;
0s polissacarideos de parede, associados a superficie das células, e os
extracelulares, quando secretados para o meio externo, sendo denominados de
exopolissacarideos (EPS) (MISHRA e JHA, 2013).
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Os EPS's sdo macromoléculas de polissacarideos, comumente
caracterizados como goma hidrossolivel com propriedades fisicas, estruturais e
quimicas diferentes (SUTHERLAND, 2001). Estes conferem a bactéria aderéncia e
colonizacdo de superficies solidas, onde os nutrientes se acumulam, e protecao as
células por envolver a membrana plasmatica, evitando o dessecamento e outros
estresses ambientais (BARRETO et al. 2011).

Os EPS’'s podem ser classificados em  homopolissacarideos,
heteropolissacarideos e polissacarideos de estrutura irregular (MISHRA e JHA,
2013). Os homopolissacarideos sao constituidos por um Unico tipo de
monossacarideo, como exemplo a dextrana, constituido apenas por moléculas de D-
glicose. Ja os heteropolissacarideos séo constituidos por duas ou mais moléculas de
monossacarideo em uma estrutura regular, como exemplo a gelana, formada por
dois residuos de B-D-glicose, um de a-L-ramnose e um de acido [-D-glucurbnico
(ARANDA-SELVERIO et al. 2010; DONOT et al. 2012). Os EPS de estrutura
irregular sdo assim denominados por apresentarem sequéncias variadas de
monossacarideos, como exemplo o alginato, constituido de acidos a-L-gulurénicos e
B-D-manurdnicos em proporc¢des distintas (MISHRA e JHA, 2013).

Os processos de biossintese dos diferentes tipos de polissacarideos sao bem
complexos envolvendo varios grupos de enzimas e proteinas. De forma geral podem
ser observados quatro grupos destas macromoléculas envolvidas na absorcdo do
substrato, fosforilacdo do substrato, polimerizacdo, nos passos de modificacbes pos-
sintese e proteinas de transporte para a exsudacao (KUMAR; MODY e JHA, 2007).
A sintese do EPS é controlada por genes localizados nos cromossomos ou
elementos extracromossomais das bactérias, variando da espécie e/ou do polimero
sintetizado (MISHRA e JHA, 2013).

Na natureza varios grupos de bactérias sdo conhecidos como produtores de
EPS, sendo na sua maioria pertencentes a classe Proteobacteria. Muitos estudos
tém demonstrado que as bactérias RPCP pertencentes aos géneros Rhizobium,
Beijerinckia, Azotobacter, Xanthomonas e Erwinia entre outros, sdo capazes de
produzir grandes quantidades de EPS (VERMANI; KELKAR e KAMAT, 1995;
SUTHERLAND, 2001; CASTELLANE, 2007).

O EPS bacteriano mais bem estudado e caracterizado é a goma xantana,

produzida por bactérias do género Xanthomonas, a qual teve seu uso em alimentos
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permitido pela Food and Drug Administration (FDA) em julho de 1969, porém muitas
espécies do género sdo consideradas fitopatogénicas (RINAUDO, 2008; ROTTAVA
et al. 2009). Sua aplicabilidade € ampla, sendo adicionado a inimeros produtos em
diferentes segmentos industriais, o que se deve principalmente a suas propriedades
reolégicas (FONTANIELLA et al. 2002; LUVIELMO e SCAMPARINI, 2009). Entre
outros biopolimeros bastante estudados estdo os alginatos bacterianos produzidos
por Pseudomonas sp., a dextrana de Leuconostoc mesenteroides, a celulose de
Acetobacter xylinium, o &cido hialurénico de Streptococcus equii, a succinoglucana
de Rhizobium sp. e a gelana de Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas elodea
(DIAZ; VENDRUSCOLO e VENDRUSCOLO, 2004).

Dentre as bactérias RPCP, as espécies pertencentes as familias
Rhizobiaceae e Phyllobacteriaceae s&o conhecidas por sintetizarem grandes
quantidades de EPS. Assim, estes organismos podem ser utilizados em estudos
para prospeccao do polimero, representando uma alternativa para obtengéo de EPS
com baixo custo de producdo (DUTA; FRANCA e LOPES, 2006; CASTELLANE,
2007; CASTELLANE e LEMOS, 2007).

As bactérias da classe Firmicutes que englobam os géneros Lactobacillus e
Bacillus, também produzem EPS com propriedades importantes para a elaboracéo
de alguns produtos alimenticios. Sua utilizacdo na composicdo de produtos lacteos
resulta em uma melhora das caracteristicas sensoriais e do valor nutritivo destes
produtos, além de elevar sua viscosidade (GRANDI, 2010). Alguns estudos também
tém revelado a producdo de levana por algumas espécies do género Bacillus
quando cultivadas em meio contendo sacarose (SHIN; SHIEH e HSIEH, 2005).
Estes géneros abrangem bactérias reconhecidas como seguras pela designacéo da
FDA (Food and Drug Administration), instituicdo responsavel pelos critérios de
classificacdo de risco dos agentes bioldgicos (FDA, 2017), o que facilita o uso de
seus biopolimeros na constituicdo de alimentos e na producdo de agentes
biologicamente ativos (BADEL; BERNARDI; MICHAUD, 2011).

Vérias bactérias produtoras de EPS, ja foram estudadas e determinadas a
composic¢ao quimica e estrutural dos EPS, assim como as propriedades e aplicacdes

destes biopolimeros (Tabela 1).
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Tabela 1: Propriedades e aplicacBes de exopolissacarideos produzidos por alguns géneros

bacterianos

Exopolissacarideos

Género/espécie Aplicacdes

Alginato
Composicéo:
Acidos a-L-
gulurénicos e B-D-
manurdnicos

Celulose
Composicéo:
B-glicose

Curdlana
Composicéo:
D-glicose

Dextrana
Composigéo:
D-glicose

Gelana
Composicéo:
B-D-glicose, a-L-
ramnose e acido [3-
D-glucurdnico

Levana
Composicéo:
Frutose

Succinoglucana
Composigéo:
Galactose e glicose

Xantana
Composicéo:
Glicose, manose e
acido glucurénico

Agente espessante,
estabilizante,
encapsulacao e
geleificacéo

Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aeruginosa,
P. fluorescens, P. mendocina, P. putida

Agente dispersante,
geleificante,
emulsificador e
tratamento de
gueimaduras

Agente dispersante,
geleificante e retencéo de
agua em alimentos
processados
Agente geleificante,
espessante e matéria
prima para fabrica¢éo de
medicamento

Acetobacter xylinum, Agrobacterium sp.,
Pseudomonas sp., Rhizobium sp.

Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis
var. mixogenes

Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc dextranicum,
L. mesenteroides, Streptococcus mutans

Aureomonas elodea, Sphingomonas elodea, S.

paucimobilis Agente geleificante

Acetobacter suboxydans, Actinomyces viscous,
Aerobacter levanicum, Bacillus polymyia, B.
subtilis, Corynebacterium laevaniformans, Erwinia
amylovora, E. herbicola, Gluconobacter oxydans,
Rhanella aquatilis, Streptococcus sp.,
Pseudomonas sp., Zymomonas mobilis

Agente espessante,
estabilizante e aditivo de
alimentos funcionais

Agente geleificante e
matriz imobilizadora de
drogas

Agrobacterium sp., Alcaligenes faecalis,
Rhizobium sp., Sinorhizobium meliloti

Agente espessante,
estabilizante e
emulsificante

Xanthomonas campestris

A producédo de EPS ainda proporciona a algumas popula¢gdes bacterianas a

formacdo de uma matriz que mantém unidos microrganismos no processo de

formacdo do biofiime. Biofilmes sdo definidos como complexos ecossistemas

microbianos, os quais sao formados por populagdes desenvolvidas a partir de uma

Gnica, ou de mdultiplas espécies, sendo encontrados em uma Vvariedade de

superficies bidticas e/ou abiodticas. Aléem disso, a formacédo de biofilmes esta

associada a protecdo fornecida pela matriz de exopolissacarideos contra estresses
do ambiente (COSTERTON, 1999; PLYUTA et al. 2013).
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Desse modo, o levantamento de isolados bacterianos associadas a planta de
arroz pode contribuir com a identificacdo de bactérias com potencial para produgéo
de bioprodutos como os biopolimero e as enzimas. Através da caracterizacao
polifasica, foi possivel avaliar a diversidade metabdlica e genética ampliando o
conhecimento da diversidade taxonémica do grupo das bactérias endofiticas de
arroz. Assim, estas informacgdes poderao ser utilizadas tanto para facilitar a selecao
de isolados para testes de inoculagdo in vivo, no entendimento de relacdes
ecologicas, como também do ponto de vista de aplicagcdo para a producdo de

bioprodutos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material biolégico

Os isolados bacterianos utilizados neste estudo foram isolados de raizes de
plantas de arroz coletadas na Estacdo Experimental em Agroecologia da Embrapa
Arroz e Feijdo, segundo o método adotado por Ferreira e colaboradores (2014)
(Figura 1). Posteriormente, os isolados obtidos foram mantidos no Banco de
Microrganismos do Laboratdrio de Bioquimica da Universidade Estadual de Goias

(UEG), Campus de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas (CCET).

Figura 1: Etapas realizadas para obtencao dos isolados bacterianos associados a planta de arroz.

Coleta das raizes
de arroz

Desinfeccdo das
raizes

Maceracdo em
agua estéril

Imerséo em
Hipoclorito de sédio
sédio (3%) por 10
min

Inoculacdo da
suspensao em
meio YMA

Lavadas em 4gua
estéril por 10 vezes

Obtencéo de colbnias
puras

Foram utilizados 200 isolados para avaliacdo de crescimento em caldo
semisseletivo extrato de levedura-manitol (YM) (Anexo 1) (VINCENT, 1970) utilizado
para bactérias da familia Rhizobiaceae por 24 h sob agitacdo (140 rpm) a 28 °C.
Dentre os 200 isolados, foram selecionados 22 que apresentaram melhor
crescimento em meio de cultivo, sendo posteriormente catalogados e estocados.

Como controle e referéncia para as analises foram utilizadas duas bactérias,
Rhizobium tropici (BR322 e BR520), fornecidas pela Embrapa Arroz e Feijao, Santo



34

Anténio de Goias — GO e uma, Azospirillum brasilense (FP2), fornecida pelo nucleo

de fixacao biolégica de nitrogénio da Universidade Federal do Parana.

4.2 Manutencéo dos isolados bacterianos

O preparo do estoque e manutencdo das linhagens bacterianas foi realizado
conforme o método utilizado por Oliveira (2016). Os isolados bacterianos foram
inoculados em meio sélido YMA através da técnica de esgotamento (riscagem em
placa) para obtencdo de colbnias isoladas (HUNGRIA et al. 1994) e incubadas a 30
°C por 24 h. Posteriormente, as colbdnias isoladas foram cultivadas em caldo YM sob
agitacdo (140 rpm) a 28 °C por 24 h. As bactérias isoladas foram armazenadas em
glicerol estéril 30% a -20°, sendo 0s estogues renovados a cada seis meses e

utilizados para os ensaios posteriores.

4.3 Caracterizagcéo das coldnias bacterianas

A caracterizacdo morfologica foi realizada quanto aos aspectos
macroscopicos observados nas col6nias bacterianas crescidas em meio sdélido YMA.
Os parametros adotados para essa analise foram segundo Hungria e Silva (2011).
Os critérios analisados foram: tempo de crescimento muito rapido (<24 horas) ou
rapido (entre 1 a 3 dias); tamanho (mm); forma apresentada pela col6nia (circular,
irregular ou rizoide); borda (lisa ou ondulada); elevagdo (plana, convexa ou
umbilicada); superficie (lisa, granulosa ou rugosa); producdo de muco (escassa,
moderada ou abundante); consisténcia (seca, aquosa ou gomosa); variacdo de
transparéncia (translicida ou opaca) e pigmentacdo (amarela, rosada ou creme).

4.4 Coloracado de Gram

Os isolados bacterianos foram cultivados em caldo YM e aliquotas foram
utilizadas para o esfregaco em lamina de microscopia, sendo a fixacéo realizada em
chama (bico de Bunsen). Posteriormente, o esfregaco ja fixado, foi submetido a
técnica de coloracdo de Gram empregando o método determinado por Cappuccino e
Sherman (2014), na seguinte sequéncia: 1) cristal violeta por 1 minuto; 2) lavagem
com agua; 3) solucao de lugol por 1 minuto; 4) lavagem com agua,; 5) lavagem com

etanol-acetona 1:1 (v:v) por 20 segundos; 6) lavagem com agua; 7) solucdo de
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safranina por 30 segundos e 8) lavagem com agua. O preparo das solucdes estdo
descritos no Anexo |.

Apoés a coloracéo, a lamina foi seca em temperatura ambiente e o resultado
observado em microscépico optico em objetiva de imerséo (100 x) com 6leo. Foram
observadas as caracteristicas apresentadas pelos isolados como: forma das células
bacterianas (cocos ou bastonetes) e coloracao (tons rosa a avermelhado para as

bactérias Gram-negativas e violeta para as Gram-positivas).

4.5 Caracterizacdo bioguimica
4.5.1 Avaliacdo de tolerancia a antibidticos

Os isolados bacterianos foram avaliados quanto a susceptibilidade e
tolerancia a antibiético pelo método de diluicdo em placa (HUNGRIA et al. 1994),
que tem por finalidade determinar uma faixa de concentragcdo de antimicrobiano
capaz de inibir o crescimento bacteriano. As amostras submetidas ao teste foram
cultivadas em caldo YM por 24 h sob agitacdo (140 rpm) a 28 °C, e aliquotas foram
utilizadas para avaliar a capacidade de crescimento em meio YM solido contendo
cinco antibiéticos (acido nalidixico, ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina e
tetraciclina) em diferentes concentragdes: 30, 50, 100 e 200 pg mL?i A
determinacao da tolerancia ou sensibilidade foi realizada através do crescimento das
colénias em meio solido apos 72 h, no escuro, utilizando como controle as estirpes
padréo R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2) (HUNGRIA et al. 1994).

4.5.2 Teste de crescimento em fontes de carbono

As bactérias foram cultivadas em caldo YM, por 24 h, sob agitacdo (140 rpm)
a 28 °C e foram utilizados 50 pL como pré-indculo nos testes de fontes de carbono
(acido maléico, acido malico, acido nicotinico, acido succinico, arabinose, frutose,
glicerina, glicose, inositol, manitol, manose, sacarose, sorbitol e trealose) (VARGAS
e HUNGRIA, 1997). Para o teste foi utilizado o meio minimo liquido (Anexo 1)
(HUNGRIA et al. 1994) e as fontes de C foram adicionadas por filtragcdo (membrana
0,22 pum) na concentragdo de 10 mM e distribuidos (1 mL) em micro placas de 96
pocos (deep well plate) para crescimento. Estas foram incubadas sob agitagéo (140
rom) a 28 °C por 72 h. O crescimento celular foi avaliado por densidade Optica

(espectrofotometria) (Epoch®) a 600nm.
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O crescimento bacteriano foi avaliado seguindo os seguintes parametros de
leitura: 0 2 0,10 (+), 0,11 2 0,30 (++), 0,31 =2 0,50 (+++) e 2 0,51 (++++). Através das
médias de leitura de cada isolado, os resultados foram convertidos em dados
binarios e utilizados para constru¢cdo de uma matriz, adotando os critérios de faixas
de leituras (+) e (++) para auséncia (zero); (+++) e (++++) para presenca de

crescimento (1).

4.5.3 Avaliacdo enzimatica

O teste de catalase foi realizado a fim de verificar a presenca da enzima nos
isolados bacterianos estudados, adotando o meétodo utilizado por Cappuccino e
Sherman (2014). Os isolados foram previamente crescidos em meio sélido YMA,
incubados a 28 °C por 48 h. Posteriormente, foi adicionado 50 pL de solugdao aquosa
de peréxido de hidrogénio (H202) a 3 %. A reacéo foi considerada positiva através
da formacédo de bolhas de oxigénio em até 2 minutos apdés a adicédo da solucéo.

Os isolados também foram testados quanto a producdo de amilase,
carboximetilcelulase, lipase, protease e solubilizacdo de fosfato inorganico em meios
de cultura sélidos. As linhagens bacterianas foram cultivadas sob agitagao (140 rpm)
a 25 °C por 24h sendo utilizado 10 yL como in6culo de cada teste em placa para
cada enzima (Tabela 2). Para deteccdo de bactérias solubilizadoras de fosfato
inorganico foram utilizados os meios solidos Pikovskaya’'s (PIKOVSKAYA, 1948) e
NBRI-P (Anexo 1) (NAUTIYAL, 1999), ambos ajustados para pH 7,0 e incubados por
168 h. Para os demais ensaios foi utilizado o meio minimo, alternando somente o
substrato (fonte de carbono) (Anexo ) requerido para deteccdo da atividade

enzimatica, conforme Dingle; Reid e Salomons (1953) adaptado (Tabela 2).

Tabela 2: Condicdes utilizadas para detecgéo da atividade enzimética dos 22 isolados associados a
planta de arroz e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2).

Atividade enzimatica Substrato Periodo de incubacéo
Amilolitica Amido de milho (10%) 120 h
Celulolitica Carboximetilcelulose (1%) 120 h

Lipolitica Tween 80 (1%) 168 h
Proteolitica Leite em p6 (20%) 72 h*

* Para os isolados R59 e R141 o periodo de incubacao foi de 120 h
Apoés o periodo de crescimento as avaliagfes foram realizadas através da

analise do didametro da colbénia e do halo medidos com paquimetro em milimetros
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(Vernier Caliper® 150 x 0,05 mm). A determinacdo da atividade enzimatica dos
isolados foi estimada mediante o célculo do indice enzimético (IE) e indice de
solubilizacdo de fosfato (IS), expressos pela relacdo do didametro médio do halo de
degradacgéo (h) e o diametro médio da colbnia (dc) (HANKIN e ANAGNOSTAKIS,
1975):
IE = Oh

Jdc

Para facilitar a visualizacdo do halo de degradacédo enziméatico para atividade

celulolitica, foi utilizada a técnica de revelacdo empregada por Dinesh et al. (2015).
Dessa forma, as placas foram coradas com solucdo de vermelho congo 0,1 %
durante 15 minutos. Posteriormente, a solucdo foi descartada e as placas lavadas
com NaCl 1 mol L% relevando o halo originado pela degradacdo da
carboximetilcelulose (CMC). Ja para lipase a visualizacdo foi otimizada apds
armazenar as placas por 96 h a 4 °C evidenciando os cristais de sais de calcio do
acido laurico ao redor das coldnias (STAMFORD; ARAUJO e STAMFORD, 1998).

4.5.4 Deteccao de sideréforos

Para determinar a presenca de compostos com atividade quelante de Fe®*, foi
utilizado o método de CAS - Cromo Azul S (SCHWYN e NEILAND, 1987). Os
isolados e as estirpes de referéncia foram previamente cultivados em caldo batata,
por 24 h, sob agitacdo (140 rpm) a 28 °C. O ensaio foi realizado em placa de Elisa,
onde foram adicionados 100 pL do pré-indculo e 100 pL do reativo de CAS (Anexo
). A reacéo foi avaliada apds 30 minutos de incubacao no escuro, sendo o resultado
positivo pela mudanca na coloragdo, utilizando como controle o caldo batata com

adiacao do reativo de CAS.

4.6 Caracterizacdo genotipica
4.6.1 Extracao do DNA

A extracdo do DNA genbmico dos isolados de arroz e das estirpes de
referéncia foi realizada seguindo o método de Ausubel et al. (1999) adaptado. As
bactérias foram cultivadas em caldo YM, por 24 h, sob agitagdo (140 rpm) a 28 °C.

Posteriormente, 5,0 mL da suspencao bacteriana foram centrifugadas por 3 minutos
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a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o aglomerado de células lavadas
duas vezes com solucédo salina (NaCl 0,9%), ressuspendido em 800 pL de solucéo
de lise (Anexo |) e incubados em banho termostatizado por 10 minutos a 80 °C.
Posteriormente, as amostra foram transferidas para o banho de gelo por 5
minutos e 6 pL de solugdo de RNAse (25 mg mL?) foram adicionados a reagéo e
incubados por 60 minutos a 37 °C. Em seguida foi adicionado 200 uL de NaCl 0,5 M
no meio reacional e incubados por 20 minutos em banho de gelo para aglomeracéo
do DNA. A mistura foi entdo centrifugada a 13.000 rpm por 30 minutos e o
sobrenadante transferido para um novo tubo contendo 600 pL de isopropanol (P.A.),
e transferido para o banho de gelo por 20 minutos. Os tubos foram centrifugados a
13.000 rpm, por 20 minutos e o sobrenadante descartado, sendo adicionado em
seguida 600 pL de solucado de etanol 70% e centrifugado novamente por 15 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o DNA extraido foi seco em temperatura
ambiente por um periodo aproximado de 24 h, e em seguida, ressuspendido em
30pL de TioE1 (Anexo 1) para sua dissolugdo e prevencdo contra exonucleases. A

suspensao foi armazenada a - 20 °C para utilizacdo em andlises posteriores.

4.6.2 Amplificacédo daregido espacadora intergénica 16S-23S (IGS) rRNA

Apos a extracdo do DNA gendmico dos isolados de arroz e das estirpes de
referéncia foi realizada a quantificacédo e ajuste da concentracdo do DNA seguindo o
procedimento descrito por Cardoso et al. (2017). A regido espacadora intergénica
(16S-23S rRNA) foi amplificada por reacdo de PCR utilizando os oligonucleotideos
pHRf e p23r (MASSOL-DEYA et al. 1995) e as condi¢des de termociclagem foram

estabelecidas de acordo com Reis-Junior et al. (2006), adaptado (Tabela 3).

Tabela 3: Condigbes de termociclagem estabelecidas para amplificacdo da regido espacadora
intergéncia 16S-23S rRNA para os isolados associados a planta de arroz e trés estirpes de referéncia
R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2).

Oligonucleotideos (5’ —3’) Condicdes de termociclagem

Desnaturacéo inicial (1x)

PHRI 94 °C por 4 min
. TGC GGC TGG ATC ACC TCC TT Ciclos intermediarios (30x)
Regiao Desnaturac&o: 94 °C por 1 min
16S-23S rRNA Anelamento: 62 °C por 45s
p23r Extensao: 72 °C por 45s
CCG GGT TTC CCC ATT CGG Extensé&o terminal (1x)

75 °C por 5 min
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Posteriormente, os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese, em gel de agarose 1,2%, em tampéo TBE 1x, a 90V, por 60 min. Os
géis foram corados em brometo de etidio e os perfis de bandas formados

comparados com o marcador de peso molecular 1Kb-DNA-Ladder.

4.7 Anélise dos dados

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados expressos a
partir da média das repeticdes. Posteriormente, os valores obtidos foram submetidos
a andlise estatistica descritiva, sendo os valores expressos em percentual utilizando
0 software Microsoft Excel® pacote Office 2012.

Os dados obtidos através das analises morfologicas, bioquimicas e
moleculares foram transformados em uma matriz binaria e submetidos a analise de
agrupamento utilizando o coeficiente de Jaccard (J) para a construcdo do
dendrograma, por intermédio do algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group with
Arithmetic Means), através do software NTSYS-pc® 2.10.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagdo morfoldgica

Entre os 22 isolados (R18, R20, R21A, R21B, R23, R50, R59, R62A, R62B,
R64, R68, R130, R136A, R136B, R139, R141, R145, R147A, R147B, R148, R158 e
R161) de raizes de arroz, 68% exibiram crescimento rapido (entre 1 a 3 dias) e 32%
mostraram crescimento muito rapido (<24h). Quanto o tamanho da colbnia, 50%
apresentaram tamanho < 1 e 50% >1 mm. Em geral, a maioria dos isolados
demonstraram col6énia com pigmentacdo creme, forma circular, borda lisa, elevacao

convexa, gomosa e com producédo de muco abundante (Tabela 4).

Tabela 4: Caracteristicas morfologicas observadas em 22 isolados bacterianos associados a planta
de arroz (Oryza sativa L.) e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense
(FP2), cultivadas em meio YMA por 48h.

Caracteristicas morfoldgicas

Isolados —== DC FC EC___BC _ sC__ cCC PM Tr =
R18 R <1 R P 0 R S E T C
R20 R <1 R p 0 R S E T C
R21A R <1 R p 0 G S E T R
R21B R <1 C C L L A M 0 R
R23 R <1 C u L L G M 0 A
R50 R >1 C U L L G M 0 A
R59 R <1 C u L L G M 0 A
R62A R <1 R p 0 G S E T C
R62B R >1 p p L G S E 0 c
R64 R <1 R p 0 G S E T C
R68 R <1 C u L G G M 0 A
R130 R <1 C C L L G A T C
R136A MR >1 C C L L G A T C
R136B MR >1 C C L L G A T C
R139 R >1 C C L L G M T C
R141 R <1 C u L L G A 0 A
R145 R >1 C U L L G A T C
R147A MR >1 C U L L G A T c
R147B MR >1 C C L L G A T c
R148 MR >1 C U L L G A T c
R158 MR >1 C C L L G A T C
R161 MR >1 C U L L G A 0 A
BR322 R >1 C C L L G M T C
BR520 R >1 C C L L G M T C

FP2 R >1 C C L L A E T C

TC — tempo de crescimento (MR: muito rapido, R: rapido); DC — diametro da colénia em mm; FC —
forma da colénia (C: circular, I: irregular, R: rizoide); EC — elevagéo da colbnia (P: plana, C: convexa,
U: umbilicada); BC — borda da colbnia (L: lisa, O: ondulada); SC — superficie da colonia (L: lisa, G:
granulosa, R: rugosa); CC — consisténcia da colbnia (S: seca, A: aquosa, G: gomosa); Producédo de
muco — PM (E: escassa, M: moderada, A: abundante); Tr — transparéncia (T: translicida, O: opaca); P
- pigmentacéo — (C: creme, R: rOsea, A: amarela).
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Apenas o isolado R139 apresentou morfologia identica as estirpes de
referéncia BR322 e BR520. Em contrapartida, os demais isolados avaliados
apresentaram divergéncia em alguns dos parametros analisados, principalmente,
entre o tempo de crescimento, producdo de muco e pigmentacao (Tabela 4).

Entre as caracteristicas das colénias houve uma dominancia de isolados com
producdo de muco (73%) e consisténcia gomosa (68%). Segundo Liu e
colaboradores (2013) estas caracteristicas podem indicar alto teor de
exopolissacarideos (EPS’s). A alta producdo de muco em bactérias associadas ao
arroz ja foi previamente relatada por Hérnandez-Forte e Garcia (2017). Os autores
observaram a presenca desse composto em 100% das bactérias avaliadas,
resultado semelhante ao do presente estudo. Outros trabalhos realizados com
bactérias associadas ao arroz e outras espécies de gramineas de interesse agricola
também tem observado a predominancia de isolados com producdo de muco
(PEREZ et al. 2010; OLIVEIRA, 2016; HERNANDEZ-FORTE e GARCIA, 2017),
senda essa caracteristica comumente observada em bactérias RPCP (AHEMAD e
KIBRET, 2014).

Os EPS’s sdo biomoléculas comumente conhecidas como gomas por
apresentarem consisténcia viscosa em meio aquoso e séo produzidos por diversos
géneros bacterianos (SUTHERLAND, 2001; CASTELLANE, 2007; FERNANDES-
JUNIOR; RUMJANEK e XAVIER, 2011). Para a bactéria a producdo dos EPS’s
estdo associados a diversas funcbes como: viruléncia, adesdo e colonizacdo a
superficies solidas; protecdo da célula microbiana contra ressecamento e outros
estresses ambientais. Ainda foram identificados a participacdo destes biopolimeros
na sinalizacdo e interacdo entre planta-bactéria, além de fornecer protecdo contra
patdogenos (BARRETO et al. 2011; LIU et al. 2013). Assim, pela presenga de EPS’s
nos isolados de arroz avaliados € possivel supor que estes podem ter acdo na
promocao de crescimento de plantas.

Dentre os grupos de polissacarideos produzidos por bactérias, os EPS’s séo
0S mais estudados, pois diminuem as etapas de purificagdo por serem exsudados
das células, colaborando para um polissacarideo em quantidade e qualidade com
menor custo de obtencéo. Ainda, tem sido preterido quando comparados com EPS
de outras fontes, pois apresentam menor susceptibilidade as alteragfes climaticas e

oferecem menor custo e tempo de producdo (SHAH et al. 2000; SELBMANN,;
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CROGNALE e PETRUCCIOLI, 2002; ERNANDES e GARCIA-CRUZ, 2005). Seu
potencial biotecnoldgico tem sido demonstrado em diversos estudos, principalmente
em industrias de alimento, farmacéutica, cosméticos, téxtil, petroleo, construcao civil
e na producdo de emulsionantes, floculantes dentre outros (MORENO et al. 2000;
OTERO; VINCENZINI, 2003; DONOT et al. 2012; XIE et al. 2013
SATHIYANARAYANAN; KIRAN e SELVIN, 2013). Assim, pela deteccao de isolados
de arroz com producdo de polissacarideos sera possivel identificar isolados
promissores para estudos futuros da exploracao biotecnoldgica destes compostos.

Os processos de biossintese dos EPS’s sdo bem complexos envolvendo
varios grupos de enzimas e proteinas. Entretanto, muitos autores tém demonstrado
qgue alguns fatores externos podem contribuir de forma significativa para producéo
de EPS. Para algumas espécies bacterianas, a fonte de carbono € determinante no
processo de biossintese do composto afetando a quantidade e qualidade do produto
sintetizado (RUAS-MADIEDO e DE LOS REYES, 2005; GHARZOULI et al. 2012).
Para as bactérias de arroz avaliadas é proposto também pela grande quantidade de
isolados produtores de goma e muco que possam ter uma gama de genes
associados a producéo de polissacarideos que devem ser alvo de estudos.

J& para Martins e colaboradores (1997) o tamanho da colénia pode estar
relacionado a produgdao de muco em meio de cultivo, onde colénias <1 mm de
diametro em geral produzem pequenas quantidades de muco. No entanto, essa
relacdo nao foi observada para os 22 isolados de raizes de arroz avaliados, uma vez
que algumas linhagens apresentaram tamanho <1 mm com producdo de muco
variando entre moderada a abundante (Tabela 4), indicando que estas bactérias
podem ter estratégias metabdlicas diferentes no ambiente do Cerrado de onde foram
isoladas.

Segundo Jordan (1982) algumas linhagens bacterianas podem apresentar
colénias de pigmentacdo creme, amarela a résea. As analises realizadas no
presente estudo também identificaram isolados bacterianos com pigmentacao
semelhante quando cultivadas em meio YMA sem adicdo de corante, sendo 64%
com pigmentagao creme, 27% amarelada e 9% rosea (Tabela 4 e Figura 2).

Alguns fatores como a composi¢cao do meio de cultivo, a adicdo de corantes e
a producado de muco pode influenciar na pigmentagédo apresentada por algumas
colénias bacterianas (MARTINS et al. 1997). Pérez e colaboradores (2011),
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caracterizaram morfologicamente isolados de sorgo e observaram que 86% dos
isolados apresentaram coloracéo creme, 8% laranja e 6% amarela. No presente
estudo, ndo foram observadas colbnias de cor laranja, entretanto, a pigmentacao
amarelada foi observada em maior frequéncia nos isolados de arroz quando
comparados ao de Pérez e colaboradores (2011). Outros estudos de caracterizacao
morfologica de bactérias associadas a gramineas observaram resultados
semelhantes quanto a pigmentacdo de bactérias RPCP (GANGWAR e KAUR 2008;
PEREZ et al. 2010; LIMA, 2013; HERNANDEZ-FORTE e GARCIA, 2017).

Figura 2: Tipos de pigmentos observados em isolados associados a planta de arroz (Oryza sativa L.)
cultivados em meio YMA por 48h A: creme (R130); B: amarelada (R59); C: résea (R21B).

Apenas os isolados R21A e R21B apresentaram pigmentacao résea (Tabela 4
e Figura 2). Para Madhaiyan e colaboradores (2004) bactérias que apresentam esse
tipo de pigmentacdo, se caracterizam pela capacidade de crescer metabolizando
compostos com apenas um carbono, como o metanol, sendo denominadas de
bactérias metilotréficas facultativas. A pigmentacdo rosa € comum ao género
Methylobacterium pertencente a ordem Rhizobiales, a qual apresenta uma relagéo
taxondmica com as bactérias do género Rhizobium (GOURION et al. 2006). Assim,
essa caracteristica pode indicar que esses isolados pertencam a grupo de bactérias
gue podem estar relacionadas taxonémicamente a esta ordem.

Pela analise dos caracteres morfolégicos dos isolados e das estirpes de
referéncia foi elaborada uma matriz de dados para a construcdo do dendrograma,
sendo definidos cinco grupos com indice de similaridade em torno de 70% (Figura

3). O grupo G1 foi formado por dois subgrupos, sendo o primeiro constituido por
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isolados (R18, R20, R62A e R64) 100% similiar entre si. O segundo foi formado
apenas pelo o isolado R21A. Ambos o0s subgrupos e o grupo G2 (R62B)
apresentaram baixa similaridade (10%) com as estirpes de referéncia em G4 e G5
(Figura 3).

O grupo G3 foi formado por sete isolados e quatro subgrupos. O primeiro foi
formado pelos isolados R21B, R23, R59 e R141 com similaridade de 100% entre si.
Os demais subgrupos foram constituidos por apenas um isolado cada. As bactérias
agrupadas em G3 apresentaram similaridade com as estirpes de referéncia BR322 e
BR520 em homologia proxima a 50% (Figura 3).

Em G4 foi observado a formacéo de trés subgrupos. Desses, dois foram
formados por isolados com 100% de homologia entre si, sendo os isolados R139 e
R145 agrupados no mesmo subgrupo com as estirpes padréo para R. tropici (BR322
e BR520) (Figura 3). O grupo G5 foi formado por apenas a estirpe de referéncia FP2
com homologia proxima a 55% com G4.

Desse modo, os dados evidenciam a existéncia de variabilidade quanto a
morfologia da coldnia entre as bactérias em estudo, e ainda, revelaram aquelas que
compartilham caracteres morfoldgicos alguns semelhantes e outros divergentes as
estirpes de referéncia (Figura 3).

Quanto a morfologia da colbnia, Lima (2013) observou a formagéo de seis
grupos com indice de similaridade em torno de 70% para 20 bactérias endofiticas de
milho. Segundo o autor, apenas um agrupamento formado por trés isolados
apresentou semelhanca morfolégica consideravel com as estirpes do género
Rhizobium utilizadas como controle. Comparativamente, no presente estudo foi
observado que os isolados associados ao arroz apresentaram pelo menos 50% de
similaridade com as bactérias do género Rhizobium.

Medeiros e colaboradores (2009) ao caracterizar morfologicamente rizébios
nativos isolados de nédulos radiculares de feijao-caupi cultivado na regido semi-
arida do Rio Grande do Norte, observaram elevada diversidade entre as linhagens
bacterianas, sendo identificado 18 grupos em nivel de 80% de similaridade.
Resultado similar quanto a caracterizacdo da col6nia foi observado por Fernandes;
Fernandes e Hungria (2003), com estirpes nativas dos tabuleiros costeiros de
Sergipe. Porém, os autores observaram alta similaridade entre os isolados e o0s

géneros Bradyrhizobium e Rhizobium.
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Figura 3: Dendrograma de similaridade gerado pelo software NTSYS-pc® 2.10 com base nas
caracteristicas morfologicas de isolados bacterianos associados a planta de arroz e trés estirpes de
referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2) utilizando o coeficiente de Jaccard, por
intermédio do algoritmo UPGMA. Foi considerado 70% de similaridade como ponto de corte para o
agrupamento dos isolados.
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Com base nos resultados apresentados e os dados da literatura, foi possivel
observar as diferencas e diversidade morfolégicas entre os isolados de raiz de
plantas de arroz cultivado no Cerrado. Assim, essa etapa de caracterizacao
morfolégica se mostrou como uma avalicdo inicial importante na identificacdo de
novos taxons e mensuracdo de diversidade, além de permitir o agrupamento de
isolados com fendtipos de interesse para posterior caracterizacdo genotipica
(JESUS et al. 2005).

5.1.1 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram revelou predominancia de formas celulares do tipo
cocos em 77% dos isolados. Destes, 12 (R23, R50, R59, R68, R130, R136A,
R136B, R141, R147A, R147B, R158 e R161) apresentaram coloracdo avermelhada



46

caracteristico de bactérias Gram-negativas. J4 os isolados R18, R21A, R21B, R62A
e R64 foram classificadas como Gram-positivas pela coloragéo violeta (Figura 4).

Figura 4: Coloracdo de Gram em objetiva de imersdo (100 x). A: bacilos Gram-positivo (R20); B:
bacilos Gram-negativo (R145); C: cocos Gram-positivo (R18); D: cocos Gram-negativo (R50).

A forma celular bacilar foi observada em 18% dos isolados, sendo o isolado
R20 considerado Gram-positivo e os isolados R139, R145 e R148 Gram-negativo,
aspecto morfolégico semelhante as estirpes de referéncia (Figura 4). Segundo
Somasegaran e Hoben (1985); Young e Haukka (1996) e Garrity e Holt (2001), as
bactérias do género Rhizobium e Azospirillum sdo descritas como aerdbicas, gram-
negativas e forma celular bacilar. Assim, os resultados para as estirpes de referéncia
estdo em acordo com a literatura.

Foi observado morfologia distinta das demais bactérias, apenas para o
isolado R62B que apresentou forma filamentosa com intensa coloragéo violeta. Essa
caracteristica € comum aos actinomicetos, grupo de bactérias gram-positivas que
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apresentam forma filamentosa, semelhantes as hifas presentes em fungos
(YOSHIDA et al. 2008).

5.2 Caracterizacao bioguimica
5.2.1 Avaliagao de tolerancia a antibidticos

Em relacdo a resisténcia intrinseca aos antimicrobianos testados, foi
observado que apenas dois isolados (R21B e R59) foram resistentes a todos os
antibioticos testados na concentracao referencia utilizada para as avaliacdes (200 ug
mL1). Todos os isolados apresentaram crescimento em &cido nalidixico e 91%
demonstram sensibilidade a estreptomicina (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram observados por Hernandez-Fortes et al.
(2012) em isolados de rizobios provenientes de nédulos de Canavalia ensiformis,
onde 100% dos isolados foram resistente ao acido nalidixico. Ja para a
estreptomicina os resultados indicaram uma variagéo individual dos isolados, como
observado no presente estudo (Tabela 5).

Foram observados comportamento similar para os isolados R18, R20 e R62B
com sensibilidade para cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina em baixa
concentracédo (30 pug mL?Y). Os isolados R21B, R23, R50, R59, R68, R141, R145,
R158 e R161 apresentaram resultados semelhantes as estirpes de referéncia R.
tropici (BR322 e BR520), sendo resistente a ampicilina, cloranfenicol e
estreptomicina na concentracdo de 100 pg mL* (Tabela 5 e Anexo |I).

Diversos estudos tém sido realizados quanto a resisténcia a certos
antimicrobianos por bactérias isoladas de arroz e milho (IKEDA et al. 2013;
GUIMARAES e BALDANI, 2013). Fernandes; Fernandes e Hungria (2003),
observaram em rizébios nativos dos tabuleiros costeiros de Sergipe que 100% dos
isolados foram resistentes ao acido nalidixico, cloranfenicol e tetraciclina, 80% a
ampicilina e 20% a estreptomicina em concentragdo >126 pug mL™.
Comparativamente, 100% dos isolados de arroz foram resistentes ao &cido
nalidixico, 50% a ampicilina e a tetraciclina, 45% ao cloranfenicol e 9% a

estreptomicina (Tabela 5).
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Tabela 5: Avaliacdo da resisténcia dos 22 isolados associados a planta de arroz e trés estirpes de
referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2) para concentracdo de 200 ug mL1 dos
antibiéticos ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, tetraciclina e acido nalidixico.

Antibiéticos (200 ug mL)

Isolados L ] — — — %CIA
Ampicilina Cloranfenicol Estreptomicina Tetraciclina Acido 0

nalidixico
R18 - - - - + 20,0
R20 - - - - + 20,0
R21A - - - - + 20,0
R21B + + + + + 100,0
R23 + + - + + 80,0
R50 + + - + + 80,0
R59 + + + + + 100,0
R62A - - - - + 20,0
R62B - - - - + 20,0
R64 - - - - + 20,0
R68 + + - + 80,0
R130 + - - - + 40,0
R136A - - - - + 20,0
R136B - - - - + 20,0
R139 - + - + + 60,0
R141 + + - + + 80,0
R145 + + - + + 80,0
R147A - - - - + 20,0
R147B - - - - + 20,0
R148 + - - + + 60,0
R158 + + - + + 80,0
R161 + + - + + 80,0
BR322 + - + + + 80,0
BR520 + + - - + 60,0
FP2 + - + - + 60,0
%CICA 56,0 44,0 16,0 48,0 100,0

Resisténcia ao antimicrobiano (+); Sensibilidade ao antimicrobiano (-).
%CIA: Percentagem de crescimento dos isolados nos diferentes antibioticos.
%CICA: Percentagem de crescimento dos isolados em cada antibiético testado.

Quando observado resisténcia a mais de uma classe de antibiotico, indica que
as bactérias apresentam mais de uma estratégia molecular para inativar a atividade
presente nos antibiéticos (MELO, 2000). Ainda, além dos fatores genéticos,
aspectos fisioldgicos apresentados pela colénia podem dificultar a assimilacdo do
agente antimicrobiano. Dados da literatura mostram uma associacdo entre
resisténcia a antibidticos e producdo de muco. Isso porque, acredita-se que 0 muco
pode dificultar a assimilagdo do antibiético por impedir a passagem de substancias
para dentro da célula bacteriana (MARTINS et al. 1997).

No presente estudo, foi observado que, bactérias com producdo de muco
mostraram ser mais resistentes aos antibidticos testados, sendo os isolados R21B,

R59 resistente a todas as classes antibacterianas testadas (Tabela 5 e Anexo Il). Ja
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os isolados R23, R50 R68, R141, R145, R158 e R161 foram resistentes para quatro
classes e R148 e R130 para trés e duas, respectivamente (Tabela 5 e Anexo Il). Em
contrapartida, os isolados de producédo escassa (R18, R20, R62A, R62B e R64)
foram sensiveis a quatro classes em concentracdo minima (30 pg mL?) (Anexo II).
Porém, para determinar corretamente se existe relacdo entre esses fatores, outros
estudos deveréo ser realizados.

A susceptibilidade ou resisténcia apresentada por algumas bactérias do solo
sdo utilizadas como indicador de sobrevivéncia e competicdo por nutrientes na
rizosfera, uma regido de intensa atividade metabdlica (COSTA et al. 2014). Estas
linhagens resistentes apresentam grande potencial para serem utilizadas na

elaboracao de inoculantes, principalmente se forem RPCP.

5.2.2 Teste de crescimento em fontes de carbono

Com base nos resultados obtidos foi observado que dentre as fontes mais
utilizadas estdo os acucares, como monossacarideos (glicose), dissacarideos
(sacarose e trealose) e polidis (inositol e sorbitol) (Figura 5). Ja as menos utilizadas
foram as fontes de natureza quimica acida como o &cido nicotinico, acido maléico e

acido mélico (Figura 5 e Anexo IlI).

Figura 5: Percentual do uso de fontes de carbono utilizadas por 22 isolados bacterianos associados a
planta de arroz.
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A partir desses dados foi possivel destacar que os isolados R148 e R161
metabolizaram 12 (86%) das 14 fontes testadas. Ja 18% dos isolados (R136B,
R147A, R147B e R158), assim como as estirpes de referéncia BR322 e BR520,
apresentaram crescimento satisfatério em 71% das fontes utilizadas. Para a estirpe
de referéncia FP2 foi observado metabolizacdo de 64% das fontes utilizadas.N&o foi
observado para os demais isolados um padrdo na utilizacdo das fontes de C,
indicando uma variabilidade metabdlica.

Os isolados de crescimento muito rapido e producdo de muco abundante
apresentaram melhor desempenho e assimilacédo das fontes testadas (Tabela 4 e
Figura 5), o que pode indicar sucesso na colonizagao dos ambientes, assim como 0s
dados obtidos por Badri et al. (2013) e Hernandez-Forte e Garcia (2017). A
variabilidade na capacidade de utilizacdo das fontes de C pode indicar estratégias
ecolégica diferentes dos isolados de arroz testados, o qual sdo reforcados pelos
resultados dos demais ensaios realizados para estas bactérias (Anexo ).

Para Fernandes-Junior; Rumjanek e Xavier (2011), a metabolizacdo de
diferentes fontes de carbono &€ comum em isolados bacterianos de crescimento
rapido e alta producdo de muco. Ainda, em seu estudo, 0s autores observaram que
fontes como frutose e xilose contribuem para o aumento de produgdo de EPS em
meio de cultivo YM. No presente estudo, apenas quatro entre nove isolados que
apresentaram alta producdo de muco cresceram e produziram muco em meio
suplementado com frutose. Entretanto, para os demais acucares testado houve
metabolizacao e alta producdo de muco.

Braga (2012), ao promover a caracterizagdo morfofisiolégica de bactérias dos
géneros Bacillus, Pseudomonas e Xanthomonas isoladas de arroz, observou
maiores indices de crescimento em meio contendo sacarose como fonte de carbono.
Comparativamente nos 22 isolados de arroz, 63% demonstraram crescimento em
sacarose, sendo as fontes mais utilizadas a trealose (90%), inositol (82%) e sorbitol
(73%). Ao contrario do observado por Braga (2012) que revelou baixa frequéncia no
uso do inositol (35%) e sorbitol (27%). Esses resultados possibilitam a distingao de
alguns isolados da presente pesquisa quando comparados aos géneros identificados
pelo autor, demonstrando que ha grande diversidade metabdlica no uso de
diferentes fontes de carbono entre os isolados associados a planta de arroz no

Cerrado goiano.
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A utlizagdo variavel de fontes de carbono, como &cidos organicos,
monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos, sdo caracteristicas investigadas
em varios estudos de bactérias endofiticas indicando a grande complexidade de
microrganismos que colonizam o interior das plantas (CASTELLANE e LEMOS,
2007; BERGE et al. 2009).

Segundo Graham e colaboradores (1991); Cavaglieri; Passone e Etcheverry
(2004), bactérias do género Rhizobium utilizam diversos carboidratos como fontes
de carbono. Entretanto, alguns autores mencionam a baixa afinidade dessas
bactérias em assimilar fontes de carbono de carater acido (BERGE et al. 2009), em
acordo com os resultados apresentados no presente estudo, para quatro fontes
acidas testadas, houve crescimento satisfatorio das estirpes de referéncia (BR322 e
BR520) apenas em acido succinico. Pelos dados obtidos é possivel supor que os
demais isolados avaliados também sdo menos propensos em utilizar fontes &cidas,
indicando metabolismo caracteristico para o ambiente do Cerrado.

O uso de diferentes fontes de carbono apresentadas por algumas bactérias
podem ser uteis na otimizacdo da producdo de bioprodutos (NERY et al. 2008;
TRINDADE; MUNHOZ e BURKERT, 2014) e como critério de diferenciacdo entre
algumas espécies. Olivares (1997), relata o uso das fontes de carbono N-acetil-
glucosamina e meso-eritritol na diferenciacdo das espécies do género
Herbaspirillum.

Pela analise dos resultados foi elaborado um dendrograma sendo definidos
10 grupos com indice de similaridade em torno de 70% (Figura 6). Entre o0s
agrupamentos, G1 e G2 foram compostos por dois isolados cada: R18, R139 e R20,
R64, respectivamente. Em ambos os grupos foi observado a auséncia de
crescimento em fontes de C de natureza &cida.

O maior grupo obtido foi o G4 que apresentou quatro isolados (R136B,
R147A, R147B, e R158) com 100% de similaridade com as estirpes de referéncia
BR322 e BR520 (R. tropici) (Figura 6). As bactérias inclusas nesse grupo
demonstraram ser capazes de assimilar 71% das fontes de carbono fornecidas,
indicando semelhancas metabdlicas entre as mesmas. Ja os isolados R23, R50,
R59, R68 e R141 do grupo G3 mostraram aproximadamente 63% de similaridade
com as estirpes de referéncia (Figura 6). Os resultados indicam que os isolados de

arroz podem estar taxonomicamente relacionados a familia Rhizobiaceae pela
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semelhanca metabdlica observada, porém outras caracteristicas sdo necessarias

para determinagéo taxonémica destes isolados.

Figura 6: Dendrograma de similaridade gerado pelo software NTSYS-pc® 2.10 com base no uso de
fontes de carbono por isolados bacterianos associados a planta de arroz e trés estirpes de referéncia
R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2) utilizando o coeficiente de Jaccard, por intermédio
do algoritmo UPGMA. Foi considerado 70% de similaridade como ponto de corte para o agrupamento
dos isolados.
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Em relacdo aos demais isolados, os grupos G5 (FP2), G6 (R62A), G7 (R130),
G8 (R21A), G9 (R145) e no G10 (R21B e R62B) foram o0os que apresentaram

resultados mais divergentes (Figura 6). Foi observado dois isolados (G10) com baixa
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similaridade com o restante das bactérias avaliadas, onde estas ndo apresentaram
crescimento em nenhuma das fontes testadas (Figura 6 e Anexo llI).

Na andlise polifasica para a caracterizacdo fenotipica de microrganismos é
comumente utilizados varios parametros como 0s ecologicos, sorologicos,
resisténcia a antibidticos e tolerdncia a diversos fatores, tais como: salinidade,
variacbes do pH e temperatura, uso de fontes de carbono dentre outros (PEREIRA,
2002). Alguns autores tém buscado revelar a diversidade microbiana através dessas
caracterizacdes, com énfase no uso de diferentes fontes de carbono (ALVES, 2005;
RODRIGUES et al. 2006; BARBOSA et al. 2006; CASTELLANE e LEMOS 2007;
LEONEL et al. 2014).

5.2.3 Avaliacdo enzimatica
5.2.3.1 Teste de catalase

Para o teste de catalase, 95% dos isolados apresentaram ativadade positiva,
assim como as estirpes de referéncia, e apenas o isolado R145 apresentou atividade
negativa (Anexo lll). Mbai et al. (2013), ao estudar 73 bactérias endofiticas de arroz,
observou 100% de isolados positivos para este teste, similar ao observado para os
isolados de arroz avaliados. Os autores concluiram que esse é um aspecto
importante a ser observado em linhagens bacterianas, uma vez que essa habilidade
evita o estresse oxidativo e pode ser utilizada no combate da toxicidade celular.

Outros estudos apontam a presenca da catalase como critério distintivo na
identificacdo do género Pseudomonas, porém, destacam a necessidade de testes
moleculares para a determinacdo taxondmica especifica (REZENDE et al. 2009).
Entretanto, segundo lkeda (2010), a presenca da enzima € comum em diversos
géneros bacterianos, ndo sendo possivel a distingcdo entre espécies ou géneros

apenas pela analise dessa caracteristica.

5.2.3.2 Enzimas hidroliticas

A atividade enzimatica dos isolados de arroz e das estirpes de referéncia
foram positiva mediante ao surgimento de zonas claras ao redor da colonia,
indicando a liberacdo de enzimas extracelulares e degradacéo da fonte de carbono
utilizada (MACIEL, 2006; SILVA et al. 2015b) (Figura 7).
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Figura 7: Halo de degradacéo enzimatica do substrato (fonte de carbono). A: amilase; B: celulase; C:
lipase; D: protease.

P

Dos 22 isolados bacterianos, nove foram positivos para atividade proteolitica

(419%); oito celulolitica (36%), sete amilolitica (32%) e cinco lipolitica (23%) (Figura 7
e Figura 8). Entre os isolados testados destacam as bactérias R59, R68 e R141 que

foram positivas em pelo menos dois testes das enzimas hidroliticas testadas (Anexo

).

Figura 8: Percentagem dos testes de enzimas hidroliticas dos 22 isolados bacterianos associado a
planta de arroz a partir de métodos semi-quantitativos.

Lipase
= Amilase
m Celulase
m Protease
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Muito estudos tem realizado a avaliacdo qualitativa de enzimas hidroliticas em
bactérias associadas a plantas de interesse agrondmico (GUJRAL et al. 2013; JI et
al. 2013; MBAI et al. 2013; FERREIRA et al. 2014). Szilagyi-Zecchin e colaboradores
(2014), observaram a presenca de enzimas hidroliticas em isolados bacterianos de
raizes de milho (Zea mays), sendo estas relacionadas a atividade de antibiose
contra fitopatdgenos. A presenca de enzimas hidroliticas como a celulase (2,6%) e a
protease (13%) também foram observadas em bactérias endofiticas do sorgo
(Sorghum bicolor L.) (MAREQUE et al. 2015). Comparando a presenca de celulases,
os isolados de arroz testados apresentam maior frequéncia do que os observados
por Mareque e colaboradores (2015).

Comumente, para os testes de andlise enzimética sao utilizados métodos
para obtencdo do indice de atividade enzimética (IE). O indice é utilizado para
mensurar a capacidade de produgdo de enzimas por microrganismos em meio solido
(LEALEM e GASHE, 1994). Desse modo, é recomendado para o resultado desse
tipo de analise valores = 2,0, para considerar um microrganismo como um bom
produtor de enzimas hidroliticas em meio sélido (CESKA, 1971; STAMFORD;
ARAUJO e STAMFORD, 1998; NUNES et al. 2013).

A avaliacdo dos indices enziméticos para a atividade amilolitica revelou IE
médio de 2,8, variando entre 1,4 a 3,7. Desses, 0s isolados R18, R20, R62A, R64 e
R68 apresentaram IE = 3,0, sendo considerados produtores com alta concentracao
desta enzima (Tabela 8). Foram identificados dois isolados (R21A e R62B) como
bons produtores, com IE de 2,1 e 1,4, respectivamente. As demais bactérias (68%)
nao apresentaram atividade positiva para a enzima.

Oliveira e colaboradores (2007), relatou atividade positiva em 19 isolados
nativos da Amazodnia, onde sete exibiram IE = 2,0. Ja& Fernandes-Junior e
colaboradores (2012), ao estudar rizobios isolados de nédulos de feijdo-guandu
(Cajanus cajan), constataram alta frequéncia na producdo de amilase, sendo um
isolado com IE > 3,5. Na presente pesquisa, os valores de IE observados foram
superiores aos relatados pela literatura, indicando que os isolados de plantas de
arroz testados sado bons produtores amilolitico que podem apresentar potencial para

aplicacoes de fins biotecnoldgicos (Tabela 8).
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Tabela 8: Indice enzimatico para os 22 isolados bacterianos associados & planta de arroz e trés
estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2).

Isolados

indice enzimatico (IE)

Amilase

Celulase

Lipase

Protease

R18
R20
R21A
R21B
R23
R50
R59
R62A
R62B
R64
R68
R130
R136A
R136B
R139
R141
R145
R147A
R147B
R148
R158
R161
BR322
BR520
FP2

3,70
3,2+0,33
2,1+0,75
3,0+0,06
1,4+0,11
3,2+0,07
3,4+0,07

4,1+0,35
3,1+0,20
2,9+0,14

3,240

3,5+0,14

3,710

4,5+0,08

1,2+0,07
1,2+0,01
1,1+0,07

1,6+0
1,7+0,06
2,0+0,07
1,5+0,15
2,5+0,05

1,6+0,13

1,3+0,12

1,6+0,20

1,6+0,05

Auséncia de atividade para enzima testada (-)

Muitos autores tém discutido a importancia do amido no processo de

formacdo e desenvolvimento de nédulos em leguminosas, sendo essa relacdo

observada em nodulos e células corticais de alfafa nodulada por R. meliloti
(ARDOUREL et al.1994; OLIVEIRA et al. 2006). As amilases produzidas por esses

microrganismos séo responsaveis pela hidrélise de moléculas de amido resultando

na formagéo de polimeros compostos de moléculas de glicose, utilizada em diversos

processos metabdlicos celulares (LIN et al. 1997).

As amilases apresentam ainda ampla aplicagdo comercial, principalmente as
produzidas por bactérias do género Bacillus (ABD-ELHALEM et al. 2015). Essas
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enzimas desempenham papel fundamental nas industrias de alimento e
fermentacdo, principalmente na fabricacdo de refrigerantes, cervejarias, geléias,
iogurte e na producao do etanol (PANDEY et al. (2000), ainda podem ser utilizadas
na industria de papel e téxtil (KIRK; BORCHERT e FUGLSANG, 2002).

O uso das celulases tem sido mencionado em industrias téxtil e de papel,
utilizadas no preparo de detergentes, extracdo de Oleos e pigmentos, preparo de
alimentos entre outros (BHAT, 2000; FAWZYA et al. 2013). A literatura relata alguns
géneros bacterianos que apresentam atividade celulolitica, tais como, Acetivibrio,
Alteromonas, Bacillus, Bacteriodes, Bradyrhizobium, Cellulomonas, Clostridium,
Curtobacterium, Marinobacte, Vibrio, Rhizobium, Rumminococcus, Sanguibacter,
Sinorhizobium e Pedobacter (ROBOSON e CHAMBLISS, 1898; JIMENEZ-ZURDO et
al. 1996; MAWADZA et al. 2000; HU e LIN, 2003; LEE et al. 2008; KIM et al. 2009;
SHANMUGHAPRIYA et al. 2010; GAO et al. 2010).

Os resultados observados para a atividade celulolitica mostraram IE médio de
3,5, variando entre 2,9 a 4,5 (Tabela 8). Dentre os isolados avaliados, R18, R130 e
R136B apresentaram IE 4,1, 3,7 e 4,5, respectivamente, merecendo destaque
quanto a producdo de celulase, que podera ser utilizado na formulacdo de
bioprodutos.

Oliveira (2015), avaliando enzimas hidrolitica de 73 isolados oriundos de
amostras de solo, verificou a presenca de 13 bactérias com perfil celulolitico
crescidas em meio suplementando com CMC. Os valores de IE obtidos no estudo
ficaram em média de 2,64, comparativamente, as bactérias de arroz testadas
possuem |IE médio de 3,5 para a atividade celulolitica.

A principal fonte de obtencdo de lipases para fins biotecnolégicos, sdo os
microrganismos como fungos e bactérias apresentando aplicagbes na industria
como a producdo de produtos farmacéuticos, laticinios, agroquimicos, pesticidas e
inseticidas (JAEGER e EGGERT, 2002; MESSIAS et al. 2011).

Os géneros bacterianos Bacillus, Burkholderia, Ralstonia, Staphylococcus e
Pseudomonas ja sdo descritos como bons produtores de lipases (SHAH e WILSON,
1965; JAEGER et al. 1997; KAMBOUROVA et al. 2003; KHATTABI et al. 2003;
FERNANDES et al. 2007; MOSBAH et al. 2007; YOO et al. 2011). A presenca da

enzima na bactéria esta associada a mecanismo de defesa, facilitando o processo
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de absorcdo de lipideos e acidos graxos livres, adesao tecidual e invagdo celular
(STEHR et al. 2003).

A atividade lipolitica detectada para as 22 bactérias isoladas de arroz
apresentou IE médio de 1,2, variando entre 1,1 a 1,2 (Tabela 8). De 73 isolados
bacterianos avaliados por Oliveira (2015), 18% demonstraram atividade positiva para
lipase, sendo o IE médio de 1,8, resultado superior ao encontrado para bactérias de
arroz.

Minotto e colaboradores (2014), avaliando 23 actinobactérias nativas do Rio
Grande do Sul, verificaram que 91% produziram lipase em trés temperaturas
distintas. Os autores obtiveram apenas dois isolados com resposta negativa para
lipase, o que indica que os isolados deste ambiente possuem alta frequéncia para
esta enzima diferente dos resultados observados para os endofiticos de arroz
(Figura 8 e Tabela 8).

A presenga de protease foi identificada em nove isolados com IE médio de
1,7. Os maiores IE obervados para enzima foram para os isolados R21A e R62A
com IE de 2,0 e 2,5 respectivamente (Tabela 8). Oliveira et al. (2006), observou que
dentre 67 isolados testados, 28,4% apresentaram atividade proteolitica, sendo o
maior IE de 6,6 em pH neutro. Alguns fatores podem estar relacionados a baixa
quantidade enziméatica em meio soélido, como a falta de substrato e condi¢cbes
necessarias para producdo substancial da enzima, sendo estes distintos para cada
microrganismo (RAO et al. 2006; OSKOUIE et al. 2008).

Segundo Beg e Gupta (2003), dentre os géneros bacteriano, Bacillus
apresenta varias espécies reconhecidas pela elevada producao de proteases, sendo
as linhagens de B. subtilis consideradas a maior fonte de protease alcalina
comercial. Patel e Singh (2005), contataram que a producao de protease por Bacillus
sp. esta relacionada a disponibilidade de carbono e nitrogénio em meio de cultura,
sendo a producdo enzimatica favorecida na presenca de aminoacidos, peptona e
extrato de levedura.

Pelos dados obtidos cinco isolados (R18, R20, R21A, R62A e R64)
apresentaram a capacidade de producao de enzimas amilase, celulase e protease,
sendo considerados 0s mais interessantes para futuros estudos em enzimas

extracelulares.
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5.2.3.3 Solubiliza¢éo de fosfato inorganico

O fosforo (P) € um nutriente essencial para as plantas, porém no solo
encontra-se na sua forma inorganica sendo indisponivel para os vegetais. Assim, 0
uso de inoculantes ou 0 manejo de bactérias com capacidade de solubilizar o fosfato
inorganico a organico pode ser uma alternativa sustentavel capaz de suprir o déficit
de P pelas plantas (SOUCHIE et al. 2005). Dentre essas, alguns géneros, como
Agrobacterium, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia e
Rhizobium, estdo entre as mais eficientes na solubilizagdo do P (RODRIGUEZ e
FRAGA, 1999), sendo algumas dessas ja relatadas em associacao a planta de arroz
(MBAI et al. 2013; FERREIRA et al. 2014).

Mediante ao indice de solubilizacdo (IS) calculado segundo método de
Lealem e Gashe (1994), as bactérias foram classificadas como isolados com baixo
(IS < 2), médio (2 < IS < 4) e alto indice de solubilizagdo (IS > 4) (HARA e
OLIVEIRA, 2005). A determinacao do IS para os isolados testados no meio NBRI-P
(fosfato acido) apresentou valor médio de 2,1, e 1,3 para o meio Pikoviskaya (fosfato
basico) (Tabela 9). No meio NBRI-P seis isolados exibiram IS considerado médio
(R23, R50, R59, R68, R141 e R161) e cinco com IS baixo (R62B, R136A, R147A e
R147B) (Tabela 9). Na avaliagdo do meio Pikoviskaya todos os isolados foram
classificados como baixo solubilizador e os maiores valores de IS observado foi de
1,5 para trés bactéria (R50, R59 e R161). Entretando, segundo Costa (2011),
mesmo que os isolados sejam classificados com baixo indice de solubilizacdo, séao
ainda considerados solubilizadores de fosfato em potencial.

Foi observado que os isolados R130 e R145 solubilizaram o meio Pikoviskaya
(IS = 1,2 e 1,1, respectivamente), porém ndo houve formacdo de halo de
degradacdo no meio NBRI-P. J4 para os isolados R62B e R136A apresentaram
resultado positivo apenas no meio NBRI-P (Tabela 9). O mesmo resultado foi
observado por Lima (2013), em estudo com isolados bacterianos de milho. O autor
revelou que esse comportamento pode estar relacionado a adaptacdes especificas

desses microrganismos de solos do Cerrado quanto ao uso do fosfato inorganico.
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Tabela 9: indice de solubilizacio de fosfato dos 22 isolados bacterianos associados a planta de arroz
e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2).

indice de solubilizag&o (IS)

Isolados - ; . X
Fosfato acido (NBRI-P) Fosfato béasico (Pikoviskaya)
R18 - -
R20 - -
R21A - -
R21B - -
R23 2,4+0,19 1,310
R50 2,5+0,25 1,5+0,19
R59 2,6+0,34 1,5+0,12
R62A - -
R62B 1,1+0,04 -
R64 - -
R68 2,7+0,5 1,4+0,07
R130 - 1,2+0,07
R136A 1,8+0,09 -
R136B - -
R139 - -
R141 2,110 1,4+0,16
R145 - 1,1+0,09
R147A 1,840,16 1,2+0,03
R147B 1,8+0,09 1,2+0,06
R148 - -
R158 1,9+0,25 1,2+0,04
R161 2,8+0,16 1,5+0,07
BR322 1,6+0,08 1,2+0,07
BR520 1,6+0,13 1,2+0,07
FP2 - -

Auséncia de atividade para enzima testada (-)

Todas as estirpes de referéncia para o género Rhizobium apresentaram
capacidade de solubilizacdo de fosfato (Tabela 9) como ja descrito por Rodriguez e
Fraga 1999; Igual et al. 2001. Por outro lado, a estirpe Azospirillum brasilense (FP2)
nao mostrou atividade de solubilizagdo de fosfato nas condi¢des testadas (Tabela 9).
Seshadri e colaboradores (2000) cultivaram trés isolados de Azopspirillum
halopraeferans em meio Pikovskaya e nao foram observadas atividade de
solubilizag&o de fosfato, resultado semelhante ao presente estudo.

Ji e colaboradores (2013) e Mbai e colaboradores (2013) observaram a

capacidade de solubilizacdo de fosfato em bactérias endofiticas do arroz cultivo na
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Coreia (33%) e no Kenia (64%), respectivamente. Esta percentagem esta proxima o
observada em nosso estudo onde 59% das bactérias avaliadas apresentaram
resultado positivo para solubilizacdo de fosfato (Tabela 9).

Santos e colaboradores (2016) avaliaram a capacidade de solubilizacdo de
fosfato em isolados endofiticos da cana-de-agucar, sendo observado resultado
positivo para 97,2% das amostras, sendo elas oriundas da rizosfera e raizes
(endofiticas). Ja Santos e colaboradores (2012) observaram que bactérias da
rizosfera apresentam valores de IS superior as de bactérias endofiticas, indicando
que o habitat influencia no metabolismo desses microrganismos. Na rizosfera ja foi
constatado populagBes bacterianas com intensa atividade metabdlica, pois esta
possui secrec¢des exsudadas pelo sistema radicular das plantas (BAREA et al. 2005;
TAURIAN et al. 2010).

Consideranto os dois testes avaliados os isolados R23, R50, R59, R68, R141
e R161 foram os mais promissores para serem explorados quanto a capacidade de

solubilizar fosfato.

5.2.3 Deteccdao de siderd6foro pelo método de CAS

O ferro é um elemento essencial para o metabolismo das bactérias,
participando da ativagcdo de diversas enzimas e do transporte de elétrons, além de
atuar como cofator enzimatico (RODRIGUEZ; SMITH, 2003; RATLEDGE, 2004).
Para as bactérias RPCP, o ferro é importante durante o processo da FBN, catalisada
pela enzima nitrogenase, onde a presenca do ion € utilizada na reacéo de reducao
do nitrogénio em aménio (HERNANDEZ-FORTE; GARCIA e MORALES-MENA,
2015). Entretanto, o ferro apresenta baixa solubilidade no solo e para competirem
por esse elemento, esses microrganismos sintetizam e liberam sideréforos,
moléculas quelantes de ions férricos (MA, 2005; GLICK, 2012).

Dentre os isolados analisados, 27% (R23, R50, R62A, R68, R141 e R161)

foram capazes de produzir sider6foros em meio de cultivo (Figura 9 e Anexo llI).
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Figura 9: Método colorimétrico para deteccao de sideréforo para os isolados bacterianos associados
a planta de arroz e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2). A, B
e C:triplicatas.
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Diversos trabalhos mostram que a producdo de sider6foros é uma
caracteristica importante em bactérias RPCP, por estimular o crescimento do
vegetal, inibidindo a acdo de patégenos por tornarem o ferro menos disponiveis no
solo (AHEMAD e KHAN, 2010; GLICK, 2012; AHEMAD e KHAN, 2012). Segundo
Levier e Guerinot (1996), a producdo de sider6foros sdo mais comum em bactérias
do género Rhizobium, devido sua capacidade de crescimento em solos mais &cidos,
onde a disponibilidade do ferro € mais elevada. Contudo, a presenca de sideroforos
ja foram observados em outros géneros de bactérias RPCP, que incluem
Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella,
Mesorhizobium, Pseudomonas e Sinorhizobium (RODRIGUES et al. 2008; JIANG et
al. 2008; AHEMAD e KHAN, 2010; AHEMAD e KHAN, 2011a; AHEMAD e KHAN,
2011b; AHEMAD e KHAN, 2012).

Assim, é possivel supor que os isolados com atividade de solubilizacdo de

ferro possam atuar como RPCP, sendo necessérios avaliagbes especificas para
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testar esta probabilidade. Uma outra observacdo que pode reforcar esta
possibilidade é que os isolados R23, R50, R68, R141 e R161 também apresentaram

alta capacidade de solubilizar fosfato inorganico acido.

5.2.4 Andlise de similaridade para as caracteristicas bioquimicas

A fim de determinar o grau de similaridade entre as linhagens bacterianas foi
elaborada uma matriz binaria com base em todos o0s caracteres bioquimicos
avaliados para as 22 bactérias testadas, sendo definido a presenca de 10 grupos

com indice de similaridade em torno de 60% (Figura 10).

Figura 10: Dendrograma de similaridade gerado pelo software NTSYS-pc® 2.10 com base na
caracterizag¢do bioquimica dos isolados bacterianos associados a planta de arroz e trés estirpes de
referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2) utilizando o coeficiente de Jaccard, por
intermédio do algoritmo UPGMA. Foi considerado 60% de similaridade como ponto de corte para o
agrupamento dos isolados.
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A partir do dendrograma € possivel inferir que ha variabilidade metabdlica
entre os isolados testado. Foi possivel observar a formacéo de seis grupos contendo
apenas um isolado como em G3 (R130), G6 (R139), G7 (FP2), G8 (R21B), 9 (R145)
e G10 (R62B) (Figura 10), indicando que esses isolados possuem caracteristicas
Unicas nas avaliacdes fenotipicas.

O grupo G1 e G2 foram formados por trés (R18, R20 e R64) e dois (R21A e
R62A) isolados, ambos com similaridade préxima a 35% das estirpes padrao BR322
e BR520 (Figura 10). O agrupamento G4 apresentou cinco isolados (R23, R50,
R68, R59 e R141) que, assim como na analise morfolégica, foram inseridos no
mesmo grupo. Possivelmente, esses isolados pertencem ao mesmo grupo
taxondémico, sendo estes em homologia préxima a 55% com as estirpes do género
Rhizobium e 45% com A. brasilense (FP2) (Figura 10).

O maior agrupamento observado (G5) foi formado por sete isolados e as
estirpes padrdo para Rhizobium tropici (BR322 e BR520). Houve a formac&o de um
subgrupo no G5 com dois isolados (R147A e R147B) 100% similar entre si (Figura
10). Os isolados presentes no G5 apresentam similaridade com as estirpes de
referéncia, sendo possivel inferir que h& determinado grau de parentesco entre
essas bactérias. Lima (2013), constatou a presenca de sete grupos com similaridade
proxima a 70% em isolados de milho utilizando as caracteristicas bioquimicas,
sendo que comparativamente, os resultados com bactérias de arroz demonstram
diversidade metabdlica superior.

Dentre os testes bioquimicos realizados foi possivel observar que a maioria
dos isolados apresentaram uma ou mais atividades relacionadas a promog¢éo do
crescimento de plantas. Entre os isolados testados, pode-se destacar R59, R68 e
R141 que foram positivos para cinco caracteristicas bioguimicas que sao previstas
em bactérias RPCP (Anexo llI).

Segundo Glick (2012) e Khan e colaboradores (2015), as bactérias RPCP
devem possuir caracterisricas associadas ao vigor ou crescimento das plantas. Os
seus beneficios residem em diferentes mecanismos, tais como a como sintese de
reguladores de crescimento de plantas, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de
nutrientes, producdo de sideréforos, enzimas e controle de fitopatdgenos do solo.

Assim, 86,3% (19) dos isolados sdo promissores como RPCP e apenas os isolados
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R21B, R139 e R148 (13,7%) seriam excluidos desta categoria por ndo serem
positivo em nenhum dos testes realizados (Anexo llI).

5.3 Caracterizacao genotipica

O uso de técnicas moleculares tem possibilitado o desenvolvimento de
métodos simples e rapidos que permitem caracterizar e determinar a diversidade e
posicdo taxondmica da populacdo bacteriana estudada. Dentre essas, destaca a
andlise de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando genes marcadores tais
como o0 16S rRNA, o 23S rRNA e o espacador intergénico 16S-23S rRNA (IGS)
(LANE et al. 1985).

Essas regifes do genoma bacteriano sao tidas como marcadores moleculares
por serem universais e altamente conservadas (OLSON et al. 1994). Ja foram
identificados em diversas bactérias uma variacdo inter e intra especifica para esta
regido IGS com variacdo de numero e tamanho de fragmentos obtidos por PCR
(DINGMAN, 2012; BOAKYE et al. 2016). Assim, as informacdes obtidas através da
analise e comparacédo desta regido intergénica tem sido importantes na mensuracao
da diversidade genotipica, na identificacdo de novas espécies ou descricdo de
relacdes filogenéticas entre a populagdo bacteriana estudada (GARRITY e HOLL,
2001; REIS-JUNIOR et al. 2006; IKEDA, 2010; BOAKYE et al. 2016).

Os fragmentos obtidos a partir da PCR para regido IGS dos 22 isolados de
arroz e as estirpes de referéncia variaram entre 500 a 3000 pares de base (pb), com
presenca de uma a cinco bandas (Figura 11). Foi possivel observar que entre 0s
isolados de arroz houve predominio de bandas entre 500 a 1500 pb (Figura 11).
Padrdo semelhante foi observado por Lima (2013), em estudo realizado com 24
isolados associados ao milho, os fragmentos obtidos pelo autor apresentaram

variagao de tamanho entre 725 a 1100 pb.
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Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose (1,3%) obtido através da amplificacdo da regiao
espacadora intergénica 16S-23S rRNA por PCR de 22 isolados associados a planta de arroz e trés
estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2).
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Diversos estudos tém demonstrado a variabilidade da regido IGS e a eficacia
na caracterizacdo genotipica dos isolados bacterianos associados a gramineas
(QUEIROZ-RESPLANDES, 2016; OLIVEIRA, 2016). Queiroz-Resplandes (2016),
observou que em isolados de bactérias endofiticas de milho houve a formacgéo de 14
perfis diferentes com a presenca de um a cinco bandas de tamanhos entre 361 a
1847pb. J& Reis-Junior e colaboradores (2006), relataram em estudo com isolados
de Brachiaria spp. que os produtos obtidos para IGS séo variaveis de acordo com a
espécie estudada, sendo possivel observar em A. amazonense trés fragmentos
caracteristicos, com variagfes entre 1000 a 1300 pb.

Baudoin et al. (2010) e Jijon-Moreno e colaboradores (2015), observaram que
estirpes de A. brasilense possuem multiplas cépias de operons rRNA, constatando
grande polimorfismo para regido IGS entre os isolados dessa espécie. Os autores
observaram nao existir um perfil padrdo para as estirpes de A. brasilense testada,
entretanto, todas as cepas exibiram pelo menos trés bandas principais. O mesmo
perfil foi observado para a estirpe padrao de A. brasilense (FP2) utilizada no estudo
como referéncia (Figura 11). Para espécies bacterianas do género Bradyrhizobium,
Rhizobium e Sinorhizobium séo descritos a presenca de um a trés cépias do operon
(HAUKKA, 1997). Assim, pode-se inferir que a maioria dos isolados de arroz
avaliados apresentam pelo menos dois operons de rRNA.

O dendrograma obtido pela PCR da IGS, apresentou diversidade com a
formacao de sete grupos com 50% de similaridade (Figura 12). A presenca de mais

de um fragmento de tamanhos diferentes indica variabilidade da regido espacadora
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entre os isolados avaliados. Através da analise do dendrograma é possivel supor
que estes isolados de raizes de arroz apresentam diversidade genotipica, ja que
quatro dos sete grupos apresentaram caracteristicas Unicas entre os isolados como
observado em G3 (R145), G5 (R130), G6 (R148) e G7 (R139) (Figura 12).

Figura 12. Dendrograma de similaridade gerado pelo software NTSYS-pc® 2.10 com base no perfil
eletroforetico da regiéo espagadora intergénica (16S-23S rRNA) dos isolados bacterianos associados
a planta de arroz e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2)
definido pelo algoritmo UPGMA utilizando o coeficiente de Jaccard. Foi considerado 50% de
similaridade como ponto de corte para o agrupamento dos isolados.
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O maior agrupamento foi G1 formado por oito isolados (R18, R20, R136A,
R136B, R21A, R62A, R64 e R62B) apresentou similaridade baixa (35%) com as
estirpes de referéncia utilizadas no estudo (Figura 12). Entre os isolados houve a
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formacao de trés subgrupos no G1 com similaridade de 100% entre si. O primeiro
subgrupo foi formado por isolados (R18 e R20) que apresentaram trés fragmentos
no PCR, variando entre 700 a 900 pb. O segundo (R136A e R136B) pela presenca
de quatro fragmentos com variacdo entre 700 a 1300 pb. Para o ultimo subgrupo
(R62A e R64) foi observado que o tamanho dos fragmentos variaram entre 700 a
2000 com quatro fragmentos distintos (Figura 12).

O grupo G2, foi formado por isolados com pelo menos quatro regifes IGS. O
grupo foi composto pelas estirpe de referéncia, sendo os padrbes para R. tropici
(BR322 e BR520) com 100% de homologia entre si. A estirpe padrdo para A.
brasilense apresentou similaridade proxima a 70% com as estirpes BR322 e BR520.
Os isolados R147A e R161 formaram um subgrupo com 100% de semelhanca entre
si, sendo observado quatro fragmentos variando entre 700 a 1100 pb (Figura 12).

Para G4 foi observado a formacgé&o de dois subgrupos formados pelos isolados
R21B, R141, R23, R50, R59 e R68, com similaridade préxima de 23% com as
estirpes padrdo em G2. Foi observada homologia proxima a 68% para os isolados
formados no primeiro subgrupo em G2. O segundo foi formado por quatro isolados,
sendo R50, R59 e R68 100% similar entre si (Figura 12).

Oliveira (2016), em estudo com rizGbios associados a planta de arroz
observou a formacdo de oito grupos com similaridade de 50% para regiao IGS.
Desses grupos, dois apresentaram caracteristicas Unicas e 43% dos isolados
agruparam com 100% de homologia com trés estirpes do género Rhizobium
utilizadas como referéncia, sendo indicado que os isolados estudados pertengam ao
grupo dos rizébios. Resultado diferente do obtido no presente estudo, onde apenas
18% dos isolados apresentaram homologia entre 55% a 68% com as estirpes de
referéncia para R. tropici. Para os demais isolados foi observada similaridade inferior
a 30%, indicando que essas bactérias possam pertencer a diferentes grupos
taxondmicos.

Pelo dendrograma foi possivel identificar que apenas alguns isolados
apresentaram uma relacéo estreita com a familia Rhizobiaceae, sendo o0 mesmo
observado para os demais testes avaliados neste estudo. A eficacia na estimativa da
diversidade bacteriana associadas a gramineas e leguminosas através de analises
da regido IGS, devido principalmente ao polimorfismos observado dessa regiao,

pode ser utilizada para distinguir linhagens bacterianas e espécies relacionadas
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taxonomicamente (REIS-JUNIOR et al. 2006; OLIVEIRA et al. 2012; QUEIROZ-
RESPLANDETES, 2016; OLIVEIRA, 2016; CARDOSO et al. 2017). Assim, esta
estratégia de estudo para determinacdo da diversidade genética € um método
simples e eficaz que permite distinguir espécies relacionadas filogeneticamente
devido a elevada similaridade da regido IGS.

Diversos estudos tem discutido sobre a importancia da caracterizacéo
polifasica de populacdes bacterianas. Entretanto, mesmo com o avanco da biologia
molecular, alguns autores tem demonstrado a relevancia dos métodos tradicionais
na caracterizacdo morfofisiolégica bacteriana e agrupamento dos diferente taxons
por similaridade (STROSCHEIN, 2007).

Os resultados obtidos por meio da caracterizacdo morfologica, biquimica e
genotipica foram convertidos em uma matriz binaria para construcdo de um
dendrograma, sendo definido a formacdo de 10 grupos em indice de similaridade
proximo a 60% (Figura 13). Dentre estes grupos, G1 (R18, R20, R21A R62A e R64),
G4 (R23, R50, R59, R68 e R141) e G5 (R136A, R136B, R147A, R147B, R148, R158
e R161) mostraram tendéncia de agrupamento similar frente a todos os ensaios de
caracterizagdo morfologica, fenotipica e genotipica realizados (Figura 13).
Possivelmente, estes isolados pertencem ao mesmo grupo taxonémico ou grupos
estreitamente relacionados, sendo os isolados do grupo G5 em similaridade proxima
a 62% com as estirpes do género Rhizobium.

N&o foi observado para os demais isolados um padrdo de agrupamento,
indicando a grande variabilidade metabdlica e a presenca de caracteristicas Unicas
nas avaliagOes realizadas (Figura 13).
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Figura 13. Dendrograma de similaridade gerado pelo software NTSYS-pc® 2.10 com base na analise
polifasica dos isolados bacterianos associados a planta de arroz e trés estirpes de referéncia R.
tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2) definido pelo algoritmo UPGMA utilizando o coeficiente
de Jaccard. Foi considerado 60 % de similaridade como ponto de corte para o agrupamento dos
isolados.
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Os isolados associados a planta de arroz sdo formados por linhagens com
grande potencial para serem utilizados em diversos processos industriais,
principalmente relacionados a produgdo de enzimas. Novos estudos de
bioprospec¢édo enzimatica com esses isolados, poderdo possibilitar estratégias que

visam a reducéo dos custos de producéo de enzimas.
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Estes isolados poderdo ser utilizados na elaboracdo de métodos alternativos
sustentdveis, como inoculantes para geracao de tecnologia agricola com baixo custo
de producdo. Além disso, diversos trabalhos tem proposto caracterizar e estimar a
diversidade bacteriana associada a plantas de interesse agricola, divulgando a
importancia desse tipo de caracterizacdo para selecdo de microrganismos
associados a gramineas com potencial aplicacdo biotecnoldgica, direcionamento
taxondbmico (GANGWAR e KAUR, 2008; GUJRAL et al. 2013; JI et al. 2013;
MAREQUE et al. 2014; SZILAGYI-ZECCHIN et al. 2014; HERNANDEZ-FORTE e
GARCIA, 2017) e caracterizacdo de novas espécies (PENG et al. 2008;
CHAUDHARY et al. 2012; ZHANG et al. 2014).
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. CONCLUSAO

e Foi possivel verificar a variabilidade morfologica entre os 22 isolados
endofiticos de raiz de arroz, sendo a producdo de muco e pigmentacdo a

variavel mais distinta;

e Os resultados de resisténcia aos antibioticos sugerem alta diversidade
metabolica entre as bactérias isoladas de raiz de arroz, sendo os isolados

R21B e R59 resistentes a todos os antibidticos testados;

e Os isolados apresentaram diversidade quanto a capacidade de uso das
fontes de carbonos, com destaque para os isolados R148 e R161 que

metabolizaram 86% das fontes testadas;

e Pela caracterizacdo de enzimas extracelulares foi possivel identificar os
isolados R18, R20, R21A, R62A e R64 com potencial para producdo de
amilase, celulase e protease, sendo considerados 0s mais interessantes para

estudos posteriores.

e A capacidade de solubilizacdo de fosfato esteve presente em 59% dos
isolados testados, sendo 0s mais promissores para esta caracteristica o0s
isolados R23, R50, R59, R68, R141 e R161;

e Foi observado que 86,3% das bactérias sdo potenciais RPCP, sendo o0s
isolados R59, R68 e R141 considerados 0s mais promissores para testes in

vitro e a campo como promotores de crescimento vegetal,

e A PCR utilizando o gene marcador da regido IGS indicando uma diversidade

genética elevada para esta regido entre os isolados testados;

e Pela caracterizacdo polifasica foi observado a diversidades metabdlica dos
isolados de plantas de arroz cultivado no Cerrado goiano, contribuindo para o
entendimento da microbiota bacteriana associadas aos vegetais neste habitat

e para indicar os isolados promissores para aplicacao biotecnologica.
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ANEXO |

Meios de cultura, reagentes e solucdes
Meio extrato de levedura-manitol (YMA) (VINCENT, 1970)

1.

© N o o A~ WD

Manitol-------------------- e 109
Fosfato de Potassio Dibasico (10 %)----- mommm e 1mL
Fosfato de Potassio Monobasico (10 %)--------------=-=-=--m-mmmmemmmmem- 4 mL
Sulfato de Magnésio (10 %0)--------=-=-=-=mmmmmmmm oo 2 mL
Cloreto de Sédio (10 %)-----------------=-=------ -1 mL
Extrato de Levedura-----------=-=-=-=-=-=-mmmmounm- mememmmememmmeeeoee- 0,449
o T L 159
Agua destilada--------======mmmmmmmmmmmm e (.5.p.1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8, a solucao foi autoclavada a 1 atm em temperatura

de 121°C durante 20 minutos e armazenada em temperatura ambiente.

Meio Minimo (HUNGRIA et al. 1994)

Solucéo 1
1. Fosfato de Amb6nio Monobasico R eGTEEEEEE R R 309
2. Fosfato de Potassio MonobasiCo----------=----=-mmmmmmmmmmmmmm oo 159
3. Fosfato de Amoénio Dibasico-------------==-=--=---  aaue LR 25¢g
4. Cloreto de SOdiQ------------=-=-====-=nmmmmmmume e 259
5. Agua destilada-------====m===mmmmmmmm e q.S.p.1000 mL
Solucéao 2
1. Sulfato de Magnésio (1M)
Solucéo 3
1. Agar-—mmmmmmm oo 225¢
2. Agua destilada---------==-===m-mm g.S.p.1000 mL

As trés solugbes foram autoclavadas separadamente a 1 atm em temperatura

de 121°C durante 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente. A montagem

foi feita com 199 mL da solucéo (1), 1 mL da solucéo (2), 800 mL da solucéo (3) e a

fonte de carbono escolhida 1M.L™1.



Meio leite sélido

1. Solugéo MgSO4.7H20 (1M)----m-mmmmmmmmmmmmm oo 1mL
2. Solucdo de Sais-----------=-==m=mmmmm oo ---200 mL
3. Solucéo de Leite (20%0)--------====m=mmmmmmmm oo 200 mL
4. SOIUGAOD dE Agar-----=====mmmmmmmmm oo 800 mL
5. pH7

Meio carboximetilcelulose (CMC) sélido

1. Solugéo MgSO4.7H20 (1M)----m-mmmmmmmmmmmmm o mm oo 1mL
2. Solugdo de Sais------=-===s=s=s=smmmeme e 200 mL
3. Solucdo de CMC (5%)---------=-=-=-=-=-=-=-=----- mmmmmmmmme e 200 mL
4. SOlUGAOD de Agar------m=mnnnnmmmmmmm e 800 mL
5. pH7

Meio tween sélido

1. Solugdo MgS0O4.7H20 (IM)----mmmmmmmmmmmmmmme s 1 mL
2. Solugao de SaiS------=-===m=s=smsmm e e 200 mL
3. Tween 80-------mmm oo 10 mL
4. SOIUGAOD dE Agar-----=====nnmmm = 800 mL
5. pH7

Meio NBRI-P (NAUTIYAL, 1999)

1. Glicose------------------- e e -10 g
2. Casz(POa4)2m-mmmmmmmmmm oo e e -5¢
e TR 10031 59
(o O — S— 0,2 g
5. MQOSO4. 7H20-m=mmm e e 0,259
(R 1 Fic{o Y —— S — 0,1g
7. AQUA--—mmmm e .s.p.1000 mL
8. Agar--mmmm e 15g
9. pH7
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Meio Pikovskaya’s (PIKOVSKAYA, 1948)

1. Extrato de leveduras----=-=-=-===s=cmememememe e e 059
2. Glicose------------------- e -10 g
3. Ca3(PO)4m-m-mmmmmmmmmmm o oo e e e 59
4. (NH4)2SO4--------------- mem e e e e e e 059
- J (o — S — 0,2 g
T 10 P ——— 0,1g
7. MnSO4.H20 S— S — 0,0001 g
ST =370 T4 T S — 0,0001 g
9. Agua destilada---------=======mmmmmmm e 0.s.p.1000 mL
10, AQar-mmmmmm e 159
11.pH 7

2. Agua destilada---------======mmmmmmm e 800 mL

Solucéao de sais

1. NazHPOg----------mm oo o -4 ¢
7 )= 0 — — —4g
T (7 =T — 100 mL
4. NACI--mmmm oo 100 mL
5. Agua destilada---------=======mmmmmmm oo 0.s.p.1000 mL

Coloracdo de gram (MINISTERIO DA SAUDE, 2001)

Solucgéo de cristal de violeta

1. Violeta de metila-------=-=-===mmmmm oo 49
2. Oxalato de amoOnia-------=-======m=m s e 49
3. Alcool etilico e 100 mL
4. AlcoOl MEetiliCO=mmn-mmmmmmmmmmm e e 100 mL
5. Agua destilada-----=--====m==nmmmmmmmme e 600 mL




Solugéo de lugol

1. lodeto de potassio--------------=-------------- e 45¢g
2. 10d0 MEtAliCO---------mmmmmm e 39
3. Agua destilada-------=======nmmmmmm e 450 mL

Solucéao de safranina
1. Safranin@-------------=----=-m-mmemmm oo - 25¢g
2. Agua destilada---------=---=--mmmmmm e 500 mL

Reagente CAS (SCHWYN; NEILAND, 1987)

Solucéo A
1. Cromo AZUl S--mmmmmmmm oo e e e 12,2 mg
2. Agua destilada e e 10 mL
Esterizar por filtragao
Solucéao B
1. HCL (concentradQ)---------=-=======nmmmmmmmmmmmme- e 84 uL
2. Agua (deionizada)-------=-=====nmmmmmmmmmmm e 100 mL
3. FeCL3. 6H20 (1 MIM)-mnmmmmmmm oo oo 27 mg
Solugcéao C
1. Brometo de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA)------------- --21,9 mg
2. Agua (destilada)------========mmmmmmmm e 25 mL
Solucéao D
1. Piperazina anidra (PIPE)------------=--=-=-------- e 4,307 g
2. Agua (deionizada)-----=--==s===esesmeencmmen e 40 mL

3. pH 5,6 (ajustar com HCL)

103

Adicionar 7,5 mL de solucdo A com 1,5 mL da solugéo B. Posteriormente,

adicionar a mistura ao contetdo da solucdo C e homogeneizar. Transferir a mistura

para um baldo volumétrico e adicionar todo o contetdo da solugcdo D e completar o

volume para 100 mL com agua destilada.



Solugéo de lise

1. Tris HCL (IM) pH 7,5---------m-nnmmmmmmmmmmeeeee e S — 5 mL
72 = 0 ) S — e 5 mL
3. NaCl (5M)---------------- e 8 mL
4. SDS (10%) S — e 10 mL
5. Agua destilagda--------=====mn=mmmmmmm e g.S.p.100 mL
Solucéo TioE1 (DNAse free)
1. Tris HCL (IM) PH 7,5-mmmmmmmm oo 1
mL
2. EDTA (0,5M) oo S — --100 pL
3. Agua destilada-----------==---==--=mmmenmmm- S — -9.s.p.50 mL
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Anexo Il

Tabela 6: Avaliacao da resisténcia dos 22 isolados associados a planta de arroz e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense

Isolados Ampicilina Cloranfenicol Estreptomicina Tetraciclina Acido nalidixico %CIAC
30 50 100 200 30 50 100 200 30 50 100 200 30 50 100 200 30 50 100 200
R18 + - - - - - - - - - - - - - - - + + + + 25,0
R20 + - - - - - - - - - - - - - - - + + + + 25,0
R21A - - - - + - - - - - - - - - - - + + + + 25,0
R21B + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100,0
R23 + + + + + + + + + + - - + + + + + + + + 90,0
R50 + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + 80,0
R59 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100,0
R62A - - - - + - - - - - - - - - - - + + + + 25,0
R62B + - - - - - - - - - - - - - - - + + + + 25,0
R64 - - - - - - - - - - - - - - - - + + + + 20,0
R68 + + + + + + + + - - - - + + + + + + 80,0
R130 + + + + + + - - - - - - + + - - + + + + 60,0
R136A - - - - + + - - - - - - + - - - + + + + 35,0
R136B - - - - + + - - - - - - + - - - + + + + 35,0
R139 - - - - + + + + - - - - + + + + + + + + 60,0
R141 + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + 80,0
R145 + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + 80,0
R147A - - - - + + - - - - - - + - - - + + + + 35,0
R147B - - - - + + - - - - - - + + - - + + + + 40,0
R148 + + + + + + - - + + + - + + + + + + + + 85,0
R158 + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + 80,0
R161 + + + + + + + + + + + - + + + + + + + + 95,0
BR322 + + + + + + + - + + + + + + + + + + + + 95,0
BR520 + + + + + + + + + + - - + + + - + + + + 85,0
FP2 + + + + + - - - + + + + - - - - + + + + 65,0

%CICA 68,0 56,0 56,0 560 84,0 720 480 440 320 320 240 160 720 600 52,0 48 100,0 1000 100,0 100,0

(FP2) para diferentes concentracdes (30 ug mL1, 50 yg mL1, 100 ug mL* e 200 yg mLt) dos antimicrobianos Ampicilina, Cloranfenicol, Estreptomicina,
Tetraciclina e Acido nalidixico.

Resisténcia ao antimicrobiano (+); Sensibilidade ao antimicrobiano (-).

%CIAC: Percentagem de crescimento dos isolados nos diferentes antibiéticos e concentracdes testadas.

%CICA: Percentagem de crescimento dos isolados em cada concentracédo de antibiético testado.



Anexo Il
Tabela 7: Uso de diferentes fontes de carbono, atividade enzimatica e produgédo de sideroforo para 22 isolados bacterianos associados a planta de arroz
e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e BR520) e A. brasilense (FP2)
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Isolados

R18

R20

R21A

R21B

R23

R50

R59

R62A

R62B

R64

R68

R130

R136A

R136B

R139

R141

R145

R147A

R147B

R148

R158

R161

BR322

BR520

FP2

Fontes de carbono

Acido maleico

+

+

Acido malico

+

+

Acido nicotinico

Acido succinico

+ [+ |+

Arabinose

+ [+

+ |+

+ |+

+ |+

+ [+

+ |+

Frutose

+

+

+

+ |+ |+

Glicerina

Glicose

Inositol

Manitol

++ |+

+ [+ |+

Manose

+ [+ +

Sacarose

Sorbitol

Trealose

+ [+

+ 1+ |+

+l |+ |+ |+

S S o o S

[+ +

4|+ ||+ ]+ ]+

|||+ ]+

|||+ ]+

e N N N E e

4| |||+ ]+ ]+

A N A e E e

|+ ]+

4| |||+ ]+ ]+

Atividade

7

enzimatica

Amilase

Catalase

+

+

+

++]+ ]+

+

+

+

+

+

+

+

+

Celulase

+ |+

Fosfato acido

Fosfato basico

+ |+

+ |+

+ |+

+ [+

+ [+

+ |+

Lipase

+ 4+

+ 1+ |+

+ 4+

Protease

+

+

++ |+ |+

Producéo de sideréforo

+ 4|+ |+ ]+

Atividade positiva (+); Atividade negativa (-)



