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Fe da parte aérea, |) Fe do solo; m) Mn dos solo; n) Zn do solo; o) Al do solo; p) pH
do solo; q) Matéria orgénica; r) Saturacdo de Al (M%) do solo; s) CTC do solo e; t)
Carbono organico total sobre a: Biomassa microbiana do solo; Solubilizacdo de
CaHPOyg; Solubilizagéo de AIPO4; Solubilizagdo de FePOg; Sintese de AlA; Sintese de
ACC Desaminase; Antibiose a Fusarium sp.; Antibiose a Sclerotinia sclerotiorum;
Antibiose a Rhizoctonia sp., obtidos de micro-organismos endofiticos e rizosféricos

isolados de Hymenaea courbaril do Pantanal..............cccccevveieiiciicie e 27

Figura 7. Tamanho de Efeito d de Cohen’s (DZ) e intervalo de confianga a 95% de
probabilidade (95% IC) de: a) N da raiz; b) N parte aérea; c) P da parte aérea; d) P da
raiz; €) P do solo; f) K do solo; g) Ca do solo; h) Mg do solo; i) Cu do solo; j) Fe da
raiz; k) Fe da parte aérea, |) Fe do solo; m) Mn dos solo; n) Zn do solo; o) Al do solo;
p) pH do solo; q) Matéria organica; r) Saturagdo de Al (M%) do solo; s) CTC do solo
e; t) Carbono organico total, sobre a: Biomassa microbiana do solo; Solubilizagdo de
CaHPOg; Solubilizagdo de AIPO4; Solubilizacdo de FePOg; Sintese de AlA; Sintese de
ACC Desaminase; Antibiose a Fusarium sp.; Antibiose a Sclerotinia sclerotiorum;
Antibiose a Rhizoctonia sp., obtidos de micro-organismos endofiticos e rizosféricos
isolados de Hymenaea courbaril do Cerrado...........cocovvveriiieiieieiie e 28

Figura 8. Analises de Componentes Principais (PCA) relativas a PC1 e PC2, obtidas
de dados de tracos funcionais e grupos de micro-organismos endofiticos e rizosféricos,
isolados de Hymenaea courbaril nos biomas Pantanal e Cerrado. a) Biplot de grupos
de micro-organismos e variaveis (tracos funcionais), b) grafico de variaveis (tragos
funcionais), c¢) Coordenadas de grupamento de micro-organismos por local
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CAPITULO II: Tragos funcionais da microbiota endofitica radicular e rizosférica de

Hymenaea coubaril L., amostrada em Cerrado e Pantanal



Figura 1. A: Teste para avaliacdo da capacidade de fixagdo de nitrogénio por micro-
organismos simbioticos isoldados de Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado e
Pantanal. Tratamento controle com o Azospirillum brasilense, em que € possivel ver o
biofilme e a mudanca da cor do meio; B: tratamento com a bactéria isolada em que

ndo houve presenca da pelicula e nem mudanga de cor do Meio........cccceveeveveienen, 53

Figura 2. Teste para avaliacdo da capacidade de inibitoria de bactérias simbiéticas
isoladas de Hymenaea courbaril, amostrada no Pantanal. A: Antagonismo da bactéria
HPAEB7 a Fusarium sp.; B. Antagonismo da bactéria HPAR27 a Sclerotinia
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Figura 3. Teste para avaliacdo da capacidade de inibitéria de fungos simbidticos
isoldados de Hymenaea courbaril, amostrada no Pantanal. A: Antagonismo do fungo
HPAF5 a Fusarium sp.; B. Antagonismo do fungo HPAF4 a Sclerotinia sclerotiorum

Figura 4. Teste para avaliacdo da capacidade de inibitoria de bactérias simbioticas
isoladas de Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado. A: Antagonismo da bactéria
HCEB7 a Fusarium sp.; B. Antagonismo da bactéria HCEB4 contra Sclerotinia
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Figura 5. Teste para avaliacdo da capacidade de inibitoria de bactérias simbioticas
isoladas de Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado. A: Antagonismo do fungo
HCEF10 contra Fusarium sp.; B: Antagonismo do fungo HCEF3 contra Rhizoctonia

sp.; C: Antagonismo do fungo HCEF8 contra Sclerotinia sclerotiorum...................... 57
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RESUMO

ROCHA, ANA FLAVIA DE SOUZA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde
— GO, fevereiro de 2020. Diversidade funcional da microbiota endofitica e
rizosférica de Hymenaea courbaril L. no Cerrado e Pantanal. Orientadora: Luciana
Cristina Vitorino. Coorientadores: Dra. Juliana de Fatima Sales; Dra. Layara
Alexandre Bessa; Dr. Raoni Ribeiro Guedes Fonseca Costa.

A microbiota do solo pode influenciar na manutencdo da biodiversidade, na
participacdo da ciclagem de nutrientes, promovendo crescimento vegetal, realizando
antibiose a patdgenos e até auxiliando na reparacdo ambiental pelo estabelecimento de
associacdo com as plantas. Tais relaces séo alvo de interesse de pesquisadores e tém
diversas aplicacdes ecoldgicas e biotecnoldgicas. Este estudo é o primeiro relato da
diversidade microbiana associada a Hymenaea courbaril. Objetivou-se com esse
estudo avaliar o efeito dos atributos nutricionais do solo sobre os tracos funcionais da
microbiota endofitica radicular e rizosférica de Hymenaea courbaril, amostrada em
Cerrado e Pantanal, e tambeém avaliar a funcionalidade desta microbiota com vistas a
promocdo do crescimento vegetal. Amostras de raizes e solo rizosférico foram obtidas
de espécimes coletados no Cerrado e Pantanal. Para este estudo, foram feitos a
caracterizacgdo nutricional do solo e os testes de solubilizacdo dos fosfatos de CaHPOa,
AlIPOs ou FePOs, sintese de AIA, enzima ACC desaminase bem como a agédo
antagonista frente aos fitopatdgenos Fusarium sp. Rhizoctonia sp. e Sclerotinia
sclerotiorum. Foram isolados um total de 56 bactérias e 21 fungos, tendo sido
verificado que caracteristicas do solo como pH, M.O, Fe da raiz, Fe da parte aérea,
Fe do solo e Mn do solo exerceram efeito sobre a funcionalidade da comunidade
microbiana. Em diferentes proporc¢oes, foi detectada capacidade de alguns isolados em
solubilizar fosfatos CaHPO4, FePOs e AIPOg4, produzir o fitorménio auxina, enzima
ACC desaminase, bem como terem apresentado acdo antagonista a Fusarium sp.,
Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia sp. Conclui-se que existem micro-organismos
endofiticos e rizosféricos associados a Hymenaea courbaril com potencial para
promocdo do crescimento vegetal a serem explorados para producin Ao
bioinoculantes.

PALAVRAS-CHAVE: biodiversidade, micro-organismos, bioprospeccéo.



ROCHA, ANA FLAVIA DE SOUZA. Federal Institute of Goias — Rio Verde Campus
— Goias, Brazil, February 2020. Functional diversity of the endophytic and
rhizospheric microbiota of Hymenaea courbaril L. in the Cerrado and Pantanal.
Supervisor: Luciana Cristina Vitorino. Co-supervisors: Dr. Juliana de Fatima Sales;
Dr. Layara Alexandre Bessa; Dr. Raoni Ribeiro Guedes Fonseca Costa.

ABSTRACT

The soil microbiota can influence the maintenance of biodiversity, contribute to
nutrient cycling, promote plant growth, establish antibiosis to pathogens, and even
help repair the environment, by establishing associations with plants. These
relationships are of considerable interest to researchers, given that they may have
numerous ecological and biotechnological applications. This study is the first report on
the diversity of the microbiota associated with Hymenaea courbaril. The study
evaluated the effects of the nutritional attributes of the soil on the functional features
of the radicular, endophytic, and rhizospheric microbiota of Hymenaea courbaril,
sampled in the Cerrado savanna and Pantanal wetlands, and the functionality of this
microbiota for the promotion of plant growth. Samples of the roots and rhizospheric
soil were obtained from specimens collected in the Cerrado and Pantanal. The study
was based on the nutritional analysis of the soil and tests for the solubilization of
phosphates CaHPO4, AIPO4, and FePQOg, the synthesis of AIA and the enzyma ACC
desaminase, as well as antagonist action toward the phytopathogens Fusarium sp.
Rhizoctonia sp., and Sclerotinia sclerotiorum. A total of 56 bacteria and 21 fungi were
isolated, and the analyses indicated that soil characteristics, such as the pH, organic
matter, Fe in the root, plant, and soil, and Mn in the soil had an effect on the
functionality of the microbial community. The analyses also determined the capacity,
in different degrees, of some of the isolates to solubilize phosphates, CaHPOa, FePOg,
and AIPQg, synthesize the phytohormone auxin and the ACC desaminase enzyme, as
well as antagonistic action against Fusarium sp., Sclerotinia sclerotiorum, and
Rhizoctonia sp. Overall, the results of the study indicate the existence of endophytic
and rhziopheric microorganisms associated with Hymenaea courbaril that have the
potential to promote plant growth, and may be exploited for the production of
bioinoculants.

KEYWORDS: biodiversity, microorganisms, bioprospecting.



1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ formado por biomas de caracteristicas distintas: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. Cada um desses ambientes
abriga diferentes tipos de flora e fauna (MMA, 2019). Na regido Centro-Oeste, ha
predominio dos biomas Cerrado e Pantanal. O Cerrado é o segundo maior bioma
brasileiro (MMA, 2019). As espécies de plantas que vivem em suas fitofisionomias
desenvolveram adaptacGes para solos de baixa fertilidade, acidos, com altos teores de
aluminio e baixa precipitacdo media anual (Oliveira et al., 2002).

Esse bioma é um dos cinco hotspots de biodiversidade da América do Sul,
compreendendo um numero significativo de espécies endémicas (Joppa et al., 2011).
O bioma Pantanal é considerado uma das maiores extensdes umidas continuas do
planeta. Os endemismos sdo raros por ser uma planicie recente, estruturada ja no
quaternério, outro fator que contribui sdo as barreiras geograficas que favorecem o
processo de especiacdo entre a planicie e os dominios em seu entorno (Cerrado,
Amazonico, Atlantico) e a regido do Chaco, abrigando uma biodiversiade com mais de
2.000 plantas (Alho, 2008; Pott et al., 2011; Alho et al., 2011).

Uma espécie comum aos dois biomas é Hymenaea courbaril, popularmente
conhecida como jatoba. Essa espécie tem sido indicada para a recuperacao de areas
degradadas e vem sendo foco de trabalhos cientificos em diversas areas como
fisiologia e bioquimica vegetal, biotecnologia e melhoramento genético de plantas
(Paiva, 2003; Oliveira et al., 2011). Seus frutos, folhas, sementes, cascas e madeira séo
usados nas industrias e tém expressiva importancia econémica (Zuba et al., 2010;
Costa et al., 2011). E uma espécie de ampla distribuicio geografica, que se desenvolve
satisfatoriamente em ambientes com diferentes caracteristicas edafoclimaticas.

No entanto, ndo somente a fauna e a flora dos biomas séo influenciadas pelas
caracteristicas edafoclimanticas locais, mas também a microbiota do solo de
rizosférico e endofiticos (Leff et al., 2015), sendo as variaveis ambientais mais
relevantes para o estabelecimento da microbiota simbiotica a plantas, pH, CTC,
matéria organica, teores de P e N. Deste modo, a qualidade ambiental pode ser medida
pela diversidade biolégica local, entre elas a microbiana, sendo a biomassa microbiana

considerada um excelente bioindicador de qualidade dos solos, uma vez que atua nos
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processos biogeoquimicos, refletindo o nivel de degradacdo ou alteragdes na
qualidade do solo e do ambiente (Hoffmann et al., 2018).

Deste modo, em um contexto ecoldgico, a relagdo planta X micro-organismo
tem merecido destaque, principalmente no que diz respeito a diversidade biologica e
funcional de micro-organismos que podem desenvolver associa¢des benéficas com as
plantas, que influenciam a nutricdo, o crescimento e  sua resisténcia a patdgenos
(Gaggia et al., 2013; Santoyo et al., 2016).

A influéncia dos micro-organismos que vivem associados simbioticamente a
planta esti relacionada as suas atividades metabdlicas Unicas, que possibilitam a
promogéo do crescimento vegetal de forma direta ou indireta (Compant et al., 2010).

Como acdo direta, estd a expressdo de tracos funcionais associados a
capacidade de fazer a fixacdo bioldgica de nitrogénio (Ashraf et al.,, 2011),
solubilizacdo de fosfatos (Rodriguez et al., 2009), producdo de fitormdnios como
auxinas, giberelinas e citocininas e atividade da ACC desaminase (Cassan et al., 2009;
Siddikee et al., 2010). Indiretamente, agem por meio do controle bioldgico de
fitopatdgenos (Wang et al., 2009; Pandya et al., 2015). E, desta forma, podem ser
fonte de novos compostos quimicos e bioldgicos, com propriedades antimicrobianas
de ampla utilizag&o industrial (Strobel, 2003).

Entre os diversos efeitos destes micro-organismos nas plantas, também sdo
verificados ajuste osmotico, controle da abertura e fechamento estomatico,
modificacdo da morfologia radicular, aumento da eficiéncia fotossintética, aumento da
captacdo e alteracdo do acumulo de minerais, suprimento de vitaminas essenciais e
metabolismo do nitrogénio (Figueiredo et al., 2008).

Esses micro-organismos podem viver externa ou internamente na planta
associada em um nicho endofitico e/ou rizosférico. Os endofiticos vivem no interior
dos tecidos vegetais sem causar prejuizos e podem ndo apenas promover 0
crescimento da planta, mas também ajudar o hospedeiro a tolerar condic¢des de estresse
e inibir a acdo dos fitopatdégenos (Hardoim et al., 2015; Santos et al., 2011; Mehnz,
2011). Em contrapartida, esses micro-organismos encontram em seu hospedeiro um
habitat livre da concorréncia com outros micro-organismos. Ja os rizosféricos habitam
e obtém seus nutrientes da rizosfera. Vivem nos solos ao redor das raizes, onde
ocorre a maior parte das interagdes entre micro-organismos e plantas, sendo

considerada uma das interfaces mais dindmicas da Terra (Philippot et al., 2013).
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O conhecimento destas intreracdes tem sido explorado visando a sua aplicacéo
na agricultura, seja como biofertilizantes, biocontrole de pragas e doengas ou como
promotores do crescimento vegetal (Compant et al., 2010). Como exemplo, podemos
citar a busca por micro-organismos solubilizadores de P. O fésforo (P) é um dos
principais macronutrientes essenciais para 0 crescimento e desenvolvimento das
plantas, dado seu papel nos processos estruturais, funcionais e de transferéncia de
energia (Parentoni et al., 2011). Existem grandes reservas de P em formas insollveis
no solo, e sua alta reatividade com elementos como aluminio (AIPO.), ferro (FePO4) e
calcio (CaHPO4) o torna indisponivel para as plantas.

Entre as bactérias da rizosfera, algumas sdo capazes de secretar acidos
organicos e fosfatases, que facilitam a conversdo do P de formas insollveis em
sollveis, tornando-o disponivel para as plantas (Chen et al., 2006; Venieraki et al.,
2011). E, considerando que solos do Cerrado sdo extremamente intemperizados, com
alta adsor¢do quimica, baixa disponibilidade de P e predominancia de 6xidos de Fe e
Al (Reatto et al., 1998; Lopes et al., 2012), 0 uso destes micro-organismos nao sé
possibilitaria a promocdo do crescimento vegetal, como também minimizaria a
necessidade do uso da fertilizacdo quimica. Cabe ressaltar que as fontes de P ndo sdo
renovaveis, portanto, finitas, além de ter um custo agregado e gerar impactos
ambientais.

Alguns micro-organismos desempenham papéis importantes na tolerancia das
plantas a estresses ambientais, entre eles o hidrico, condi¢Bes essas comuns na regiao
dos cerrados, principalmente durante o inverno. Estes micro-organismos tém
capacidade de produzir a enzima ACC desaminase, que diminui a producdo do etileno
nas raizes de plantas, resultando no seu alongamento (Prigent-combaret et al., 2008;
Vurukonda et al., 2016), promovendo, por consequéncia, seu crescimento mesmo em
condicBGes de estresse hidrico. A promocdo do crescimento vegetal também pode
ocorrer pela sintese do acido indolacético (AlA) (Golubev et al., 2011; Gaggia et al.,
2013), que pode favorecer a planta no alongamento de suas raizes e no aumento de
pelos radiculares, o que favorece a captacdo de nutrientes e agua.

Por outro lado, o controle biologico de fitopatdogenos e pragas tem sido uma
das aplicacbes da funcionalidade desta microbiota. Alguns fungos sdo produtores de
substancias secundarias que podem atuar como inibidores de herbivoria (Mahapatra e
Banerjee, 2012; Venugopalan e Srivastava, 2015; Musavi et al., 2015). Outros micro-

organismos sintetizam biomoléculas que podem atuar diretamente no controle



bioldgico de outros micro-organismos fitopatogénicos, nematoides e insetos (Aktar et
al., 2014; Parmar et al., 2015).

Diante do exposto, estudos que visam a isolar, avaliar e identificar micro-
organismos que tém um ou mais tracos funcionais, sejam eles efetivos na promocao
direta ou indireta do crescimento e produtividade vegetal, sdo fundamentais para o
melhor entendimento das relagBes ecoldgicas planta-micro-organismo, além da
possibilidade de explorar estes conhecimentos em prol de uma agricultura mais

sustentavel.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos atributos nutricionais do solo sobre a diversidade funcional
da microbiota endofitica radicular e rizosférica cultivdvel de Hymenaea courbaril,
amostrada em Cerrado e Pantanal, e também avaliar a funcionalidade desta microbiota

com vistas a promocdo do crescimento vegetal.
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Atributos nutricionais do solo que afetam a diversidade funcional da microbiota

endofitica e rizosférica de Hymenaea courbaril L.

RESUMO

Este trabalho objetivou verificar a influéncia de atributos do solo sobre a diversidade
funcional da microbiota endofitica e rizosférica isolada de Hymenaea courbaril L. nos
biomas Pantanal e Cerrado. Os micro-organismos foram testados quanto a sua
capacidade de solubilizagdo de CaHPO4, FePO4 e AIPOs, quanto a capacidade de
sintetizar AIA e a enzima ACC desaminase, bem como por sua acdo antagonista a
Fusarium sp., Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia sp. A diversidade funcional,
dentro de cada traco, foi confrontada com caracteristicas do solo rizosférico de H.
courbaril amostradas nos diferentes biomas. Foram isolados 77 micro-organismos, 59
bactérias e 21 fungos, havendo predominio das bactérias Gram-negativas (49% dos
isolados). Os atributos do solo que influenciaram a diversidade funcional dos micro-
organismos endofiticos e rizosféricos de H. courbaril entre os dois biomas foram
matéria organica e pH. O Cerrado apresentou mais isolados que inibiram fortemente
Rhizoctonia sp., 24% quando comparado a 11% do Pantanal, permanecendo  esta
tendéncia para as antibioses a S. sclerotiorum 24% e Fusarium sp. 50% contra 22 e
27% observados no Pantanal, respectivamente. Os dois biomas apresentaram 100% de
micro-organismos que sintetizam ACC desaminase. O Pantanal apresentou maior
nimero de micro-organismos classificados como muito fortes, quando comparados ao
Cerrado. O bioma Cerrado se destacou quanto ao nimero de micro-organismos
solubilizadores de FePO4, mas menor nimero de micro-organismos solubilizadores de
AIPO4, quando comparado ao Pantanal. Para a capacidade de solubilizacdo de
CaHPO4, o Pantanal apresentou maior nimero de micro-organismo classificados como
muito fortes. A analise de grupamento da PCA indicou que o grupo de micro-
organismos ndo difere entre os biomas. Conclui-se que caracteristicas do solo
rizosférico como pH, M.O, Fe da raiz, Fe da parte aérea, Fe do solo e Mn do solo
exerceram efeito sobre a funcionalidade da comunidade microbiana de H. courbaril.
N&o observamos diferenca na diversidade funcional da microbiota simbiética a H.
courbaril, amostrada nos biomas, mas bactérias gram-negativas do Pantanal e fungos
do Cerrado se mostraram bastante divergentes dos outros grupos e especializados nos
tragcos solubilizacdo de CaHPOs4, FePOs e AIPO4 e sintese de AIA e ACC para
bactérias gram-negativas do Pantanal e antibiose Fusarium sp. a Sclerotinia
sclerotiorum e a Rhizoctonia sp para os fungos do Cerrado.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias, fungos, diversidade microbiana.



Soil nutritional attributes affect the functional diversity of the endophytic and
rhizospheric microbiota of Hymenaea courbaril L.

ABSTRACT

The objective of this chapter was to verify the influence of soil attributes on the
functional diversity of the endophytic and rhizospheric microbiota isolated from
Hymenaea courbaril L. in the Pantanal and Cerrado biomes. The microorganisms
were tested for their capacity to solubilize CaHPQO4, FePO4 and AIPOg, to synthesize
AIlA and the enzyme ACC deaminase, as well as for their antagonistic action toward
Fusarium sp., Sclerotinia sclerotiorum, and Rhizoctonia sp. The functional diversity of
each trait was compared with the characteristics of the rhizospheric soil of H.
courbaril sampled in the two biomes. A total of 77 microorganisms were isolated,
including 59 bacteria and 21 fungi were, with a predominance of Gram-negative
bacteria (49% of the isolates). The soil attributes that most influenced the functional
diversity of the endophytic and rhizospheric microorganisms of H. courbaril between
the two biomes were organic matter and pH. More isolates from the Cerrado (24%)
presented a strong inhibitive effect on Rhizoctonia sp. in comparison with the Pantanal
(11%), with a similar pattern being found in the antibiosis to S. sclerotiorum (24% of
the isolates from the Cerrado vs. 22% of those from the Pantanal) and Fusarium sp.
(50% vs. 27%). In both biomes, 100% of the microorganisms synthesize ACC
deaminase. A larger number number of microorganisms classified as very strong were
recorded in the Pantanal in comparison with the Cerrado. While a larger number of
FePO4 solubilizing microorganisms were recorded in the Cerrado in comparison with
the Pantanal, it had a smaller number of AIPO4 solubilizing microorganisms. In the
case of the capacity of the microorganisms for the solubilization of CaHPOQg, the
Pantanal had a larger number classified as very strong. The PCA cluster analysis
indicated that the set of microorganisms does not vary between the biomes. The results
of the study indicated that the characteristics of the rhizospheric soil, such as the pH,
OM, Fe of thd root, plant, and the soil, and the Mn of the soil all had a significant
effect on the functionality of the microbial community associated with H. courbaril.
No major variation was found in the functional diversity of the symbiotic H. courbaril
microbiota sampled in the two biomes, although the gram-negative bacteria from the
Pantanal and the fungi from the Cerrado were quite distinct from the other groups. The
gram-negative bacteria from the Pantanal presented a degree of specialization for the
solubilization of CaHPO4, FePO4, and AIPO4, and the synthesis of AIA and ACC. The
fungi from the Cerrado presented distinct traits for the antibiosis of Fusarium sp.,
Sclerotinia sclerotiorum, and Rhizoctonia sp.

KEYWORDS: bacteria, fungi, microbial diversity.



4.1 INTRODUCAO

A diversidade estrutural e funcional de comunidades microbianas é
influenciada por varios fatores bioticos e abidticos, entre eles, clima, sazonalidade, uso
e ocupacdo do solo, manejo do solo, tipo e estrutura do solo, espécies de plantas e
estagio de desenvolvimento vegetal (Berg e Smalla, 2009).

E pressuposto que, para os diferentes tipos de solo e plantas, existem
comunidades microbianas especificas, podendo ser estas comunidades afetadas por
propriedades quimicas e fisicas dos solos, sobretudo em se tratando de pH e textura do
solo (Bach et al., 2010; Bissett et al., 2010, Mendes et al., 2012; Barnett et al., 2019).
Do mesmo modo, os nutrientes do solo podem alterar o perfil transcricional de seu
microbioma (Carvalhais et al., 2013).

Alguns estudos tém avaliado o efeito dos diferentes usos do solo e suas
caracteristicas nas dindmicas das comunidades microbianas. Leff et al. (2015)
observaram que o microbioma é sensivel a adicdo de N e P, acarretando reducdo da
biomassa microbiana e das taxas respiratorias (Ramirez et al., 2012; Campbell et al.,
2010; Ramirez et al., 2010), o que influencia diretamente sobre grupos funcionais
especificos, como oxidantes de amonia e fungos micorrizicos (Treseder, 2004).

Efeitos de outras propriedades do solo foram avaliados por Barnett et al. (2019),
que verificaram que o pH em solos florestais explica 69% da variacdo na composicao
da comunidade microbiana. J& em areas de cultivo, o pH juntamente com a relagdo
C:N explicam 59% e, em solos mais antigos, o pH e a relagdo C:N bem como a
matéria organica do solo explicaram 71% da varia¢do na comunidade microbiana.

Contudo o solo € apenas um dos fatores que influenciam a diversidade estrutural e
funcional da comunidade microbiana. Sabe-se que as plantas liberam na rizosfera
exsudatos (&cidos organicos, aminoacidos, proteinas, agtcares, compostos fenolicos e
outros metabolitos secundarios) (McNear Jr., 2013) e mucilagens que sdo facilmente
utilizados pelos micro-organismos, sendo que estes fatores frequentemente moldam as
comunidades microbianas (Shi et al., 2011). Além disso, a liberagdo de exsudatos
ocasiona varios processos bioldgicos e ecologicos complexos (Sasse et al., 2018;
Philippot et al., 2013) que afetam diretamente a colonizagdo pelos micro-organismos.

Assim como as plantas influenciam a presenga de micro-organismos na
rizosfera, eles desempenham papel importante na nutrigdo mineral de plantas, seja pela

solubilizacdo de nutrientes como o P, que pode estar presente nos solos em grandes
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concentragfes, mas imobilizado nas formas de fosfato de aluminio (AIPOs), ferro
(FePOy) e célcio (CaHPO4), ndo estando, por consequéncia, prontamente disponivel
para as plantas (Smith et al., 2011; Bini e Lopez, 2016; Alori et al., 2017); participam
da ciclagem biogeoquimica do carbono e nitrogénio, como indicadores da qualidade
do solo, como decompositores e também exercendo efeito de antibiose contra
patdégenos (Tedersoo et al., 2014; Dantas et al., 2014). Isto se deve a grande
diversidade genética e a capacidade de exercer funcOes Unicas e de extrema
importancia na manutencao de ecossistemas.

Hé& consenso sobre o fato de que tanto as propriedades do solo quanto as espécies
vegetais influenciam na estrutura e fungdo das comunidades microbianas. Entretanto a
proporcdo em que ambos os fatores contribuem ainda ndo € totalmente elucidada
(Berg e Smalla, 2009). Somado a isso, poucas pesquisas avaliam o efeito das
propriedades quimicas dos solos sobre a diversidade funcional de micro-organismos
endofiticos e rizosféricos em é&reas florestais nativas. Atualmente, ndo existem
trabalhos na literatura que descrevem a microbiota funcional de Hymenaea coubaril.
Descrever a funcionalidade da microbiota do Cerrado tem sido uma tendéncia, pois
muitos desses micro-organismos tém propriedade biotecnoldgica, sendo assim, esse
trabalho é pioneiro. Desta forma, procuramos responder as seguintes perguntas: 1) Os
atributos quimicos do solo afetam a diversidade funcional de micro-organismos
endofiticos e rizosféricos isolados de Hymenaea coubaril? 2) A diversidade funcional
de micro-organismo endofiticos e rizosféricos isolados de Hymenaea coubaril difere
entre os biomas? Com isso, objetivou-se verificar a influéncia dos atributos quimicos
do solo sobre a diversidade funcional da microbiota endofitica e rizosférica isolada de

Hymenaea courbaril nos biomas Pantanal e Cerrado (Serra de Caldas).

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Obtengdo do material vegetal e caracteristicas do solo

Foram amostradas mudas jovens, totalmente desenvolvidas, de ocorréncia
natural da espécie H. courbaril nos biomas Cerrado e Pantanal. A amostra do Cerrado
foi obtida na area de preservacdo permanente do Parque da Serra de Caldas (Rio
Quente-GO), (17°48'29.77" de latitude Sul e 48°41'59.61" de longitude Oeste, a 985 m
de altitude), enquanto a amostra do Pantanal foi coletada no Parque Natural Municipal



de Piraputangas (MS), (19°14'26.79" de latitude Sul e 57°37°20.23" de longitude Oeste,
a 351m de altitude).

As mudas foram retiradas em blocos de solo, cortados com raio de 30 cm de
distancia do caule, de forma a proteger a raiz. Posteriormente, foram acondicionadas
em saco plastico esterilizado, imersas em gelo e transportadas para o Laboratério de
Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde, em Rio
Verde, GO. Juntamente foram feitos a coleta e 0 armazenamento asseptico de 10g de
solo que estava em contato direto com as raizes de cada uma das plantas coletadas. As
raizes foram imediatamente conduzidas a assepsia.

Amostras em triplicata de solo rizosférico foram analisadas e os dados da
concentracdo nutricional foram obtidos para os dois biomas. Foi avaliada a
concentracdo nutricional em amostras de raiz e de parte aérea das mudas amostradas.
A caracterizacdo nutricional média do solo rizosférico e muda de Serra de Caldas foi:
pH em CaCl: 4,8; N (raiz): 0,6 %; N (aérea): 0,63; Ca (solo): 1,23 cmol. dm™3; Mg
(solo): 0,63 cmolc dm3; Mn (solo): 10,33 mg/dm3; Al: 0,13 cmole dm3; K (solo): 0,4
cmole dm3; P (raiz): 0,10 %; P (aérea): 0,12 %; P (Solo): 1,2 mg dm;Cu (solo): 0,8
mg dm3; Zn (solo): 0,4 mg dm; Fe (raiz): 1216,66 mg/Kg; Fe (aérea): 684 mg/Kg ;
Fe (solo): 68,33 mg dm=; M.O.: 2,33 g/Kg; Sat. Al (M%): 4 %; C. Org. Tot.: 1,33 %.

E a caracterizacdo nutricional média do solo rizosférico e das mudas do
Pantanal foi: pH em CaCl: 5,93; N (raiz): 0,5 %; N (aérea): 1,03; Ca (solo): 6,43
cmolc dm™3; Mg (solo): 1,23 cmolc dm™3; Mn (solo): 124 mg/dm3; Al: 0 cmol. dm3; K
(solo): 0,38 cmolc dm3; P (raiz): 0,04 %; P (aérea): 0,08 %; P (Solo): 6 mg dm;Cu
(solo): 0,9 mg dm; Zn (solo): 0,33 mg dm?; Fe (raiz): 656,66 mg/Kg; Fe (aérea):
6153,33 mg/Kg ; Fe (solo): 21,33 mg dm®; M.O.: 1,63 g/Kg; Sat. Al (M%): 0 %; C.
Org. Tot.: 0,93 %. Além disso, amostras de solo rizosférico, em sextuplicata, foram
utilizadas na determinagdo da biomassa microbiana presente nos solos das diferentes

fitofisionomias.

4.2.2. Isolamento dos micro-organismos endofiticos radiculares

Fragmentos de raizes de aproximadamente 10 cm de comprimento foram
amostrados e submetidos a tratamento prévio de desinfestacdo, segundo método
descrito por Petrini e Muller (1986), com modificagdes. As amostras foram lavadas em

agua corrente, posteriormente imersas em agua de torneira com detergente neutro e



agitadas em mesa agitadora a 150 rpm, por 5 minutos. O material foi levado ao fluxo
laminar para assepsia com &lcool 70% (v/v)/ um min, hipoclorito de sddio (2,5%) de
cloro ativo (v/v)/ trés min e novamente alcool 70% (v/v)/ 30's, por fim, submetido a
3 enxagues consecutivos. Como controle do processo de assepsia, foram coletados 500
pL da &gua utilizada no enxague final das amostras para inoculagdo em tubos
contendo 5 mL de caldo nutriente. Fragmentos de aproximadamente 1 cm de raiz
foram obtidos com auxilio de pinca e tesoura e distribuidos superficialmente em placas
de Petri contendo meio Agar nutriente. As placas foram incubadas em estufa

bacterioldgica a 30 °C e observadas diariamente.

4.2.3. Isolamento dos micro-organismos rizosféricos

Aliquotas de 10g de solo rizosférico foram transferidas para Erlenmeyers de
250 mL, contendo 90 ml de solugéo salina (0,85% NaCl) esterilizada. Os frascos
foram agitados manualmente por meia hora em temperatura ambiente (28 + 1 °C).
Transcorrido esse tempo, foi feita uma diluicdo seriada, fator 10, coletando-se uma
aliquota de 1000 ul da suspenséo de solo e depositando-a em tubos de ensaio contendo
9000 pL de solucéo salina (0,85% NaCl) (v/v) esterilizada. A quantia de 100 pL de
cada diluicdo foi pipetada para placas de Petri contendo agar nutriente e espalhada
com alca de Drygalski. As placas foram incubadas a 28°C + 1 °C por um periodo de
24 a 48 horas.

4.2.4. Purificacdo e manutencéo dos endofiticos e rizosféricos

Colbnias bacterianas individuais foram purificadas pela técnica da semeadura
por estria em agar nutriente, ja as coldnias de fungo foram purificadas por obtencéo de
fragmento de micélio jovem que surgem das bordas dos fragmentos. Os isolados

foram estocados em colegéo de culturas em geladeira a 4°C.
4.2.5. Coloragéo de Gram e classificagdo das bactérias
As bactérias foram diferenciadas em Gram-positivas e Gram-negativas de

acordo com o protocolo de coloragdo de Gram (FREITAS & PICOLI 2007) e

classificadas com base na sua morfologia.



4.2.6. Avaliagdo da diversidade funcional

A diversidade funcional foi estimada para cada traco funcional analisado
(solubilizacdo de fosfatos, sintese de auxina, sintese de ACC desaminase e antibiose),
utilizando uma adaptacéo do indice de diversidade de Shannon-Weaver (H):

Em que:

S = é ariqueza de isolados desempenhando o traco funcional

Inpi = logaritmo de base neperiana;

4.2.7. Avaliagdo dos tragos funcionais

4.2.7.1. - Avaliacéo da capacidade de solubilizar fosfato de calcio, fosfato de ferro

e fosfato de aluminio

Para a avaliacdo das fontes de P, foi utilizado o meio de cultura GL (10g
glicose, 2g extrato de levedura) como testemunha, suplementado com uma das trés
fontes (CaHPQO4, AIPO4 ou FePOs). Para as amostras de bactérias, foi inoculado 1 mL
da cultura previamente padronizada em 10 mL de meio liquido GL e adicionado 1,26
g L de cada uma das fontes fosfatadas (CaHPO4, AIPO4 e FePQ4) (Barroso e Nahas
2008). Para os fungos, foi retirado um disco de 5 mm de didmetro com crescimento
micelial e inoculado em frasco de penicilina (um disco por vidro). As culturas
permaneceram sob agitacdo a 90 rpm, em 30 °C, por 72h. Posteriormente, foi feita a
medicdo do pH. Para a determinacdo da quantidade de P inorganico, foi utilizado o

método colorimétrico da vitamina C, a 725nm, de Gadagi e Sa (2002).

4.2.7.2. - Avaliacdo da capacidade de sintese de &cido indol acético (AlA)

A quantificagcdo de acido indol acético (AlA) foi feita de acordo com Kuss et
al. (2007) em meio DYGS. Uma curva padrdo de AIA foi construida com auxina
comercial e correlacionada com a absorbancia da amostra bacteriana. Os valores foram

expressos em pg mL.



4.2.7.3. - Avaliagéo da antibiose a Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum e a

Fusarium sp.

O teste de cultura pareada foi feito segundo Shiomi et al. (2008) em meio
batata dextrose (BDA). Para as bactérias, o teste foi por meio de duas estrias
equidistantes e um disco de 5mm do micélio do fungo disposto no centro da placa,
crescido por cinco dias. Para os fungos, foram utilizados discos de 6 mm de diametro
de colbnias dos fitopatdgenos e um disco de 6 cm de colbnia fangica, que foram
inoculados em polos opostos em placas de Petri (4 cm de distancia). As culturas
pareadas foram incubadas a 28°C durante 7 dias. Os testes foram feitos em triplicata.
Para o controle negativo, foi inoculado somente o fitopatdgeno em um polo da placa.
A inibicdo foi avaliada por medicGes do raio de crescimento do fitopatdgeno e por
comparagdo com o controle, ndo submetido as bactérias ou fungos simbidticos
testados.

As interacBes competitivas foram analisadas segundo a escala de Badalyan et
al. (2002). O diametro da coldnia fungo fitopatogénico foi medido com paquimetro e a
porcentagem de supressdo de cada fungo, calculada através do indice de inibicdo
relativo (IR):

IR (%) = (RC - RX) x 100, sendo:
RC
RC = raio da colénia do fitopatdgeno no tratamento controle

RX = raio da col6nia do fitopatdgeno pareada com o isolado endofitico ou rizosférico

4.2.7.4. -Avaliacédo da producéo da enzima ACC desaminase

Para esta avaliacao, foi utilizado o método descrito por Lucon et al. (2008), em
que a capacidade de crescimento dos isolados, em presenca de ACC, foi verificada em
meio liquido pela incubagéo por 48h a 27°C, sob agitacdo constante. Foi utilizado um
meio minimo com adi¢cdo de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) como Unica
fonte de N, com a seguinte composi¢do: 4 g de KH2PO4, 10 mg de H3BOg4, 6 g de
Na;HPO4, 10 mg de MnS04.7H20, 0,2 g de MgS04.7H20, 70 mg de ZnSO4, 1 mg de
FeSO4.7H20, 50 mg de CuSOs4, 2 g de glicose, 10 mg de MoOgz, 2 g de &cido
gluconico, 2 g de acido citrico, 3 mM de ACC e 1 L de agua destilada. A avaliagdo

final foi dada pela quantificacdo do crescimento bacteriano, utilizando o método



turbidimétrico (Romeiro, 2007), efetivado pela leitura de absorbancia (595 nm) em
espectrofotdmetro, comparando-se a leitura final (48 horas) com a do tempo zero.

4.2.7.5. - Determinacéo do carbono da biomassa microbiana do solo

Para a determinacdo da biomassa microbiana (mg kg solo), umidade na
capacidade de campo do solo Umido (CCU) e seco (CCS), foi utilizado o método
descrito por por Silva et al. (2007).

Cada amostra de solo rizosférico foi dividida em sete subamostras de 20 g (trés
fumigadas, trés ndo fumigadas e uma para umidade do solo) em frascos de vidro de
100 ml. Para determinacdo de umidade do solo, as amostras foram secas em estufa a
105 °C por 24 horas e, em seguida, pesadas. Nos frascos destinados a fumigacao, foi
adicionado 1 ml de cloroférmio isento de etanol. Os frascos foram seguidamente
fechados e armazenados por 24 horas. No dia seguinte, foi retirada a tampa dos frascos
em capela de exaustdo, deixando evaporar todo o cloroférmio (Witt et al., 2000).

Para a extracdo, que se da nas amostras fumigadas e ndo fumigadas, foram
adicionados 50 ml de solugdo de sulfato de potéssio (K2SO4) em cada amostra e
levado para agitador orbital por 30 minutos. O sobrenadante foi transferido com
auxilio de uma pipeta para um filtro de papel acoplado a funil e tubo de 50 ml. Ao
final da filtragem, é obtido o extrato de cada subamostra.

Para determinacgdo do carbono microbiano, foram transferidos 8 ml do extrato
para Erlenmeyer de 250 ml, adicionando 2 ml de solucdo 0,066 M de dicromato de
potassio, 10 ml de acido sulfarico P.A e 5 ml de acido orto-fosforico P.A.
Posteriormente, foram adicionados 70 ml de &gua deionizada, esperando esfriar e
adicionando 4 gotas de difenilamina. Por ultimo, foi feita uma titulacdo sob agitacdo
com uma solucéo 0,033 M de sulfato ferroso amoniacal. A solucéo titulada teve sua
coloracdo modificada de purpuro para verde.

4.2.8. Delineamento experimental e anélises estatisticas

Foram feitos graficos exploratorios, classificando os micro-organismos em 3
grupos (Bacterias Gram +, Gram — e Fungos) e de acordo com sua morfologia (cocos e
bacilos), dentro de cada bioma (Pantanal e Cerrado).



A classificagdo dos tracos funcionais avaliados - solubilizagdo de CaHPOs,
solubilizacdo de AIPO4 e solubilizacdo de FePOa, sintese de auxina (AlA), atividade
ACC desaminase e antibiose em relagcdo a Fusarium sp., S. sclerotiorum e Rhizoctonia
sp. - foi conduzida de acordo com a Tabela 01. Para estimativa da diversidade
funcional, foram considerados 0s micro-organismos enquadrados dentro da

classificacdo forte e muito forte.

Tabela 1. Classificacdo de micro-organismos isolados de raizes e solo rizosférico de H. courbaril dos
biomas Pantanal e Cerrado, de acordo com sua eficiéncia em executar diferentes tragos funcionais.

BACTERIA PANTANAL BACTERIA CERRADO
Traggs . Weak Moderate Strong Very Weak Moderate Strong Very
Funcionais strong strong
gt:)?:'bpilio;ation = 1727 < 3455 SO <6909 <1,742 < 3,484 < 5,226 < 6,968
SthIE(t;)i:ization = 0,989 <1978 S5 3,955 < 1,097 <2,193 < 3,290 < 4,386
glzgﬁization <0192 =0.384 = 0,576 <0768 <0,231 0,461 < 0,692 < 0,922

IAA synthesis <5,1625 <=10,325 <15487 <2065 < 3,488 <6,975 <10,463  <13,950

ACC
< < < <
desaminase = 0,251 =0,334 =tz < 1,003 <0,231 <0,463 < 0,694 <0,925

Ant.aFusarnum — _g1e3  <16365 <24548 < 32,730

sp. < 4,945 < 9,890 <14,835 <19,780
Ant. a S.
< < < <
sclerotiorum Sl <2610 REPEEERy < 52,220 <12,870 <25740 <38,610 <51480
Ant. a
Rhizoctonia sp. < 1,363 <2,725 < 4,088 < 5,450 0,000 0,000 0,000 0,000
FUNGI PANTANAL FUNGI CERRADO
Very Very
Weak Moderate Strong Weak Moderate Strong
strong strong
CaHPOq4

solubilization < 0,264 0,529 =0,793 < 1,057 <0,490 < 0,980 < 1,469 < 1,959

FePO:4
solubilization <0,212 <0,423 <0,635 <0,846 <0,216 <0431 < 0,647 <0,862

AIPOq
solubilization < 0,098 <0,196 < 0,294 <0,392 <0,144 <0,287 <0,430 <0,574

IAA synthesis 21280 <42560 <63,840 <85120 <27,845 <55690 <83535 <111,380

Ant. a
Fusarium sp. <11,895 <23,790 <35685 <47580 <12,500 < 25,000 < 37,500 < 50,000



Ant. a S.
sclerotiorum <11,575 <23,150 <34,725 <46,300 <38,518 < 17,035 < 25,553 34,070

Ant. a
Rhizoctonia sp. < 9,140 < 18,280 <27,420 <36,560 <9168 < 18,335 < 27,503 < 36,670

Para a comparacdo da diversidade funcional dos micro-organismos entre 0s
biomas, foi feita uma ANOVA pacote Im, seguida pelo teste de t de Student, utilizando
a fungdo Two Sample t-test. Para a analise do tamanho do efeito entre as caracteristicas
dos solos e os tragos funcionais, utilizou-se o Teste de Cohens DZ, utilizando o pacote
effsize e a funcdo cohensD. A estimativa do intervalo de confianca (95%) foi obtida
pela funcdo des do pacote compute.es.

Os dados de diversidade ecoldgica e funcional da microbiota endofitica
radicular e rizosférica foram correlacionados por meio de uma matriz de correlacéo
com os diferentes grupos de micro-organismos (bactérias gram-positivas, gram-
negativas e fungos) e combinados, com estas em uma andlise de componentes
principais (PCA).

Visando a reduzir a dimensionalidade de dados multivariados para dois
componentes principais, foram utilizados os pacotes FactoMineR (para anélise) e facto
extra (para visualizacdo baseada no ggplot2) e a funcdo prcomp. A padronizagdo dos
dados foi feita automaticamente pela funcdo PCA do pacote FactoMineR. O nimero
de componentes foi escolhido em funcdo dos autovalores (>1.0), e a variancia,
explicada (acima de 80%). Estabelecidos os componentes principais, procedeu-se aos
testes de inferéncia ANOVA para avaliar o efeito entre grupos de micro-organismos
por bioma.

Os dados relacionados a capacidade funcional (solubilizacdo de fosfatos,
sintese de AlA, etc.) foram comparados em grupos de micro-organismos, sendo eles:
gram +, gram — e fungos de cada bioma. Todas as andlises estatisticas foram feitas

utilizando o pacote estatistico R.

4.3. RESULTADOS

Foram isolados um total de 77 micro-organismos em raizes (endofiticos) e em
solo de rizosfera de H. courbaril nos biomas Cerrado e Pantanal, sendo 59 bactérias e
21 fungos. Destes, 21 bactérias e 15 fungos foram isolados na amostra do Cerrado e 35

bactérias e 6 fungos do Pantanal.



Na amostra coletada no bioma Pantanal, verificou-se predominancia de cocos
gram-negativos 49% (n=20), seguido por bacilos gram-negativos 24% (n=10), fungos
15% (n=6) e cocos gram-positivos 12% (n=5), ndo tendo sido verificada presenca de
bacilos gram-positivos para este bioma. Na amostra coletada no Cerrado, verificou-se
predominio de fungos com 42% (n=15), seguido por bacilos gram-negativos 28%
(n=10), bacilos gram-positivos 14%(n=>5), cocos gram-negativos 11%(n=4) e cocos

gram-positivos 5%(n=2) (Figura 1).

PANTANAL CERRADO

H Bacilos GRAM -
H Bacilos GRAM +
® Cocos GRAM +
m Cocos GRAM -
B Fungi

EBacilos GRAM -
B Bacilos GRAM +
H Cocos GRAM +
H Cocos GRAM -
EFungi

Figura 1: Percentual de micro-organismos isoladosendofiticos em raizes e solo de rizosfera de H.
courbaril nos biomas Cerrado e Pantanal.

As classificacdes das bactérias gram-positivas em relacdo aos tracos funcionais
mostraram que 100% delas apresentavam fraca capacidade de antibiose a Rhizoctonia
sp. nos dois biomas. Ndo foram isoladas bactérias capazes de promover antibiose a
S.sclerotiorum no Pantanal, entretanto, no Cerrado, verificou-se 50% de bactérias
classificadas como moderadas e 50% muito fortes na inibicdo deste patdgeno. Quanto
a antibiose a Fusarium sp., ambos os locais apresentaram bactérias eficientes em sua
inibicdo, sendo no Cerrado com 25% dos isolados classificados como muito forte,
50% forte e 25% moderadas e no Pantanal, 40 % fortes, 20% moderadas e 40% fracas
(Figura 02).

Em relagdo & atividade ACC Desaminase, 100% das bactérias foram
classificadas como muito fortes para os dois biomas. Quanto a sintese de AIA, no
Pantanal, foram verificadas as seguintes propor¢fes:  14% muito forte, 71% forte e
14% moderada; no Cerrado, 14% muito forte, 43% forte, 29% moderada e 14% fraco
(Figura 02).

Para a solubilizacdo de FePQOs, as bactérias do Cerrado apresentaram maior
eficiéncia, sendo 71% classificadas como muito fortes e 29% fortes, comparada ao



Pantanal, com 63% muito fortes, 25% fortes e 25% moderadas. Da mesma forma,
observa-se para a solubilizacdo de AIPO4 que o Cerrado apresentou 57% de bactérias
classificadas como muito fortes e 43% fortes; ja no Pantanal, com 25% como muito
fortes, 50% fortes e 25% consideradas moderadas. Avaliando a solubilizacdo de

CaHPO4, os dois biomas apresentaram 100% de bactérias classificadas como muito

fortes (Figura 02).
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Figura 2: Classificagdo de grupos microbianos (Gram +, Gram - e fungos) isolados de Hymenaea
courbaril dos biomas Pantanal e Cerrado, de acordo com a intensidade da expressao de diferentes tragos
funcionais.

Para a classificacdo das bactérias gram-negativas, Figura 02, em relacdo aos
tracos funcionais no Pantanal, para a capacidade de inibi¢do a Rhizoctonia sp., isolou-
se 8% de bactérias que inibiram fortemente este patdgeno, 8% que inibiram
moderadamente e 83% que inibiram fracamente. No Cerrado, verificou-se que 100%
das bactérias inibem fracamente este fitopatdgeno.

Em relacdo a capacidade de inibicdo do S. sclerotiorum no Cerrado, isolou-se
33% de bactérias que foram capazes de inibir moderadamente e 67% que inibiram

fracamente esse fitopatdgeno; ja na amostra do Pantanal, foram isoladas 33% de



bactérias que inibiram fortemente e 67% que inibiram moderadamente esse patgeno.
Quanto a capacidade de antibiose a Fusarium sp., os isolados de ambos os locais
mostraram eficiéncia na inibicdo desse fitopatdogeno. No Pantanal, as bactérias
apresentaram taxa de inibicdo de 6%, inibindo fortemente, 31% fortes, 50% como
moderadas e 13% como fracas. No bioma Cerrado, houve maior nimero de isolados
classificados como muito fortes 17%, 33% como fortes, 33% como moderados e 17%
como fracas.

Considerando a atividade ACC desaminase, ambos 0s biomas apresentaram
100% de bactérias que expressam fortemente este traco. Para a sintese de AlA,
observa-se no Pantanal 23% dos isolados classificados como muito fortes, 30% como
fortes e 27% moderados. E no Cerrado, 57% fortes, 14% moderados e 29% fracos.

Quanto a solubilizagdo de FePOs, no Pantanal 17% foram classificadas como
muito fortes, 50% fortes e 33 moderadas, em comparacdo com o Cerrado, com 27%
muito fortes, 53% fortes e 20% moderadas. Para solubilizagdo de AIPO4, no Pantanal
foram verificadas 17% muito fortes, 50% fortes 17% moderadas e 17% fracas,
enguanto no Cerrado, 13% muito fortes, 13% fortes, 47% moderadas e 27% fracas. Na
solubilizagdo de CaHPOs, observa-se no Pantanal 96% dos isolados classificados
como muito fortes e 4% como fortes, no Cerrado, 100% das bactérias expressaram
fortemente este trago.

Os resultados para os fungos, Figura 02, classificados em relacdo aos tracos
funcionais nos biomas indicam que para a acdo de antibiose a Rhizoctonia sp., 0s
fungos foram classificados no Pantanal como 17% muito fortes, 17% fortes, 17%
moderados e 50% fracos; ja no Cerrado, foram verificados 31% muito fortes, 6%
fortes, 6% moderados e 56% fracos. Atividade de antibiose contra S. sclerotiorum
apresentou para o Pantanal 17% dos isolados classificados como muito fortes, 50%
fortes e 33% fracos no Cerrado, 25% muito fortes, 16% fortes, 6% moderados e 50%
foram classificados como muito fortes; no Cerrado, eles foram classificados em 67%
muito fortes, 13% fortes, 7% moderados e 13% fracos.

Para capacidade de sintese de AIA, os fungos do Pantanal foram classificados
em 33% muito fortes, 33% fortes e 33% moderados; no Cerrado, 7% muito fortes,
20% fortes, 53% moderados e 20% fracos.

A capacidade fungica de solubilizacdo de FePO4 no Pantanal apresentou 17%

dos isolados classificados como muito fortes, 50% fortes e 33% moderados: no



Cerrado, 27% como muito fortes, 53% moderados e 20% fracos. Para capacidade de
solubilizag&o de AIPOa, no Pantanal, 17% muito fortes, 50% fortes, 17% moderados e
17% fracos; ja no Cerrado, 13% muito fortes, 13% fortes, 47% moderados e 27%
fracos. Quanto a capacidade de solubilizacdo de CaHPOs4, os fungos foram
classificados no Pantanal como 50% muito fortes e 50% fortes; no Cerrado, 15%
muito fortes, 77% moderados e 8% fracos.

Os resultados obtidos para a classificacdo do traco funcional quanto a sua
capacidade (fraco, moderado, forte e muito forte) para todos os isolados (bactérias e
fungos) sdo apresentados na Figura 3. Nota-se que no Cerrado ha maior nimero de
isolados que inibem fortemente Rhizoctonia sp. (24%) quando comparado ao Pantanal
(11%), permanecendo esta tendéncia para as antibioses a S. sclserotiorum (24%) e
Fusarium sp. (50%) contra 22% e 27% observados no Pantanal, respectivamente.
Quanto a atividade ACC desaminase nos dois biomas, verificou-se que 100% dos
micro-organismos sintetizam essa enzima.

Em relacdo a sintese de AlA, os micro-organismos do Pantanal apresentaram
maior nimero de isolados classificados como muito fortes 23% e forte 51%, quando
comparados ao Cerrado 6% e 39%, respectivamente. Para a solubilizagdo de FePOs, 0
Cerrado apresentou maior numero de micro-organismo classificados como muito
fortes 44%, em comparacdo com o Pantanal 25%, mas menor nimero de micro-
organismos solubilizadores de AIPOg4, classificados como muito fortes 22%, contra
35% do Pantanal. Para capacidade de solubilizagdo de CaHPOj4, no bioma Pantanal foi
detectado maior nimero de micro-organismo classificados como muito fortes 90%,

enquanto para o Cerrado, 62%.

Pantanal Cerrado

Autibiosis a Rhizoctonia sp. [ INEG_G_m T e S Aatibiosis a Rhizocionia sp.

Antibiosis a S. sclerotiorin: | IIIIIEEEEEGSENN DS DNSTI Aniibiosis a S. sclerotiorum

Antibiosis a Fusarium sp. IS T s Antibiosis a Fusarium sp.

ACC deaminase activity I —— ACC deaminase activity

TAA synthesis T ST S IAA synthesis
FePO, solubilization IS MG S FePO, solubilization
AIPO, solubilization 3 IS S AIPO, solubilization

CaHPO,solubilization | I OR— CaHPO,solubilization

u Weak m®Moderate ®Strong ®Verystrong

Figura 3: Classificacdo dos micro-organismos endofiticos radiculares e rizosféricos isolados de
Hymenaea courbaril dos biomas Pantanal e Cerrado, de acordo com a intensidade da expressdo de
diferentes tragos funcionais.



N&o se verificou diferenca (p>0.05) pelo teste F ao comparar oS tracos
funcionais dentro de cada bioma. Da mesma forma, néo se observa diferenca (p>0,05)

pelo teste T para cada um dos tracos funcionais entre os biomas (Figura 4).

Diversidade funcional

Cerrado

B CaHPO,solubilization (t =-0.087841) B AIPO, solubilization (t = 0.43342)

O FePO, solubilization (t = 0.44702) WIAA synthesis (t =-0.39168)

B ACC deaminase activity (t =0.23199) B Antibiosis a Fusariumsp. (t =-0.19701)
m Antibiosis a S. sclerofiorum (t =-0.15101) m Antibiosis a Rhizoctonia sp- (t=1.5631)

Figura 4: Diversidade funcional dos micro-organismos endofiticos radiculares e rizosféricos isolados
de Hymenaea courbaril dos biomas Pantanal e Cerrado, de acordo com a intensidade da expressédo de
diferentes tracos funcionais.

Entretanto, ao avaliar as caracteristicas do solo rizosférico, verifica-se que a
biomassa microbiana apresentou efeito (p<0,05) pelo teste F, quando comparada com
os demais tracos funcionais (Figura 05). Também se observa diferenca significativa
pelo teste t para Matéria Organica (p=0,003) e pH (p=0,017) e ndo significativa para
Biomassa (p=0,46) e Carbono organico total (p=0,07), quando se compara cada

caracteristica do solo entre os biomas Pantanal e Cerrado (Figura 05).
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Figura 5: Comparacdo entre Biomassa microbiana, Carbono Orgéanico, Matéria organica e pH do solo
rizosférico de Hymenaea courbaril dos biomas Pantanal e Cerrado.

Visando a avaliar a influéncia de cada caracteristica nutricional do solo e da
prépria planta na funcionalidade da microbiota, foi feita andlise do tamanho do efeito
de Cohen’s DZ por bioma. Observa-se na Figura 6 que as caracteristicas que
apresentaram efeito significativo (p<0,05) foram aquelas cujo intervalo de confianca
ndo ultrapassou a linha vertical do efeito nulo. Deste modo, observa-se que, na
amostra do Pantanal, o Fe da raiz, Figura 6-j, influenciou todos os tracos funcionais,
com excec¢do da biomassa microbiana do solo.

O Fe da parte aérea, Figura 6-k, influenciou na antibiose a S. sclerotiorum e R.
sp.. O Fe do solo, Figura 06-l, influenciou todas as trés antibioses (Fusarium sp., S.
sclerotiorum e Rhizoctonia sp.). O Manganés do solo, Figura 06-m, assim como o
ferro da raiz afetou todos os tracos funcionais, exceto a biomassa microbiana. O pH e
a matéria organica do solo, Figuras 06-p e g, influenciaram apenas a antibiose a S.
sclerotiorum e Rhizoctonia sp..

O tamanho do efeito das caracteristicas dos solos N rizosférico do Cerrado
sobre os tragos funcionais € apresentado na Figura 07. Observa-se que o Fe da parte
aérea, Figura 07-k, influenciou todos os tragos funcionais, exeto a biomassa
microbiana. O Fe do solo influenciou a solubilizacdo de fosfato de aluminio e ferro,
ACC desaminase, sintese de AIA e as antibioses. Nota-se que o0 Magnésio apresentou
efeito significativo (p<0.05) apenas sobre a antibiose a S. sclerotiorum (Figura 07-h).

O Manganés do solo afetou apenas ACC desaminase e a antibiose a Fusarium sp.



(Figura 07 —m). O pH do solo influenciou apenas a ACC desaminase, Figura 07-p,

enquanto CTC influenciou apenas a sintese de AlIA (Figura 07 —s).

Cabe ressaltar que todos os valores de tamanhos de efeito d de Cohen’s foram
classificados como muito grandes e positivos, de modo a indicar que influenciaram
na selecdo de micro-organismos que expressam tracos funcionais de modo a elevar a

diversidade no ambito destes tracos (Figuras 6 e 7).
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Ao avaliar as contribui¢Bes individuais, Figura 08-a, nota-se que as bactérias
gram-negativas do Pantanal explicam 49,9% da variacdo no conjunto de dados, e
fungos de Serra de Caldas (Cerrado) explicam 19,9%. E também possivel avaliar pela
disposicao nos eixos que os fungos do pantanal tém comportamento mais proximo das
bactérias gram-negativas do Cerrado, assim como as bactérias gram-positivas do

Pantanal se assemelham mais as bactérias gram-positivas do Cerrado.
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Figura 8 —Anélises de Componentes Principais (PCA) relativas a PC1 e PC2, obtidas de dados de
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Os dois eixos principais juntos (PCA1-65,5 e PCA2 32,9%) explicaram 98,4%
da variagdo dos dados. As varidveis correlacionadas que melhor explicaram o conjunto
de dados foram solubilizacdo de CaHPO4 19%, ACC desaminase 18%, sintese de AIA
16,4%, solubilizagédo de AIPO4 17% e solubilizagdo de FePO4 12,8% no primeiro eixo.

No segundo eixo, a antibiose a Fusarium sp. explicou 32% da variacéo (Figura 08-b).

Na andlise de grupamento, foi possivel distribuir cada classe de micro-
organismo entre os dois biomas (Figura 08-c). Observa-se que 0s grupos de biomas

apresentam consideravel sobreposicdo de comportamento. Deste modo, verifica-se que



as bactérias gram-negativas do Pantanal posicionadas mais a esquerda da elipse estdo
mais fortemente associadas a solubilizacdo de FePOa, sintese de AIA, atividade da
ACC desaminase e solubilizagdo de AIPO4 e CaHPO4. Enquanto  os fungos do
Cerrado estdo mais associados a antibiose a Fusarium sp, Rhizoctonia sp. e S
sclerotiorum e a solubilizacdo de FePOs, estando posicionados no canto direito da
elipse. Entretanto a sobreposicdo das elipses indica que 0s grupos de micro-
organismos sdo similares entre os locais, corroborado auséncia de significancia

(p>0,05) da analise de variancia dos tipos de micro-organismo entre o0s biomas.

4.4, DISCUSSAO

4.4.1. Caracterizagio dos micro-organismos

Verificamos em nosso estudo predominio entre os isolados de cocos gram-

negativos no Pantanal (49% dos isolados)

e de fungos no Cerrado (42% do total de isolados). Maiores frequéncias de
bactérias do tipo cocos gram-negativos também foram verificadas na pesquisa feita
por Amarantes et al., (2010), ao analisar amostras de diferentes profundidades dos
solos da Amazonia, tendo verificado que este tipo de bactéria representava 81,25% da

populacdo bacteriana.

Entretanto, maior frequéncia de gram-negativas ndo é regra, avaliando a
microbiota em solo rizosférico de Aristida adscensions na Caatinga, Gorlach-lira e
Coutinho (2007) verificaram que 83% dos seus isolados eram de perfil gram-positivo,
sendo eles actinomicetos e bacilos. Ramos et al. (2018), avaliando a diversidade
microbiana em solo rizosférico e ndo rizosférico de milho, verificaram predominio de
bacilos gram-positivos, que corresponderam a 43,3% de seus isolados. E Silva e Nahas
(2002), avaliando a microbiota do solo sob diferentes formas de manejo, observaram

predominio de bacilos gram-positivos em 94,7% dos isolados.

A diferenca nos resultados observados nesta pesquisa em comparacdo aos
outros estudos provavelmente se deve a diferengas abidticas inerentes ao proprio
bioma e inerentes também a selecdo que H. courbaril pode conduzir na sua microbiota
simbiotica. De acordo com Berg e Smalla (2009), as diversidades estruturais e

funcionais de comunidades microbianas sdo influenciadas por varios fatores bidticos e



abioticos entre eles, o clima, a sazonalidade, o uso e ocupagdo do solo, manejo do
solo, tipo e estrutura do solo, espécies de plantas e estagio de desenvolvimento

vegetal.

Além disso, a composigdo quimica da rizosfera difere em razdo da interagdo
raiz-solo, principalmente em virtude das mudancas de pH e da exsudagdo de &cidos
organicos, que sdo responsaveis pela disponibilizacdo de nutrientes tais como P, Fe,
Mn, Zn e Cu, assim como sua solubilidade (Braccini et al., 2000), deste modo
influenciando na dindmica das comunidades microbianas da rizosfera. Provavelmente
0 uso de plantas juvenis de H. Courbaril e as especificidades de sua rizosfera, aliados
micro-organismos endofiticos, tenham sido importantes no estabelecimento dos

grupos especificos de bactérias e fungos isolados.

Muitos exsudatos de plantas tém propriedades alelopaticas que podem
influenciar na selecdo do fitobioma e microbioma rizosférico. Desta forma, a planta e
0s micro-organismos a ela associados podem controlar e modelar o microbioma em
geral e, desta forma, promover o crescimento vegetal e o biocontrole de patdgenos
(Jones et al 2019; Ab Rahman et al., 2018).

Assim sendo, a possibilidade de isolar micro-organismos capazes de
desenvolver fungbes ecoldgicas diversas, seja como promotores do crescimento
vegetal, solubilizacdo de nutrientes e acdo antagonista em relacdo a patdgenos, é
alternativa promissora, ndo so para um melhor entendimento da ecologia de um bioma,

mas também pelo potencial desta microbiota para ser empregada na agricultura.

4.4.2. Diversidade funcional

A rizosfera é um campo de batalha onde a complexa comunidade microbiana
interage com patdgenos transmitidos pelo solo e influencia o resultado da infeccéo,
deste modo, o desenvolvimento e atividades de fungos patogénicos, oomicetos,
bactérias e/ou nematoides podem ser inibidos por varios microrganismos benéficos da
rizosfera (Raaijmakers et al., 2009).

O antagonismo é geralmente mediado por enzimas liticas, metabolitos
antimicrobianos ou efetores (Raaijmakers et al., 2009) bem como a inibicdo ao

patdégeno também pode ocorrer também via competicdo e hiperparasitismo. A acao
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antagonista de micro-organismos rizosféricos isolados de milho foi reportada por
Ramos et al. (2018) que identificaram 20 isolados bacterianos capazes de produzir
proteases. Em bactérias associadas ao milho, no trabalho de Figueroa Lopez (2016),
14 isolados rizosféricos apresentaram efeito antagbnico contra Fusarium
verticillioides.

Além da atividade de biocontrole, o potencial uso de micro-organimos na
promocdo do crescimento vegetal (PGPR) € evidenciado pela sua capacidade na
sintese de fitormdnios como AIA e enzimas como ACC desaminase, ou pela
solubilizacdo de nutrientes como P. Rizobactérias (PGPR), que sdo um grupo
heterogéneo de bactérias que podem melhorar a extensdo ou a qualidade do
crescimento das plantas, direta ou indiretamente (Ahmad et al. 2008). Sao relatadas
como PGPR os  géneros Agrobacterium, Arthrobacter, Azoarcus, Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Enterobacter,
Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcous, Rhizobium, Pantoea,

Pseudomonas e Serratia (Ahemad e Kibret 2014; Figueroa-Lopez et al., 2016).

A capacidade de sintese de AIA, producdo de sideréforos e solubilizacdo de
fosfatos, foi observada por Figueroa-Lopes et al. (2016), tendo sido Bacillus flexus,
Bacillus megaterium, Paenibacillus polymyxa e Bacillus subtilis eficazes na sintese
de AIA. Na producdo de siderdforos, destacaram-se isolados de Pseudomonas putida,
Bacillus flexus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis e Bacillus cereus. Ramos et al.
(2018) verificaram em 7 de 29 isolados bacterianos da rizosfera, capacidade de
produzir halo de solubilizacdo em meio cultura contendo Caz(POa)2. Ap6s 15 dias de
cultivo, 27 bactérias isoladas de raizes de milho foram capazes de solubilizar fosfato

(CaHPO4) em pesquisa conduzida por Pedrinho et al. (2010).

Identificar e isolar micro-organismos capazes de solubilizar o P e disponibilizar
para as plantas € uma alternativa promissora para uso como biofertilizantes,
proporcionando estratégias de manejo dos sistemas agricolas de modo mais
sustentavel, principalmente considerando que as fontes de P para fertilizagdo quimica

sdo finitas.

4.4.3. Diversidade funcional e tamanho do efeito das caracteristicas do solo
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As diferentes caracteristicas dos biomas, apesar de atrairem diferentes tipos
microbianos, ndo selecionam grupos especificos, segundo sua funcionalidade,
diferentes caracteristicas do solo tém efeito sobre a diversidade funcional.

Jones et al. (2019) apontam uma série de fatores envolvidos na colonizacéo da
rizosfera por micro-organismos, entre eles, a importancia dos exsudatos e mucilagens,
que propiciam  disponibilidade de nutrientes, bem como a sintese de fitormonios
como etileno e &cidos salicilico, que estdo relacionadas a sinalizagdes moleculares em
resposta a defesa vegetal.

Este fato é corroborado por nossa observagdo de que a matéria organica e o pH
do solo afetam diferentemente a microbiota nos biomas avaliados. O efeito do pH na
relacio C:N e a MO na estrutura da comunidade microbiana sdo tratados nas
pesquisas de Bach et al. (2010), Bissett et al. (2010) e Bernett et al. (2019), e
geralmente a reducdo do pH esta associada a uma menor diversidade da comunidade
microbiana. A matéria organica tem importancia como fonte de nutrientes para os
micro-organismos durante o processo de decomposicdo e também por estar associada
a uma maior retencdo de umidade e nutrientes do solo (Leff et al., 2015), favorecendo,
portanto, a colonizagdo microbiana.

Os contetidos de Fe da raiz, parte aérea e solo, Mn, pH, Matéria orgénica e
CTC foram os que mais influenciaram na diversidade dentro dos tracos funcionais,
sendo todos os efeitos considerados muito grandes de acordo com a classificacdo de
Cohen’s modificada (Rosenthal, 1996).

A importancia das propriedades do solo na determinacdo da constituicdo da
comunidade microbiana foi apresentada por Jones et al. (2019), que sinalizaram o
efeito da disponibilidade de nutrientes como Ca, Mg e K sobre o perfil transcricional
do microbioma. Leff et al. (2015) observaram que a adicdo de N e P ao solo
rizosférico acarreta reducdo da biomassa microbiana e das taxas respiratérias.

As bacterias gram-negativas do Pantanal e os fungos do Cerrado explicam a
maior parte da variacdo dos dados: as primeiras mais associadas a solubilizagdo de
CaHPO4, FePOs e AIPOs bem como & sintese de AIA e ACC desaminase; ja 0s
segundos estdo mais relacionados a antibiose contra os trés fitopatdgenos testados.

Na analise de grupamento da PCA, Figura 8, observa-se que 0s tracos
funcionais solubilizacdo de CaHPOa, FePO; e AIPOs, sintese de AIA e ACC
desaminase estdo posicionados na parte superior esquerda, fortemente associados as

bactérias Gram negativas do Pantanal, e os tragos relacionados a atividade de



antibiose estdo mais fortemente associados ao fungos do Cerrado, indicando uma
tendéncia na distingdo destes efeitos em cada bioma, entretanto, apesar do
posicionamento entre as elipses dos biomas quanto aos tragos funcionais. Estas elipses
se encontram no ponto de distribuicdo das variaveis, conforme ja comentado, apesar
do efeito positivo de algumas varidveis do solo sobre os tracos funcionais.

A exemplo, a concentracdo de Fe nos solos do Cerrado, que € trés vezes maior
do que observado no solo do Pantanal, influenciou sobremaneira quase todos os tragos
funcionais. A disponibilizacdo de Fe a planta em pequenas quantidades estimula a
producdo de auxinas, bem como a redugdo da toxicidade por metais pesados como
A, Cd?*, Cu?* e Ni?* além do proprio ferro. A producdo de sider6foros também tem
papel importante na antibiose pela competicdo contra patdgenos por este nutriente
(Pelzer et al., 2011).

A interacdo entre solo e micro-organismos também se evidencia quando
correlacionamos as concentragdes dos nutrientes com os tracos funcionais, assim
como verificamos maior numero de micro-organismos solubilizadores de ferro no
bioma Cerrado. As maiores concentracfes de céalcio nos solos do Pantanal também
promoveram  maior colonizagdo de micro-organismos com tragco de solubilizacéo
para este nutriente. A maior frequéncia de fungos no bioma Cerrado também pode ser
explicada pelo pH mais acido observado neste bioma. Entretanto, deve ser
considerado também que a H. courbaril tem capacidade atrair estes micro-organismos
via exsudatos ou mucilagens.

Este trabalho traz informagbes relevantes sobre a interagdo solo x micro-
organismos endofiticos e rizosféricos isolados de H. courbaril dos biomas Cerrado e
Pantanal, que podem ser usadas para embasar trabalhos futuros e entender melhor
como os fatores ambientais influenciam na funcionalidade dos micro-organismos no

microbioma.

4.5. CONSIDERACOES FINAIS

Caracteristicas do solo rizosférico como pH, M.O, Fe da raiz, Fe da parte aérea,
Fe do solo e Mn do solo exerceram efeito significativo sobre a funcionalidade da
comunidade microbiana de H. courbaril.

Né&o observamos diferenca na diversidade funcional da microbiota simbidtica a

H. courbaril, amostrada nos biomas Pantanal e Cerrado, contudo bactérias gram-



negativas do Pantanal e fungos do Cerrado se mostraram bastante divergentes em
relagdo a outros grupos especializados na solubilizagéo de CaHPO4, FePO4 e AIPOse
na sintese de AIA e ACC para a primeira e antibiose Fusarium sp. a Sclerotinia

sclerotiorum e a Rhizoctonia sp para a segunda.
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Tracos funcionais da microbiota radicular endofitica e rizosférica de Hymenaea

coubaril L., amostrada em Cerrado e Pantanal



Tragos funcionais da microbiota radicular endofitica e rizosférica de Hymenaea
coubaril L., amostrada em Cerrado e Pantanal

RESUMO

Micro-organismos endofiticos e rizosféricos vivem associados a plantas nos mais
diversos ecossistemas, sendo muitas vezes relacionados a promogéo do crescimento de
espécies pela sintese de compostos bioativos. Por isso, estes micro-organismos tém
chamado atencdo na aplicacdo agricola e/ou biotecnolégica bem como no controle de
fitopatdgenos, ja que sua acdo pode estar relacionada a sintese de compostos que
atuam no mecanismo da antibiose. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
funcionalidade da microbiota endofitica radicular e rizosférica cultivavel de
Hymenaea courbaril, obtida do Pantanal e Cerrado. Amostras de raizes e solo
rizosférico foram obtidas  de espécimes coletados no Cerrado e Pantanal. Para este
estudo, foram feitos testes de solubilizacdo dos fosfatos de CaHPOa, AIPO4 ou FePOs,
sintese de AIA, enzima ACC desaminase bem como da acdo antagonista frente aos
fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium sp. Foi isolado um
total de 56 bactérias e 21 fungos. Todas as bactérias testadas foram capazes de
solubilizar CaHPO4. A quantificacdo da solubilizacdo de AIPOs  por bactérias
apresentou resultados positivos, sendo as maiores taxas verificadas para os isolados
HSCB3 (0,922 mg L1), HSCB15 (0,861 mg L) do Cerrado, e HPAB35 (0,863 mg L
1, HPAB19 (0,858 mg L) do Pantanal. Para a solubilizacio de FePO4 destacaram-se
os isolados HPAB32 (3,955 mg L), HPAB11 (3,267 mg L) do Pantanal, e HSCB1
(4,386 mg L), HSCB6 (4,272 mg L) do Cerrado. Nos isolados do Cerrado, a maior
eficiéncia de solubilizagdo foi observada para os fungos HSCF14 (0,574 mg L*
AlPQO4), HSCF13 (0,862 mg L FePQO4) e no Pantanal, destacaram-se HPAF3 (0,392
mg LT AIPOs) e HPAF2 (0,846 mg L FePOs). Os fungos apresentaram maior
capacidade de sintese de AIA. O isolado HSCF14 (Cerrado) produziu 111,38 pug mL™,
seguido por HPAF6 (Pantanal) com 85,12 pg mL™. As rizobacterias que apresentaram
maior producéo de AIA foram HPAB26 com 20,65 pug mL™, proveniente do Pantanal,
seguida de HSCB10 com 13,95 pug mL?, do Cerrado. Na avaliagdo de antibiose para
isolados do Pantanal, HPAEB7 e HPAB27 inibiram principalmente o crescimento de
Fusarium sp. e Sclerotinia sclerotiorum. Em relagdo aos fungos, HPAF4 e HPAF5
obtiveram a maior taxa de inibi¢do a Rhizoctonia sp.; ja para S. sclerotiorum, foram os
HPAF1 e HPAF3, HPAF2 e HPAF4. Para Cerrado, a bactéria rizosférica HCEB19
inibiu até 19.78% de Fusarium sp. e a bactéria HCEB4 inibiu 51,48% a S.
sclerotiorum. Em relacdo aos fungos isolados do Cerrado, eles apresentaram grande
potencial de inibicdo aos fitopatogenos testados. Todos os isolados bacterianos foram
capazes de crescer em meio contendo ACC. Conclui-se que existem micro-organismos
endofiticos e rizosféricos associados a Hymenaea courbaril, com potencial para serem
explorados para producgéo de bioinoculantes promotores do crescimento vegetal.

PALAVRAS-CHAVES: Potencial biotecnoldgico, auxina, antibiose, solubilizagéo de

fosfato, ACC desaminase.



Functional traits of the radicular and rhizospheric endophytic microbiota of
Hymenaea coubaril L. sampled in the Cerrado and Pantanal biomes

ABSTRACT

Endophytic and rhizospheric microorganisms are found in association with plants in
an ample diversity of ecosystems, and are often related to the promotion of plant
growth through the synthesis of bioactive compounds. For this reason, these
microorganisms have attracted attention with regard to their potential agricultural
and/or biotechnological applications, as well as for the control of phytopathogens,
given that they may be related to the synthesis of compounds that have antibiotic
effects. This study evaluated the functionality of the cultivable radicular, endophytic,
and rhizospheric microbiota of Hymenaea courbaril, obtained from the Pantanal and
Cerrado biomes. Samples of the root and the rhizospheric soil were obtained from
specimens collected in both biomes. In the present study, the samples were tested to
determine their capacity to solubilize CaHPO4, FePO4 and AIPOg, to synthesize AIA
and the enzyme ACC deaminase, as well as for their antagonistic action toward
Fusarium sp., Sclerotinia sclerotiorum, and Rhizoctonia sp. A total of 56 bacteria and
21 fungi were isolated. All the bacteria tested were able to solubilize CaHPOe..
Positive results were also obtained for the solubilization of AIPO4 by the bacteria, with
the highest rates being recorded for the HSCB3 (0.922 mg L-1) and HSCB15 strains
(0.861 mg L-1) isolated in the Cerrado, and the HPAB35 (0.863 mg L- 1) and
HPAB19 (0.858 mg L-1) isolates from the Pantanal. In the case of FePOs, the
HPAB32 (3.955 mg L-1) and HPAB11 (3.267 mg L-1) isolates were the best
solubilizers from the Pantanal, while the HSCB1 (4.386 mg L-1) and HSCB6 (4.272
mg L-1) isolates from the Cerrado were the most prominent. In the Cerrado isolates,
the greatest solubilizing efficiency was observed in the fungi HSCF14 (0.574 mg.L™!
AlPOs) and HSCF13 (0.862 mg.L* FePOs), while in the Pantanal, the two most
efficient strains were HPAF3 (0.392 mg.L' AIPO4) and HPAF2 (0.846 mg.L*
FePO4). The fungi presented the greatest capacity for the synthesis of AIA. The
HSCF14 isolate (Cerrado) produced 111.38 pg.mL?, followed by HPAF6 (Pantanal)
with 85.12 pg.mL™. The rhizobacteria that produced the most AIA were HPAB26,
from the Pantanal, at 20.65 pg.mL™, followed by HSCB10 (Cerrado) at 13.95 pg.mL"
1 In the evaluation of antibiosis in the Pantanal isolates, HPAEB7 and HPAB27 were
the primary inhibitors of the growth of Fusarium sp. and Sclerotinia sclerotiorum. In
the case of the fungi, isolates HPAF4 and HPAF5 were the primary inhibitors of
Rhizoctonia sp., while the isolates HPAF1, HPAF3, HPAF2, and HPAF4 all inhibited
S. sclerotiorum. In the Cerrado, the rhizospheric bacterium HCEB19 inhibited up to
19.78% of Fusarium sp. while the HCEBA4 strain inhibited 51.48% of S. sclerotiorum.
The fungi isolated from the Cerrado presented considerable potential for the inhibition
of the phytopathogens tested. All the bacterial isolates were able to grow in medium
containing ACC. The findings of the present study indicated that a number of the
endophytic and rhizospheric microorganisms associated with Hymenaea courbaril
have potential for the production of bioinoculants that promote plant growth.

KEYWORDS: Biotechnological potential, auxin, antibiosis, solubilization of
phosphate, ACC desaminase.



5.1. INTRODUCAO

O interesse na interacdo planta-micro-organismo tem aumentado
progressivamente visando a descoberta e a exploracdo do potencial biotecnoldgico de
fungos e bactérias (Gaggia et al., 2013).

Muitos micro-organismos tém grande importancia ecoldgica por apresentarem
estreita relacdo com as plantas, como os endofiticos e rizosféricos. A rizosfera é a
regido do solo que tem influéncia direta das raizes, onde ocorre a maior parte das
interacOes entre micro-organismos e plantas (Philippot et al., 2013). Desta forma, é
considerada um importante ecossistema por ter grande fluxo de energia, exercendo
forte impacto sobre o funcionamento da biosfera e de outros ecossistemas (Berg et al.,
2009). Da mesma forma ocorre com endofiticos, que beneficiam a nutricdo, o
crescimento vegetal, impedindo a colonizagdo de organismo fitopatogénicos. Em
contrapartida, os endofiticos encontram nas plantas um habitat com nutrientes e com
menor competicdo com outros micro-organismos (Hardoim et al., 2015; Santos et al.,
2011).

A influéncia desses micro-organismos que vivem associados simbioticamente a
planta esta relacionada as suas atividades metabdlicas Unicas, que possibilitam a
promocdo do crescimento (Compant et al., 2010). Eles aumentam a aquisicdo de
nutrientes pelas plantas e estdo envolvidos em uma ampla gama de processos
bioldgicos, incluindo a transformacdo de nutrientes insollveis do solo (Alori et al.,
2017).



A selecdo de cepas com potencial multifuncional é estratégica, visto serem
micro-organismos que tém mais de uma caracteristica benéfica a planta (Vassilev et
al., 2012). Entre as diversas atividades exercidas pelos endofiticos e/ou rizosféricos
simbioticamente associados aos tecidos vegetais, estdo a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), a producéo de fitormonios, a solubilizacdo de fosfatos, producdo de
ACC desaminase e até mesmo a sintese de moléculas antibidticas que atuam no
controle de fitopatdgenos (Pandya et al., 2015; Ashraf et al., 2011; Rodriguez et al.,
2009).

Conhecer a microbiota associada a espécies vegetais nativas dos biomas bem
como sua diversidade funcional e possivel aplicacdo agricola e/ou biotecnoldgica
ainda é um desafio. Como os atributos do solo sdo importantes para definir a
microbiota simbidtica das plantas, foi levantada a hipdtese de que uma mesma planta
amostrada em diferentes biomas pudesse abrigar microbiomas funcionalmente
diferentes.

Estudar as relagdes de espécies de plantas destes biomas com micro-
organismos € promissor para 0 entendimento de como estas adaptacOes se
desenvolveram frente aos eventos de simbiose. Assim, trabalhos como este se
destacam por ser um ponto de partida para novas descobertas de importancia
biotecnoldgicas. Diante disto, o objetivo foi avaliar os tragos funcionais (solubilizacéo
dos fosfatos CaHPQO4, AIPOs ou FePOQq4, sintese de AIA, atividade da enzima ACC
desaminase e acdo antagonista frente aos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium sp.) da microbiota endofitica radicular e rizosférica

cultivavel de Hymenaea courbaril, obtida do Pantanal e Cerrado.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Obtencdo do material vegetal

Foram amostradas mudas jovens, totalmente desenvolvidas, de ocorréncia
natural da espécie H. courbaril nos biomas Cerrado e no Pantanal. A amostra do
Cerrado foi obtida na area de preservacdo permanente do Parque da Serra de Caldas
(Rio Quente-GO), (17°48'29.77” de latitude Sul e 48°41'59.61" de longitude Oeste a
985 m de altitude), enquanto a amostra do Pantanal foi coletada no Parque Natural



Municipal de Piraputangas (MS), (19°1426.79" de latitude Sul e 57°37'20.23" de
longitude Oeste a 351 m de altitude).

As mudas foram retiradas em blocos de solo, cortados com raio de 30 cm de
distancia do caule, de forma a proteger a raiz. Posteriormente, as mudas foram
acondicionadas em saco plastico esterilizado, imersas em gelo e transportadas para o
Laboratorio de Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano, Campus Rio
Verde, em Rio Verde, Goias. Tambem foram feitos  coleta e armazenamento
asséptico de 10g de solo que estava em contato direto com as raizes de cada uma das

plantas coletadas. As raizes foram imediatamente conduzidas a assepsia.

5.2.2. Isolamento dos micro-organismos endofiticos radiculares

Fragmentos de raizes de aproximadamente 10 cm de comprimento foram
amostrados da espécime e submetidos a tratamento prévio de desinfestagdo, segundo
método descrito por Petrini e Muller (1986), com modificacdes. As amostras foram
lavadas em &gua corrente, posteriormente imersas em agua de torneira com tween 80 e
agitadas em mesa agitadora a 150 rpm, por 5 minutos. O material foi levado ao fluxo
laminar para assepsia com alcool 70% (v/v)/ um min, hipoclorito de sédio (2,5%) de
cloro ativo (v/v)/ trés min e novamente alcool 70% (v/v)/ 30 seg. Como controle do
processo de assepsia, foram coletados 500 pL da agua utilizada no enxéague final das
amostras para inoculagdo em tubos contendo 5 mL de caldo nutriente. Fragmentos de
aproximadamente um cm de raiz foram obtidos com auxilio de pinca e tesoura e
distribuidos superficialmente em placas de Petri contendo meio Agar nutriente (AN).

As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 30°C e observadas diariamente.

5.2.3. Isolamento dos micro-organismos rizosféricos

Aliguotas de 10g de solo foram transferidas para Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 90ml de solucéo salina (0,85% NaCl) (v/v) esterilizada. Os frascos foram
agitados manualmente por meia hora em temperatura ambiente (28 + 1 °C).
Transcorrido esse tempo, foi feita uma diluicdo seriada 101, 102, 103, 10, 10 e 10,
coletando uma aliquota de 1000 pl da suspensdo de solo, depositando-a em tubos de
ensaio contendo 9000 pl de solucdo salina (0,85% NaCl) (v/v) esterilizada. Cerca de

100 pl de cada diluicdo foram pipetados para placas de Petri contendo AN e espalhado



com alca de Drygalski, utilizando as diluicdes 10, 10®° e 10°. As placas foram
incubadas a 28°C £ 1 °C por um periodo de 24 a 48 horas.

5.2.4. Purificacdo e manutencéo dos endofiticos e rizosféricos

Colonias bacterianas individuais foram purificadas via esgotamento por estria
em AN, ja as de fungo foram purificadas por obtencéo de fragmento de micélio jovem
que surgem das bordas dos fragmentos. Os isolados foram estocados em colecdo de

culturas em geladeira a 4°C.

5.2.5. Avaliacao dos tracgos funcionais

5.25.1. - Avaliacdo da capacidade de solubilizar fosfato de calcio, ferro e

aluminio

Para a avaliagdo das fontes de P, foi utilizado o meio de cultura GL (10g
glicose, 2g extrato de levedura) como testemunha, suplementado com uma das trés
fontes (CaHPQO4, AIPO4 ou FePOs). Para as amostras de bactérias, foi inoculado 1 mL
da cultura previamente padronizada em 10 mL de meio liquido GL e adicionado 1,26
g L de cada uma das fontes fosfatadas (CaHPO., AIPO4 e FePQ.) (Barroso e Nahas
2008). Para os fungos, foi retirado um disco de 5 mm de didmetro com crescimento
micelial e inoculado em frasco de penicilina (um disco por vidro). As culturas
permaneceram sob agitacdo a 90 rpm, em 30 °C, por 72h. Posteriormente, foi feita
medicdo do pH. Para a determinacdo da quantidade de P inorganico, foi utilizado o

método colorimétrico da vitamina C, a 725nm, de Gadagi e Sa (2002).

5.2.5.2. - Avaliagdo da capacidade de sintese de acido indol acético (AlA)

A quantificagcdo de acido indol acético (AlA) foi feita de acordo com Kuss et
al. (2007), em meio DYGS. Uma curva padrdo de AIA foi construida com auxina
comercial e utilizada para avaliacdo da sintese de AIA por parte das bactérias,

utilizando dados de absorbancia. Os valores foram expressos em pg mL.



5.2.5.3. - Avaliagdo da antibiose a Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum e

Fusarium sp.

O teste de cultura pareada foi feito segundo Shiomi et al. (2008), em meio
batata dextrose Agar (BDA). Para as bactérias, foi feito por meio de duas estrias
equidistantes e um disco de 5mm do micélio do fungo disposto no centro da placa,
crescido por cinco dias. Para os fungos, foram utilizados discos de 6 mm de diametro
de coldnias dos fitopatdgenos e um disco de 6 mm de coldnia fungica, que foram
inoculados em polos opostos em placas de Petri (4 cm de distancia). As culturas
pareadas foram incubadas a 28°C durante 7 dias. Os testes foram feitos em triplicata.
Para o controle negativo, foi inoculado somente o fitopatdgeno em um polo da placa.
A inibicdo foi avaliada por medicdes do raio de crescimento do fitopatogeno em
comparagdo com o controle (ndo submetido a bactérias ou fungos simbidticos
testados). Inicialmente, foi feita uma selecdo com as bactérias isoladas. Em placa de
Petri, foram colocados cinco bactérias e um disco do fitopatdgeno no meio da placa.
As bactérias que apresentavam inibicdo inicial ao fitopatdogeno foram selecionadas
para a avaliacéo final de inibic&o.

As interagdes competitivas foram analisadas segundo a escala de Badalyan et
al. (2002). O diametro da coldnia fungo fitopatogénico foi medido com paquimetro, e
a porcentagem de supressdo de cada fungo, calculada pelo indice de inibicdo relativo
(IR):

IR (%) = (RC - RX) x 100, sendo:
RC
RC = raio da col6nia do patégeno no tratamento controle

RX = raio da coldnia do patdgeno pareada com o isolado

5.2.5.4. -Avaliacdo da producédo da enzima ACC desaminase

Foi utilizado o método descrito por Lucon et al. (2008), tendo sido a
capacidade de crescimento dos isolados em presenca de ACC verificada em meio
liquido, com incubacdo por 48h a 27°C, sob agitacdo constante. Foi utilizado um meio
minimo, com adicdo de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) como Unica fonte
de N, com a seguinte composicdo: 4 g de KH2POs, 10 mg de H3BOj4, 6 g de Na2HPOg,
10 mg de MnSO4.7H20, 0,2 g de MgSO4.7H.O, 70 mg de ZnSOs4, 1 mg de



FeS04.7H20, 50 mg de CuSOQOa4, 2 g de glicose, 10 mg de MoOs, 2 g de &cido
gluconico, 2 g de &cido citrico, 3 mM de ACC e 1 L de agua destilada. A avaliagdo
final foi feita pela quantificacdo do crescimento bacteriano pelo método turbidimétrico
(Romeiro, 2007), efetivado pela leitura de absorbancia (595 nm) em

espectrofotdmetro, comparando a leitura final (48 horas) com a do tempo zero.

5.2.6. Delineamento experimental e analises estatisticas

Os dados relacionados a capacidade funcional de cada isolado foram comparados
entre si dentro de cada bioma. Todos os testes foram feitos em triplicada, e os dados,
submetidos a ANOVA. Quando as diferencas se mostraram significativas pelo teste de
F, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%, utilizando o software
Sisvar (Ferreira, 2008).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. - Capacidade de solubilizar fosfato de célcio, ferro e aluminio

Foram obtidos 56 isolados bacterianos e 21 isolados fungicos em solo de
rizosfera e raizes de H. courbaril. Destes, 20 bactérias e 15 fungos foram isolados em
amostra do Cerrado e 36 bactérias e 6 fungos em amosta do Pantanal.

Todas as bactérias isoladas de H. courbaril tanto Cerrado quanto do Pantanal
apresentaram capacidade de solubilizacdo de CaHPO4, com resultados superiores ao
controle, Tabelas 1 e 2, sendo esta a fonte mais solubilizada. As bactérias isoladas do
Cerrado, testadas para solubilizacdo de AIPOs, Tabela 1 foram superiores ao
tratamento controle (0,130 mg L), com destaque para trés bactérias (15%) que se
destacaram, HCEB3 (0,922 mg L), HCEB15 (0,861 mg L™*) e HCEB20 (0,789 mg L
1.

Em relacdo a capacidade de solubilizagdo de FePOs, 75% (n=14) das bactérias
possibilitaram as maiores taxas de solubilizagdo, com valores superiores a 3 mgL™,
contudo as demais apresentaram valores mais baixos, sendo elas: HCEBS8 (2,929 mg
L), HCEB15 (3,061 mg L), HCEB17 (2,329 mg L), HCEB18 (2,992 mg L™),
HCEB19 (2,315 mg L) e HCEB20 (2,880 mg L) (Tabela 1). Verificou-se que a



atividade de solubilizacdo de CaHPO4, AIPO4 ¢ FePO4 induziu redugbes do pH do
meio, 0 que pode ser evidenciado quando se compara o pH observado nas amostras

com o controle, sem inoculagéo.

Tabela 1. Solubilizacdo de fosfato de calcio (CaHPO.), de aluminio (AIPO.) e de ferro (FePOa) por
bactérias obtidas de raizes e rizosfera de Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado.

Endofiticos/ CaHPO:4 AIPO4 FePO4
Isolados Rizosféricos P soltvel H P soltvel pH P soltvel Ph
(mgth P (mg L) (mg L)

HCEB1 Endofiticos 6,71a 499 b 0,69b 3,29d 4,39a 455c¢c
HCEB2 Endofiticos 6,06 a 4,89 c 0,63b 3,35d 4,28 a 452c¢c
HCEB3 Endofiticos 6,22 a 5,05b 092 a 3,80d 391a 479c¢c
HCEB4 Endofiticos 6,16 a 521b 0,71b 3,42d 3,99a 4,68 c
HCEB5 Endofiticos 6,16 a 496 b 0,69b 3,38d 3,89a 420c
HCEB®6 Endofiticos 6,29 a 475¢ 0,60 c 3,68d 427 a 457 c
HCEB?7 Endofiticos 6,56 a 499 b 0,67b 410c 3,75a 465c
HCEBS Endofiticos 6,35 a 525b 0,70b 3,43d 2,93b 473 ¢c
HCEB9 Endofiticos 0,55¢ 3,84d 3,49 a 470c
HCEB10 Rizosféricos 6,36 a 482c 0,71b 3,70d 3,78a 444 ¢
HCEB11 Rizosféricos 6,83 a 457 c 0,50c 3,36 d 3,62 a 518¢c
HCEB12 Rizosféricos 6,74 a 453 ¢ 0,42 ¢c 3,76 d 3,30 a 489 ¢c
HCEB13 Rizosféricos 6,61 a 456 c 0,44 c 3,55d 2,61a 423¢c
HCEB14 Rizosféricos 6,67 a 4,68 c 0,41c 3,41d 3,66 a 464 c
HCEB15 Rizosféricos 6,52 a 5,05b 0,86 a 3,46d 3,06b 482c
HCEB16 Rizosféricos 6,74 a 461c 0,49 ¢ 3,53d 3,28 a 457 ¢
HCEB17 Rizosféricos 6,81 a 471c 0,47 ¢ 3,42d 2,33 b 483¢c
HCEB18 Rizosféricos 6,67 a 475¢ 0,59¢ 3,44d 2,99b 459 c¢c
HCEB19 Rizosféricos 6,54 a 477 ¢ 0,52 ¢ 409c 2,31b 581b
HCEB20 Rizosféricos 6,62 a 553b 0,79 a 480b 2,88b 501c
Controle 0,72b 6,83 a 0,13d 6,52 a 0,57 ¢ 6,63 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).
---- = sem crescimento

Em relacdo aos isolados do Pantanal, Tabela 2, a maior eficiéncia de
solubilizacio de FePOs foi atingida pelos isolados HPAB9 (2,793 mg L), HPAB11
(3,267 mg L), HPAB12 (3,018 mg L), HPA18 (2,817 mg L), HPAB19 (3,669 mg
L), HPAB22 (3,098 mg L?), HAPA23 (3,202 mg L?), HPA25 (3,392 mg L™,
HPA26 (3,456 mg L), HPA29 (3,575 mg L), HPA30 (3,193 mg L), HPA31 (3,086
mg L), HPA32 (3,955 mg L), HPA33 (3,413 mg L1), HPA34 (3,540 mg LY,
HPA35 (3,395 mg L) e HPA36 (3,914 mg L™). Para a solubilizagdo em AIPOs, 0s
maiores resultados, quando comparamos ao controle (-0,130 mg L), foram
observados para as bactérias HPAB35, HPAB19, HPAB22 (0,863, 0,858 e 0,768 mg
L1). Assim como observado para os dados de Cerrado, a atividade de solubilizagio de
FePO4, CaHPO4 e AIPO4também foi acompanhada pela reducéo do pH do meio.



Tabela 2. Solubilizagdo de fosfato de calcio (CaHPO,), de aluminio (AIPO.) e de ferro (FePO,) por
bactérias endofiticas e rizosféricas de Hymenaea courbaril, amostrada no Pantanal, MS.

Endofiticos/ CaHPO:4 AIPO4 FePO.
Isolados Rizosféricos P soltvel H P soltvel pH P solavel H
(mgLh P (mg L) (mgLt P

HPAB1 Endofiticos 6,15 a 4240c 045c 3,27¢ 1,99b 3,43b
HPAB?2 Endofiticos 6,41 a 4,67 c 0,49 ¢ 3,30 ¢ 2,08b 3,63¢
HPAB3 Endofiticos 6,05 a 6,96 a 0,61b 3,16 ¢ 2,10b 351c
HPAB4 Endofiticos 6,40 a 5,88 b 0,58b 3,20¢c 2,38b 4,10¢c
HPAB5 Endofiticos 6,25a 5,84 b 0,47 c 3,36 ¢ 250b 517b
HPAB6 Endofiticos 6,33 a 499 ¢ 0,43 ¢ 3,25¢ 1,87b 392¢
HPAB7 Endofiticos 6,08 a 497c 0,43 ¢ 3,28¢ 245b 3,58¢
HPABS Endofiticos 599a 499 ¢ 0,44 c 3,35¢ 1,89b 3,75¢
HPAB9 Endofiticos 5,88 a 472c 0,49 ¢ 3,27¢ 2,79 a 3,65¢
HPAB10 Endofiticos 573 a 483c 0,33 ¢ 3,36 ¢C 181b 3,85¢C
HPAB11 Endofiticos 5,86 a 489 c 0,59b 3,32¢c 3,27 a 3,56 ¢C
HPAB12 Rizosféricos 6,17 a 525¢ 0,46 c 3,33¢c 3,02 a 3,95¢
HPAB14 Rizosféricos 0,61b 3,30¢c 250b 5,03b
HPAB15 Rizosféricos 6,91 a 6,08 b 0,40 c 3,29 ¢ 247b 453b
HPAB16 Rizosféricos 6,80 a 6,27 b 0,47 c 3,45¢ 1,92b 4,34 a
HPAB17 Rizosféricos 6,64 a 525¢ 0,47 c 3,17¢c 2,03 b 482D
HPAB18 Rizosféricos 6,55 a 512 ¢ 0,61b 486 b 2,82 a 4,83b
HPAB19 Rizosféricos 6,17 a 559b 0,86 a 3,53 b 3,67a 511b
HPAB21 Rizosféricos 5,46 a 5,46 b 0,53 ¢ 3,12¢ 2,64b 502b
HPAB22 Rizosféricos 6,26 a 550b 0,77 a 6,65 a 3,10 a 5,03b
HPAB23 Rizosféricos 6,27 a 5,09¢c 0,37 ¢ 469 b 3,20 a 495bh
HPAB24 Rizosféricos 5,89 a 571b 0,44 c 3,75¢ 2,66 b 5,00b
HPAB25 Rizosféricos 5,68 a 5,04 c 0,43 ¢ 3,27¢c 3,39 a 496 b
HPAB26 Rizosféricos 5,46 a 5,06 ¢ 0,56 b 3,76 ¢ 3,46 a 3,78 ¢C
HPAB27 Rizosféricos 6,01a 483 ¢c 0,63 b 402c 2,45b 3,65¢C
HPAB28 Rizosféricos 6,18 a 534c 0,52 ¢ 3,72¢ 2,32b 3,72¢
HPAB29 Rizosféricos 6,13 a 492 c 0,59b 412 ¢ 3,57 a 475b
HPAB30 Rizosféricos 5,92 a 495c¢ 059b 3,82¢c 3,19a 460b
HPAB31 Rizosféricos 5,90 a 533¢c 051c 467b 3,09a 432¢c
HPAB32 Rizosféricos 6,76 a 465c 0,53 ¢ 464b 3,95a 4,25 a
HPAB33 Rizosféricos 6,04 a 5,62¢ 0,66 b 3,73 ¢ 341a 460b
HPAB34 Rizosféricos 5,88 a 473 a 0,42 c 3,38 ¢c 3,54 a 4,25c¢
HPAB35 Rizosféricos 5,84 a 6,09 b 0,86 a 3,29 ¢ 3,39 a 3,79¢c
HPAB36 Rizosféricos 4,96 a 6,25 b 0,66 b 346¢C 391a 456 b
Controle 0,79b 6,83 a 0,13d 6,552a 0,48 ¢ 6,63 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).
---- = sem crescimento

Os fungos isolados do Cerrado mostraram baixa solubilizacdo de fosfatos de
CaHPOs4, AIPOs4 ou FePO4, comparados ao controle (Tabela 3). Os melhores
resultados foram verificaddos para os isolados HCEF13 e HCEF14 (1,798 e 1,959 mg
L! CaHPO,), HCEF13 e HCEF14 (0,520 e 0,574 mg L™ AIPO,4) e HCEF11, HCEF5
HCEF12 e HCEF13 (0,729, 0,775, 0,790 e 0,862 mg L™t FePO,).



Tabela 3. Solubilizagdo de fosfato de calcio (CaHPO.), de aluminio (AIPO.) e de ferro (FePO,) por
fungos obtidos de raizes e rizosfera de Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado.

Endofiticos/ CaHPO:4 AIPO.4 FePO.
Isolados Rizosféricos P soltvel H P soltvel pH P solavel
(mg L) P (mgL? (mgL?) pH

HCEF1 Endofiticos 144D 5,49 ¢ 0,33b 480c 0,44 c 4,20 c
HCEF2 Endofiticos 1,25b 6,44 b 0,16 ¢ 461c 0,39 ¢ 4,14 d
HCEF3 Endofiticos 1,31b 6,35b 0,18 ¢ 4,45d 0,48 b 3,99d
HCEF4 Rizosféricos 1,19b 521d 0,05¢ 4,45 d 0,35¢ 3,99d
HCEF5 Rizosféricos 1,23 b 5,67c 0,21c 434d 0,77 a 4,13 d
HCEF6 Rizosféricos 1,22 b 575¢ 0,12 ¢ 548 b 0,39 ¢ 4,60 a
HCEF7 Rizosféricos 1,22 b 4,43 ¢ 0,15¢ 453¢c 0,55b 459 a
HCEF8 Rizosféricos 0,43 ¢ 4,40¢€ 0,13 ¢ 437d 0,57b 461a
HCEF9 Rizosféricos 0,53 ¢ 582b 0,19¢ 4,15d 0,53b 4,08 d
HCEF10 Rizosféricos 1,18 b 5,40d 0,29b 4,30d 0,62b 4,26 ¢
HCEF11 Rizosféricos 1,11 b 476 ¢ 0,22 ¢ 475¢c 0,73 a 4,39b
HCEF12 Rizosféricos 1,08 b 5,98 b 0,31b 522b 0,79 a 4,46 b
HCEF13 Rizosféricos 1,80 a 484 e 0,52 a 474 c 0,86 a 4,32 ¢
HCEF14 Rizosféricos 1,96 a 582¢e 0,57 a 538hb 0,58 b 4,72 a
HCEF15 Rizosféricos 0,65 ¢ 5,83¢c 0,06 c 562hb 0,61b 4,65 a
Controle 0,36 ¢ 6,83 a 0,13d 6,52 a 0,35¢ 6,63 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

Em relacdo aos isolados fungicos do Pantanal, Tabela 4, o fosfato de calcio foi a
fonte mais solubilizada, destacando-se HPAF2 com maior indice de solubilizacdo
(1,057 mg L™). Nas solubilizagdes de AIPO4 e FePOs, destacaram-se os isolados
HPAF3 e HPAF2 (0,392 e 0,846 mg L, respectivamente). Independentemente do
local de amostragem, a atividade de solubilizacdo de P pelos isolados flngicos

também reduziu o pH do meio para todas as fontes testadas (Tabela 3 e 4).

Tabela 4. Solubilizacdo de fosfato de célcio (CaHPO,), de aluminio (AIPO.) e de ferro (FePO4) por
fungos endofiticos e rizosféricos de Hymenaea courbaril, amostrada no Pantanal, MS.

Endofiticos/ CaHPOq4 AIPOq4 FePOq4
Isolados RiZOSFEricos P solavel H P solavel pH P solavel
mgth P (mgLY (mgL?)  pH
HPAF1 Endofiticos 0,77b 519d 0,08d 454 c¢c 0,39d 417c
HPAF2 Endofiticos 1,06 a 519d 0,20b 477 b 0,85a 4,04 c
HPAF3 Endofiticos 0,81c 492d 0,39a 421c 0,37d 4,03c
HPAF4 Endofiticos 0,73d 548c 0,21b 434 c¢c 0,63b 399¢
HPAF5 Endofiticos 0,88d 6,06b 0,14c 496 b 0,62b 4,42 b
HPAF6 Endofiticos 0,56 d 519c¢ 0,20b 434 ¢ 0,45 ¢ 401c
Controle 0,36 e 6,83a 0,13 6,52 a 0,35d 6,63 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).



5.3.2. - Capacidade de sintese de acido indol acetico (AlA)

Todos os isolados obtidos nesse estudo apresentaram resultados positivos para
producdo de AIA, fato evidenciado pela observacdo da mudanca da cor do meio de
cultivo para amarelo avermelhado apds adicdo do reagente de Salkowsky. Entre os
isolados do Cerrado, os melhores desempenhos foram observados para os endofiticos
HCEB10, HCEB14, HCEB6 e HCEB5 e HCEBS (13,95, 10,30, 9,42 € 9,36 € 9,26 ug
mL1) (Tabela 5).

No presente estudo, o fungo HCEF14 teve a maior taxa de producdo de AlA
(111,38 ng mLY), sequido pelo isolado HCEF15 (81,50 ug mLt) (Tabela 5).

Tabela 5. Produgdo de &cido indol-acético (AIA) in vitro por bactérias e fungos endofiticos e
rizosféricos de Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado.

Bactérias Fungos
Isol Endofiticos/ AlA Isolados Endofiticos/ AlA (ng mL?)
ados Rizosféricos (ng mL?) Rizosféricos
HCEB1 Endofiticos 7,63 a HCEF1 Endofiticos 60,54 ¢
HCEB2 Endofiticos 8,73 a HCEF2 Endofiticos 42,99d
HCEB3 Endofiticos 7,09 a HCEF3 Endofiticos 43,99d
HCEB4 Endofiticos 6,37 a HCEF4 Rizosféricos 4291d
HCEB5 Endofiticos 9,36 a HCEF5 Rizosféricos 41,18d
HCEBG6 Endofiticos 9,42 a HCEF6 Rizosféricos 36,76 e
HCEB7 Endofiticos 8,95a HCEF7 Rizosféricos 58,61 c
HCEBS8 Endofiticos 9,26 a HCEFS8 Rizosféricos 2491e
HCEB9 Endofiticos 447 b HCEF9 Rizosféricos 26,84 ¢
HCEB10 Rizosféricos 13,95 a HCEF10 Rizosféricos 32,99¢
HCEB11 Rizosféricos 8,79 a HCEF11 Rizosféricos 20,46 e
HCEB12 Rizosféricos 5,68 a HCEF12 Rizosféricos 29,85¢
HCEB13 Rizosféricos 7,66 a HCEF13 Rizosféricos 3941d
HCEB14 Rizosféricos 10,30 a HCEF14 Rizosféricos 111,38 a
HCEB15 Rizosféricos 3,90b HCEF15 Rizosféricos 81,50 b
HCEB16 Rizosféricos 7,44 a Controle ND
HCEB17 Rizosféricos 0,32b e e
HCEB18 Rizosféricos 0,33b e e
HCEB19 Rizosféricos 181lb s e
HCEB20 Rizosféricos 0,24b e et e
Controle ND e e e

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).
ND = néo detectado.
---- = sem crescimento

Em relacdo as bactérias isoladas do Pantanal, o destaque foi para HPAB3 (19,36
ug mLY), HPAB10 (18,82 pg mL™Y), HPAB12 (20,52 pg mL™Y), HPAB13 (16,12 pg
mL?), HPAB14 (17,34 pg mL1), HPAB26 (20,65 ug mL™), HPAB27 (15,58 ug mL°
1, HPAB28 (15,14 pg mL?) e HPAB29 (17,50 ug mL™) (Tabela 6). Dos fungos
analisados, destaca-se a eficiéncia do endofitico HCEF6 (85,12 pg mL™?), seguido de
HPAF4 (64,63 pg mL™?) (Tabela 6).



Tabela 6. Produgdo de é&cido indol-acético (AIA) in vitro por bactérias e fungos endofiticos e
rizosféricos de Hymenaea courbaril, amostrada no Pantanal, MS.

Bactérias Fungos
Isolados Endofiticos/ AlA Isolados Endofiticos/ AlA

Rizosféricos (ng mL™Y) Rizosféricos (ng mLY)
HPAB1 Endofiticos 10,46 b HPAF1 Endofiticos 42,06 c
HPAB2 Endofiticos 9,48 b HPAF2 Endofiticos 33,55d
HPAB3 Endofiticos 19,36 a HPAF3 Endofiticos 48,29 ¢
HPAB4 Endofiticos 8,57b HPAF4 Endofiticos 64,63 b
HPABS5 Endofiticos 7,50 b HPAF5 Endofiticos 48,69 c
HPABG6 Endofiticos 8,85Db HPAF6 Endofiticos 85,12 a
HPAB7 Endofiticos 12,60 b Controle ND
HPABS Endofiticos 13,29b  ceeees s e
HPAB9 Endofiticos 8,04b  —mem e
HPAB10 Endofiticos 18,82a  ---mmemeem s e
HPAB11 Endofiticos 1398b s s
HPAB12 Rizosféricos 20,528  ---memmeeem e e
HPAB13 Rizosféricos 16,128  -----m--m e e
HPAB14 Rizosféricos 17348  ---eeem s e
HPAB15 Rizosféricos 1212 -meemes s e
HPAB16 Rizosféricos 1351b s s
HPABL17 Rizosféricos 11,65b  -emeemes s e
HPAB18 Rizosféricos 1269b s s
HPAB19 Rizosféricos 1344b s s
HPAB20 Rizosféricos 12,63b s s
HPAB21 Rizosféricos 13,92b s s
HPAB22 Rizosféricos 12,09b s s
HPAB23 Rizosféricos 12,19b s s
HPAB24 Rizosféricos 898b - s
HPAB25 Rizosféricos 13,00b  -meees s e
HPAB26 Rizosféricos 20,658  ---m-memem s e
HPAB27 Rizosféricos 15588  ---emeeem e e
HPAB28 Rizosféricos 15148  --memem e e
HPAB29 Rizosféricos 1750a s s
HPAB30 Rizosféricos 1250b s s
HPAB31 Rizosféricos 1420b e s
HPAB32 Rizosféricos 12,03b e s
HPAB33 Rizosféricos 10,49b s s
HPAB34 Rizosféricos 10,22b e s
HPAB35 Rizosféricos 13,10b s s e
HPAB36 Rizosféricos 791b s s e
Controle N

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).
ND = néo detectado.
---- = sem crescimento

5.3.3. - Capacidade de sintese de nitrogénio

Todos os isolados testados mostraram ineficiéncia para fixacdo de nitrogénio
guando comparados ao controle contendo Azospirillum brasilense. Nao foi observado
crescimento bacteriano, ou seja, ndo se observou formagdo de biofilme na

subsuperficie do meio de cultura, conforme apresentado na Figura 1(B).



Figura 1: A: Teste para avaliacdo da capacidade de fixacdo de nitrogénio por micro-organismos
simbidticos isoldados de Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado e Pantanal. Tratamento controle
com o Azospirillum brasilense, em que é possivel ver o biofilme e a mudanca da cor do meio; B:
tratamento com a bactéria isolada, em que ndo houve presenca da pelicula nem mudanca de cor do
meio.

5.3.4. - Avaliacdo da antibiose a Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Sclerotinia
sclerotiorum.

Em geral, os fungos possibilitaram melhores resultados de antibiose em
comparagdo com as bactérias. Para os isolados do Pantanal, das 21 bactérias testadas,
apenas uma conseguiu inibir o crescimento de Fusarium sp. HPAEB7 (32,73%)
(Figura 3a). Para o fitopatdgeno Rhizoctonia sp., ndo foi observada taxa de inibi¢&o
entre os isolados testados, enquanto para Sclerotinia sclerotiorum, o isolado para o
qual se observou maior inibicdo relativa foi HPAB27 (52,22 %) (Figura 3b) (Tabela
9).

Tabela 7. Avaliacdo de bactérias (Pantanal) endofiticas e rizosféricas de Hymenaea courbaril, em
antibiose a Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum.

. . . Sclerotinia
Fusarium sp. Rhizoctonia sp. .
sclerotiorum
Endofiticos/ o Endofiticos/ o Endofiticos/
Isolados Rizosféricos IR% lsolados Rizosféricos IR % Isolados Rizosféricos IR %

HPAEB6 Endofiticos 20,86b HPAB3 Endofiticos 1,82a HPAB3 Endofiticos 5,56 b
HPAEB7 Endofiticos 32,73a HPAB8 Endofiticos 3,64a HPAB11 Rizosféricos 5,56 b
HPAEBS8 Endofiticos 755¢ HPAB9 Endofiticos 3,64a HPAB27 Rizosféricos 52,22 a
HPAEB9 Endofiticos 14,75b HPAB12 Rizosféricos 0,00 a

HPAEB10 Endofiticos 17,27 b HPAB13 Rizosféricos 2,91 a

HPAEB11 Endofiticos 21,94b HPAB14 Rizosféricos 1,82 a

HPARB12 Rizosféricos 20,86 b HPAB15 Rizosféricos 3,64 a

HPARB14 Rizosféricos 13,67c HPAB20 Rizosféricos 5,45 a

HPARB15 Rizosféricos  2,88c HPAB21 Rizosféricos 3,64 a

HPARB16 Rizosféricos 8,99c¢c HPAB22 Rizosféricos 1,82 a

HPARB18 Rizosféricos 6,47 c HPAB26 Rizosféricos 3,64 a

HPARB19 Rizosféricos 16,55b HPAB30 Rizosféricos 0,00 a

HPARB20 Rizosféricos 8,63¢ HPAB31 Rizosféricos 3,64 a

HPARB21 Rizosféricos 16,91 b

HPARB22 Rizosféricos 10,79 ¢

HPARB25 Rizosféricos 8,63 ¢




HPARB26 Rizosféricos 10,07 ¢
HPARB27 Rizosféricos 11,51c¢
HPARB31 Rizosféricos 17,27 b
HPARB32 Rizosféricos 16,19b
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

Figura 2: Teste para avaliacdo da capacidade de inibitoria de bactérias simbidticas isoladas de
Hymenaea courbaril, amostrada no Pantanal. A: Antagonismo da bactéria HPAEB7 a Fusarium sp. B.
Antagonismo da bactéria HPAR27 a Sclerotinia sclerotiorum.

Os fungos isolados apresentaram crescimento mais lento em relacdo aos
patdgenos testados (Tabela 8). Em relagdo a inibicdo a Fusarium sp., todos os fungos
possibilitaram taxa de inibicdo e ndo diferiram entre si (Figura 3a). Os isolados
HPAF4 (32,26 %) e HPAF5 (36,56 %) mostraram maior taxa de inibicdo a
Rhizoctonia sp., ja para o S. sclerotiorum, os isolados que proporcionaram as maiores
taxas de inibicéo relativa foram HPAF1 (31,11%) e HPAF3 (31,11 %), HPAF2 (28,15
%) e HPAF4 (46,30 %) (Figura 3b).

Tabela 8. Avaliacdo dos fungos (Pantanal) endofiticos e rizosféricos de Hymenaea courbaril em
antibiose a Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum.

. Rhizoctonia Sclerotinia
Fusarium sp. .
sp. sclerotiorum
Isolados Endofiticos/ IR Isolad Endofiticos/ IR % Endofiticos/
Rizosféricos %o 0S Rizosféricos Isolados Rizosféricos IR %

HPAF1 Endofiticos 46,10 aHPAF1 Endofiticos 2,87b HPAF1 Endofiticos 31,11a
HPAF2 Endofiticos 45,72 aHPAF2 Endofiticos 1,08b HPAF2 Endofiticos 28,15a
HPAF3 Endofiticos 43,49 aHPAF3 Endofiticos 10,04b HPAF3 Endofiticos 31,85a
HPAF4  Endofiticos 45,72 aHPAF4 Endofiticos 32,26 a HPAF4 Endofiticos 46,30 a
HPAF5 Endofiticos 47,58 aHPAF5 Endofiticos 36,56 a HPAF5 Endofiticos 3,33 b
HPAF6 Endofiticos 40,89 aHPAF6 Endofiticos 2,87 b HPAF6 Endofiticos 10,00 b
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).




Figura 3: Teste para avaliacdo da capacidade de inibitdria de fungos simbi6ticos isolados de Hymenaea
courbaril, amostrada no Pantanal. A: Antagonismo do fungo HPAF5 a Fusarium sp. B. Antagonismo
do fungo HPAF4 a Sclerotinia sclerotiorum.

Considerando as bactérias isoladas de H. coubaril do Cerrado, ndo se verificou
diferenca estatistica entre esses isolados contra o fitopatdgeno Fusarium sp., sendo
que todas as bactérias apresentaram efeitos inibitdrios, sendo que a bacteria rizosférica
HCEB19 inibiu até 19.78% do crescimento deste fitopatdgeno. Contra Rhizoctonia sp.,
as bactérias ndo inibiram o crescimento desse fitopatdgeno, enguanto para S.
sclerotiorum, a bactéria HCEB4, Figura 5b, inibiu 51,48% do seu crescimento

potencial (Tabela 9).

Tabela 9. Avaliacdo de bactérias (Cerrado) endofiticas e rizosféricas de Hymenaea courbaril em
antibiose a Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium sp.

. . . Sclerotinia
Fusarium sp. Rhizoctonia sp. .
sclerotiorum
Isolado Endofiticos/ IR % Isolado Endofiticos/ IR % Endofiticos/
S Rizosféricos S Rizosféricos Isolados Rizosféricos IR %

HCEB3 Endofiticos 6,47 a HCEB1 Endofiticos 1,82a HCEB2 Endofiticos 1,85 ¢
HCEB4 Endofiticos 6,12 a HCEB2 Endofiticos 0,00a HCEB3 Endofiticos 3,70 ¢
HCEB5 Endofiticos 12,23 a HCEB4 Endofiticos 1,82a HCEB4 Endofiticos 51,48a
HCEB6 Endofiticos 9,35a HCEB6 Endofiticos 1,45a HCEB7 Endofiticos 18,52b
HCEB7 Endofiticos 12,95a HCEB11 Rizosféricos 1,82a HCEB19 Rizosféricos 20,74 b
HCEB10 Rizosféricos 19,06 a HCEB13 Rizosféricos 3,64 a

HCEB11 Rizosféricos 12,23 a

HCEB12 Rizosféricos 2,88 a

HCEB13 Rizosféricos 14,75 a

HCEB19 Rizosféricos 19,78 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).



Figura 4: Teste para avaliacdo da capacidade de inibitoria de bactérias simbidticas isoladas de
Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado. A: Antagonismo da bactéria HCEB7 a Fusarium sp. B.
Antagonismo da bactéria HCEB4 contra Sclerotinia sclerotiorum.

Os fungos isolados do Cerrado apresentaram grande potencial de inibi¢cdo aos
fitopatdgenos testados. Destacam-se os isolados HCEF1(45,71%), HCEF2 (48,21),
HCEF3 (50%), HCEF10 (49,79%) (Figura 5a), HCEF15 (50%), que inibiram o
crescimento de Fusarium sp. Os isolados HCEF2 (34,07%), HCEF3 (36,67%) (Figura
5b), HCEF5 (26,30%), HCEF6 (35,19%), HCEF7 (30%) e HCEF15 (31,48 %)
mostraram maior potencial inibitério contra o fitopatdgeno Rhizoctonia sp. Os
isolados que apresentaram maior taxa de inibicdo a S. sclerotiorum foram HCEF3
(32,59%), HCEF5 (34,07%), HCEF7 (33,33 %) e HCEF8 (34,07%) (Figura 5c).

Tabela 10. Avaliagdo de fungos (Cerrado) endofiticos e rizosféricos de Hymenaea courbaril em
antibiose a Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum.

. Rhizoctonia Sclerotinia
Fusarium sp. .
sp. sclerotiorum
Isolado Endofiticos/ IR % Isolado Endofiticos/ IR % Endofiticos/
S Rizosféricos S Rizosféricos Isolados Rizosféricos IR %

HCEF1 Endofiticos 45,71a HCEF1 Endofiticos 3,70c HCEF1 Endofiticos 15,93 b

HCEF2 Endofiticos 40,36a HCEF2 Endofiticos 34,07a HCEF2 Endofiticos 3,70 ¢

HCEF3 Endofiticos 50,00a HCEF3 Endofiticos 36,67a HCEF3 Endofiticos 32,59a
HCEF4 Rizosféricos 29,64a HCEF4 Rizosféricos 0,00c HCEF4 Rizosféricos 0,00c

HCEF5 Rizosféricos 48,21a HCEF5 Rizosféricos 26,30a HCEF5 Rizosféricos 0,00c
HCEF6 Rizosféricos 45,71a HCEF6 Rizosféricos 35,19a HCEF6 Rizosféricos 0,00c
HCEF7 Rizosféricos 43,57a HCEF7 Rizosféricos 30,00a HCEF7 Rizosféricos 33,33a
HCEF8 Rizosféricos 38,21a HCEF8 Rizosféricos 1,85¢ HCEF8 Rizosféricos 34,07 a
HCEF9 Rizosféricos 12,50b HCEF9 Rizosféricos 259c¢c HCEF9 Rizosféricos 0,37c
HCEF10 Rizosféricos 49,79a HCEF10 Rizosféricos 1,85¢ HCEFI10 Rizosféricos 18,52b
HCEF11 Rizosféricos 33,21a HCEF11 Rizosféricos 0,00c HCEF11 Rizosféricos 741c
HCEF12 Rizosféricos 3,57b HCEF12 Rizosféricos 1,85¢ HCEF12 Rizosféricos 4,44c
HCEF13 Rizosféricos 38,93a HCEF13 Rizosféricos 14,44b HCEF13 Rizosféricos 26,67 b
HCEF14 Rizosféricos ---------- HCEF14 Rizosféricos 3,70c HCEF14 Rizosféricos 23,33 b
HCEF15 Rizosféricos 50,00a HCEF15 Rizosféricos 31,48a HCEF15 Rizosféricos 24,44b

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).
---- = sem crescimento



Figura 5: Teste para avaliacdo da capacidade de inibitéria de bactérias simbidticas isoladas de
Hymenaea courbaril, amostrada no Cerrado. A: Antagonismo do fungo HCEF10 contra Fusarium sp.
B: Antagonismo do fungo HCEF3 contra Rhizoctonia sp. C: Antagonismo do fungo HCEF8 contra
Sclerotinia sclerotiorum.

5.3.5. - Producéo da enzima ACC desaminase

Em relacdo a avaliacdo da atividade da enzima ACC desaminase, todos os
isolados foram capazes de crescer em meio contendo ACC, indicando que sintetizam a
enzima ACC desaminase, destacando-se os isolados HPAB33 do Pantanal e HCEBS8
do Cerrado. Entretanto, ndo foi observada diferenca no crescimento entre as bactérias
testadas (Tabela 11).

Tabela 11: Producdo de ACC desaminase in vitro por bactérias endofiticas e rizosféricas de Hymenaea
courbaril, amostrada no Pantanal e Cerrado.

Pantanal Cerrado
Isolados Endofiticos/ ACC Isolados Endofiticos/ ACC
Rizosféricos desaminase Rizosféricos desaminase
HPAB1 Endofiticos 0,92a HCEB1 Endofiticos 0,89 a
HPAB2 Endofiticos 0,86 a HCEB2 Endofiticos 0,90 a
HPAB3 Endofiticos 0,94 a HCEB3 Endofiticos 0,85a
HPAB4 Endofiticos 0,83 a HCEB4 Endofiticos 0,86 a
HPABG6 Endofiticos 0,87 a HCEB5 Endofiticos 0,89 a
HPAB7 Endofiticos 0,97 a HCEB6 Endofiticos 0,84a
HPABS Endofiticos 0,92 a HCEB7 Endofiticos 0,86 a
HPAB9 Endofiticos 0,87 a HCEBS8 Endofiticos 093 a
HPAB10 Endofiticos 0,90 a HCEB9 Endofiticos 0,88 a
HPAB12 Rizosféricos 0,86 a HCEB10 Rizosféricos 0,88 a
HPAB14 Rizosféricos 0,85a HCEB11 Rizosféricos 0,86 a
HPAB15 Rizosféricos 0,85a HCEB12 Rizosféricos 0,83a
HPAB18 Rizosféricos 0,86 a HCEB13 Rizosféricos 091a
HPAB19 Rizosféricos 0,86 a HCEB14 Rizosféricos 0,86 a
HPAB20 Rizosféricos 0,84 a HCEB16 Rizosféricos 0,85a
HPAB21 Rizosféricos 0,77 a HCEB17 Rizosféricos 0,85a
HPAB22 Rizosféricos 0,89 a HCEB18 Rizosféricos 0,84a
HPAB23 Rizosféricos 0,88 a HCEB19 Rizosféricos 0,86 a
HPAB24 Rizosféricos 0,792  memmemmeemm mmmmemeeee e
HPAB25 Rizosféricos 0,86a W —emmmeem e e
HPAB26 Rizosféricos 0,87a W semmemeem e e

HPAB27 Rizosféricos R e




HPAB28 Rizosféricos 0,75a emmemmeem s e

HPAB29 Rizosféricos 0,88a s e
HPAB30 Rizosféricos 0,862 --mememm e e
HPAB31 Rizosféricos 086a W --mem s e
HPAB32 Rizosféricos 08la W —eem s e
HPAB33 Rizosféricos 1,008 e s e
HPAB35 Rizosféricos 097a s s e
HPAB36 Rizosféricos R s

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).
---- = sem crescimento

5.4. DISCUSSAO

5.4.1. Avaliacdo da capacidade de solubilizar fosfato de célcio, fosfato de ferro e

fosfato de aluminio

O ndmero de micro-organismos isolados nesta pesquisa foi inferior ao
observado em outros trabalhos, como de Da Silva et al. (2018), que isolaram 166
bactérias e 46 fungos endofiticos e rizosféricos de Butia purpurascens. Ja nas
pesquisas de Etesami e Alikhani (2016), foram isoladas 120 bactérias rizosféricas e 80
bactérias endofiticas radiculares de arroz. Wang et al. (2019) isolaram 120 cepas
bacterianas da rizosfera de pepino. A densidade e diversidade de micro-organismos
varia de acordo com a espécie vegetal associada e as condi¢bes edafocliméticas
estudadas, fato este observado no presente estudo, em que o bioma Pantanal
apresentou maior nimero de micro-organismo isolados, em comparacdo com O
Cerrado, excec¢do seja feita, considerando os fungos que apresentaram maior namero
de isolados no Cerrado, possivelmente pela sua preferéncia por solos com pHs mais
baixos (Rousk et al., 2009).

O P é o segundo macronutriente mais requerido pelas plantas. No entanto, a
disponibilidade do P no solo, nas formas solUveis para as plantas, é limitada pela sua
fixagdo como fosfatos insoluveis de CaHPO4, AIPO4 ou FePO4 (Sharma et al., 2013).
A maioria dos solos tem grande proporcao de P ligada a seus constituintes. E apesar de
ser possivel a complementacdo do P em solos que apresentam déficit via fertilizacao
quimica, 75 a 90% do P proveniente da fertilizacdo torna-se precipitado em complexos
de cétions metalicos e se fixa no solo.

Deste modo, o isolamento de bactérias e fungos solubilizadores de CaHPOs4,
AIPOs ou FePOs, verificados neste estudo, aponta o potencial uso de micro-

organismos endofticos e rizosfericos isolados de H. courbaril nos biomas Cerrado e



Pantanal, como biofertilizantes, promovendo, assim, uma melhor utilizacdo do P
acumulado nos solos (Zhu et al., 2012), atuando na promocgao do crescimento vegetal.

Varios micro-organismos, incluindo bactérias, fungos, actinomicetos e algas,
exibem capacidade de solubilizacdo e mineralizacdo de P (Alori et al., 2017).
Bactérias do solo que foram relatadas como solubilizadoras e mineralizadoras de P
incluem linhagens de Azotobacter (Kumar et al., 2014), Bacillus (Jahan et al., 2013;
David et al., 2014), Burkholderia (Zhao et al., 2014; Istina et al., 2015), Enterobacter,
Erwinia (Chakraborty et al.,, 2009), Kushneria (Zhu et al., 2011), Paenibacillus
(Fernandez Bidondo et al.,, 2011), Ralstonia, Rhizobium (Tajini et al., 2012),
Rhodococcus, Serratia, Bradyrhizobium, Salmonella, Sinomonas e Thiobacillus
(David et al., 2014).

Da Silva et al. (2018), isolando micro-organismos solubilizadores de CaHPO4
de Butia purpurascens, verificaram 33 isolados expressando este traco funcional.
Entre as bactérias isoladas, observaram cepas de Pantoea sp. (0,37 mg L), Yokenella
regensburgei (0,35 mg L) e Pantoea cypripedii (0,35 mg L) com valores inferiores
aos observados no presente estudo. Zhao et al. (2014) verificaram que os indices de
solubilizacio de CaHPO4 pelos isolados variaram de 58 a 452 ugmL™,

Faria et al. (2016) isolaram 67 cepas de fungos em caju-de-arvore-do-cerrado e
verificaram eficiéncia na solubilizacdo para as  espécies Fusarium oxysporum,
Bionectria ochroleuca, Periconia macrospinosa, Phomopsis lagerstroemiae,
Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis asparagi, Penicillium
pinophilum, Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., Cladosporium cladosporioide e
Paecilomyces lilacinus. Os valores observados por estes autores quanto a solubilizacéo
de CaHPO4, AIPO4 ou FePO4 foram semelhantes aos verificados no presente estudo.

Reducdo do pH foi observada durante as avaliacbes das atividades de
solubilizacdo de P. Existem vaérias justificativas para este comportamento, entre elas, a
producéo de acidos organicos, protons, sideréforos, ions hidroxila e CO2 (Rodriguez e
Fraga, 1999; Sharma et al., 2013; Da Silva et al., 2018), que reduzem o pH para
promover a liberacdo de P (Seshachala e Tallapragada, 2012).

A excrecdo desses acidos organicos € acompanhada pela reducdo dos valores
do pH, resultando na acidificacdo das células microbianas e do meio, assim, os ions P
s&o liberados por substituicdo de H* por Ca?* (Goldstein, 1994). Sharmam et al. (2013)
verificaram que a assimilacdo do NH4" nas células microbianas ¢ acompanhada pela

liberacdo de protons, resultando na solubilizacao do P.
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5.4.2. Sintese de AIA

A sintese de AIA das bactérias variou de 0,32 a 20,65 (ug mL™?) e nos fungos
variou de 20,46 a 111,38 (ug mL™) nos dois biomas, destacando a eficiéncia dos
fungos para este trago funcional, em comparacdo com as bactérias. Estes resultados
divergem dos obtidos por Da Silva et al. (2018), que verificaram em bactérias valores
entre 108.8 e 106.2 ug mL * e em fungos, entre 0,46 e 12,49 ug mL™. Etesami e
Alikhani (2016) verificaram que isolados bacterianos endofiticos e rizosféricos
isolados do arroz produziram AIA variando de 5 a 25 ug mL .

A capacidade de sintetizar o AIA é considerada uma ferramenta eficaz para a
selecdo de micro-organismos benéficos, sugerindo que as bactérias produtoras de AIA
tém efeito relevante no crescimento das plantas (Wahyudi et al., 2011). A inoculacao
com bactérias produtoras de AIA induz a proliferacdo de raizes laterais e de pelos
radiculares. Fatima et al. (2009) também mostraram que as taxas de germinacao, raizes
e crescimento das plantas foram aumentadas pela inoculacdo de rizobactérias
produtoras de AlA.

Susilowat et al. (2018) verificaram que os isolados tém diferentes capacidades
para sintese de AIA e encontraram valores variando entre 43,8 mgLte 7,63 mgL™ de
AlA. Os autores comentam que a diferenca entre espécies e linhagens dentro da
mesma geracdo, as condicdes ambientais, taxas de crescimento e disponibilidade de
substratos como amino&cidos influenciam na sintese deste fitormonio, assim, como o
pH (Spaepen et al. 2007).

O AIA é um importante fitorménio que controla o crescimento e muitos fatores
fisiolégicos importantes como aumento celular e diferenciacdo celular. A sintese de
AIA por bactérias pode afetar a sensibilidade do tecido vegetal, estimulando seu
crescimento, causando impacto positivo na produtividade vegetal (Susilowat et al.,
2018), dai o potencial a ser explorado em micro-organismos endofiticos e rizosféricos
com habilidades para promocdo do crescimento vegetal, tal como os isolados neste
trabalho.

5.4.3. Antibiose a fitopatogenos
Bactérias endofiticas e rizosféricas, além de promoverem o crescimento vegetal
também, atuam como agentes de biocontrole, seja pela producdo de antibioticos,

enzimas liticas como B- (1,3) glucanase e quitinase, enzimas que causam a lise da



parede celular fungica, seja pela competicao e inibi¢do de fitopatdgenos (Ahmad et al.,
2008). Assim, bactérias endofiticas podem reduzir as doencas bacterianas, fangicas e
virais (Berg e Hallmann, 2006).

Vinayarani e Prakash (2018), avaliando o efeito de rizobactérias e bactérias
endofiticas isoladas de Curcuma longa L., verificaram que 5 isolados dos géneros
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Enterobacter e Bacillus inibiram 70% dos
fitopatdégenos P. aphanidermatum e Rhizoctonia solani. Estas bactérias endofiticas
provocaram deformacgdes no micélio, incluindo sua fragmentacdo nos dois patogenos.
Verificaram também que uma cepa rizosférica de B. cereus inibiu 86 e 84% do
crescimento de P. aphanidermatum e Rhizoctonia sp., respectivamente, seguida pela
endofitica P. aeruginosa, que inibiu 85 e 82% do crescimento destes patdgenos.

Etesami e Alikhani (2016), avaliando bactérias endofiticas radiculares e
rizosféricas do arroz, verificaram que estes isolados inibiram o crescimento micelial
de patégenos fungicos como Fusarium proliferum, Fusarium verticillioides,
Fusarium fujikuroi, Magnaporthe salvinii e Magnaporthe grisea (M. oryzae). Wang
et al. (2019), avaliando o efeito de Paenibacillus jamilae HS-26 contra patdgenos
fangicos, verificaram que as rizobactérias de pepino inibiram completamente o
crescimento de B. sorokiniana e Rhizoctonia solani, aléem de reduzir em 17,65% o
cresciemtno de F. oxysporum. De modo similar aos metabolitos antifingicos
extracelulares, os compostos organicos volateis produzidos pela cepa HS-26
diminuiram o crescimento micelial, ocasionando inibicdo de F. oxysporum, B.
sorokiniana e Rhizoctonia sp. em, aproximadamente, 46,30; 63,86 e 44%,
respectivamente.

Vitorino et al. (2019) verificaram que as bactérias BA48R e BA88R, ambas
rizosféricas isoladas de Butia archeri, inibiram o crescimento de S. sclerotiorum em
plantas de Glycine max, demonstrando que plantas nativas de biomas brasileiros como
0 Cerrado podem constituir uma fonte importante para a prospecgdo de micro-

organismos aplicados ao controle bioldgico de pragas.

5.4.4. Sintese de ACC desaminase
A capacidade de producdo de ACC desaminase também foi avaliada no
trabalho de Simarmata et al. (2019), que verificaram valores de 6,45 e 10,33 ppm.h*

em duas cepas de P. agglomerans e R. terrigena. Etesami e Alikhani (2016)
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encontraram 5 isolados endofiticos e 8 rizosféricos de arroz, que produziram ACC
desaminase intracelular.

Bactérias produtoras de ACC desaminase sdo de suma importancia para a
inducdo de tolerancia a seca em plantas, pois grandes quantidades de etileno séo
produzidas pelas plantas quando submetidas a situacOes de estresse (Glick et al.,
2005), como, por exemplo, altas temperaturas, escassez de agua, luz ultravioleta,
injarias e produtos quimicos (Glick et al., 2005), o que pode prejudicar seu
desenvolvimento, afetando diretamente o sistema radicular. Deste modo, as bactérias
que sintetizam ACC desaminase, quando associadas a planta, podem reduzir
consideravelmente os niveis de etileno (Glick, 2005).

Assim como o AIA, a ACC desaminase tem acdo direta na promocdo do
crescimento vegetal. Esta enzima cliva o ACC, que é precursor direto do etileno,
reduzindo sua biossintese. O etileno inibe o crescimento de raizes e brotos, por
consequéncia, niveis mais baixos desse horménio levam a promogdo do crescimento
da planta (Abbamondi et al., 2015).

Este € o primeiro trabalho a analisar os tracos funcionais de micro-organismos
endofiticos radiculares e rizosféricos de uma espécie nativa, a Hymenaea coubaril L.
Esse estudo pode auxiliar em pesquisas futuras para o desenvolvimento de processos e
ou produtos no intuito de contribuir com a melhoria para a promocdo de uma

agricultura mais sustentavel.

5.5. CONCLUSAO

Todas as bactérias isoladas neste estudo foram capazes de solubilizar em
diferentes propor¢des CaHPOs, AIPO4 e FePOs4. Entre os 15 fungos isolados de
Cerrado, 12 solubilizam CaHPOg4, 15 AIPO4 e 11 FePO4 No Pantanal, dos 6 fungos
isolados, 6 solubilizaram CaHPO4, 6 AIPO4 e apenas 4 solubilizaram FePOs. Todos 0s
isolados apresentaram resultados positivos para producdo de AlA, com destaque para
os fungos, que atingiram altos niveis de producéo.

Em relacdo a antibiose, os fungos se mostraram mais eficientes que as
bactérias, possibilitando diferentes proporcfes inibitorias contra Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Sclerotinia sclerotiorum. A avaliagdo producdo da enzima ACC
desaminase mostrou que todos os isolados foram capazes de sintetizar ACC.

O conhecimento da diversidade funcional é importante ndo sé para a

compreensdo da ecologia da comunidade de micro-organismos como também para a


https://chembioagro.springeropen.com/articles/10.1186/s40538-015-0051-3#auth-1

inovacdo de aplicabilidade biotecnoldgica e de produtividade para uma agricultura

mais sustentavel.
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