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Resumo

As bactérias diazotréficas encontradas na rizosfapgesentam caracteristicas
fenotipicas distintas e mutaveis dependendo do meibiente em que estdo inseridas. Neste
contexto, o presente trabalho tem como objetiviais® caracterizar a morfologia de colbnias de
bactérias presentes em amostras de solo coletadddedentes manejos de cultivo da regido

oeste do estado do Parana. Os manejos contempaco® estudo foram Sistema Agropastoril

Revista Brasileira de Energias Renovaveis, v.41@- 128, 2015



(M1), Horticultura (M2), Pastagem (M3), Soja 1 (M4#jata nativa (M5) e Soja 2 (M6). As
amostras de solo foram analisadas em laboratéhiindo-as em solucdo salina 0,85% até a
diluicdo de trabalho Ida qual foi plaqueada em meio de cultura sélidodsAprés dias de
crescimento em B.O.D & 27°C as coldnias foramiilzex$asmorfologicamente de acordo com o
protocolo estabelecido por Fonseca et al. (2008).d&dos processados apos a classificacédo
revela que foram obtidos 136 isolados bacteriamas foram selecionados para a construcéo dos
agrupamentos obtendo o total de 29 grandes grUp@3, (sendo o manejo M5 (mata nativa) o

gue teve um maior numero de representantes.
Palavras-chaverrizosfera, biodiversidade, RPCP.

MORPHOLOGICAL DIVERSITY OF RHIZOBACTERIA OBTAINED ROM SOILS
UNDER DIFFERENT CULTIVATION MANAGEMENT IN THE WESTRN PARANA

Abstract

The diazotrophic bacteria found in the rhizosphehew phenotypic characteristics
different and changeable depending on the envirobrre which they are inserted. In this
context, the present work aims to isolate and dbariae the morphology of colonies of bacteria
present in soil samples collected from differenhagement cultivation in the Western region of
Parana State. The management comprised in thisy stiete Agricultural System (M1),
Horticulture (M2), pasture (M3), soybeans 1 (M4ative forest (M5) and soy 2 (M6). The soil
samples were analyzed in the laboratory by dilutivegn in 0.85% saline solution to the working
dilution of 10°% which was inoculated in solid culture medium. ekfthree days of growth in a
B.O.D incubator at 27°C, colonies were classifiedrphologically according to the protocol
established by Fonseca et al. (2000). The proceksadfter the classification shows that it were
obtained 136 bacterial isolates, which were setkfttiethe construction of the clusters, resulting
in the total of 29 large groups (GG), being the iM&nagement (native forest) which showed the

highest number of representatives.
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Introducéo

O solo é um recurso natural vital para o funcionaimes regulacdo do ecossistema
terrestre, representando um balanco entre os $afisieos, quimicos e bioldgicos. Uma pequena
amostra de solo apresenta um numero extraordidarinicrohabitats, e a variacado de elementos
fisico-quimicos, como temperatura, umidade e nutrientegsalde cada um desses microhabitats
aumenta ainda mais a diversidade de nichos dispisnipara as populacdes microbianas
(ROESCH et al., 2007).

As bactérias sdo o0 grupo mais importante de miggarosmos do solo, no qual, em
condi¢bes favoraveis, atingem numeros elevadosegeesentantes (DOBBELAEREt al.,
2003). A rizosfera é considerada o maior ecossistema eaaT(BUCHENAUER, 1998;
BOTTNER et al., 1999), é a zona do solo ao redoadague se encontra sob influéncia imediata
do sistema radicular. Nesta exigua camada dersmdoem nutrientes, devido ao acumulo de uma
variedade de compostos organicos liberados pelagsre& que encontram-se as bactérias
diazotrdficas, ou RPCP (no inglés PGPR - Plant @rddomoting Rhizobacteria). Este grupo de
bactérias apresenta ampla diversidade, o que ganaotsoé a resiliéncia dos processos que estes
micro-organismos de solo mediam em um determinamissesstema como, por exemplo, a
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) mas tambénocarréncia destes nos mais diferentes
habitats terrestres conferindo-lhes alta capaciddeleadaptabilidade fenotipica e genética
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

As caracteristicas fenotipicas de um determinadworgrganismo ndo sao estaveis,
sofrendo alteracGes dependendo do meio ambientiendo haver diferencas em cada meio de
cultivo (HUNGRIA e SILVA, 2011). Porém, ainda assi@ caracterizacdo morfologica de
colonias bacterianas para a avaliagao de diversidadse como um complemento importante
para as andlises genéticas, uma vez que posséititenstrucdo de agrupamentos de individuos
morfologicamente semelhantes. Portanto, a seleeaemtesentantes dos grupos permitira nas
etapas posteriores de caracterizacdo, trabalhaucomimero menor de isolado (FONSECA et
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al. 2000). Na anélise morfoldgica se estuda as diegssas caracteristicas do micro-organismo,
para o caso de bactérias caracteriza-se a mordottag col6nias de acordo com seu tamanho,
forma, coloragao dentre outros parametros.

Portanto o presente estudo teve como objaesetar e caracterizar morfologicamente as
colonias bacterianas a fim de avaliar a diversidadefolégica nos diferentes manejos. Além

disso, espera-se seleciocarsterspara posterior analises moleculares.

Materiais e métodos

Coleta de solosPara a coleta dos solos, selecionou-se 6 diferémeas identificadas
com a letra “M” seguida de um namero, cada qualpmsta por um manejo distinto, dos quais 5
correspondem a areas agricultaveis e um represEntrarea mata nativa. Os manejos foram
identificados como: Sistema Agropastoril (M1), Harttura (M2), Pastagem (M3), cultivo sob
revolvimento minimo do solo (M4), Mata nativa (Mbplantio convencional (M6).

Os solos foram coletados em quatro repeticOesedifes, com auxilio de um trado
holandés, em uma profundidade aproximada entre 20 em, local do solo que concentra a
maior parte do sistema radicular ativo e maior iddidle microbiana (ANDRADE e
HAMAKAWA, 1994).

Cada area de coleta foi dividida em cinco transeparalelos, denominados como
transepto A, B, C, D e E, tracados diagonalmentacdedo com o declive e dire¢do do curso de
agua, homogeneidade do terreno, fertilidade do, stddvacdo de agroquimicos, entre outros.
Levou-se em consideracdo o efeito bordadura, desmyando-se, portanto, uma borda de
aproximadamente 50 metros na transicao entre lavoata ciliar e mata ciliar-rio (FIGURA
1)(NEIVERTH, 2012).
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Transepto C

Transepto B

Transepto A

Mata ciliar

FIGURA 2. Distribuicdo estatistica dos pontos de coletaadlie ieferentes as sub-amostras por

repeticdo em relagcéo a gleba (tipo de manejojzatibs para obtencéo dos isolados.

Os transeptos passaram a ser denominados de dege(rgpeticdo 1, 2, 3, 4), sendo
cada uma constituida por cinco sub-amostras. Hetasn coletadas a partir de uma linha
imaginaria em “zigue-zague” tragada sobre o tralwsgpomovendo uma maior homogeneidade
dentro da repeticdo. ApOs a coleta das cinco suis@as por repeticdo, estas foram
homogeneizadas, separando uma amostra deste soidamente etiquetado e mantido em gelo
durante a coleta (BUCKLANIgt al, 2001).

Juntamente com a coleta dos solos foi realizadéeuantamento das areas de coleta, as

quais apresentam o seguinte histérico (QUADRO 1).
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Quadro 1: Descricao do histérico das areas de coleta de.solos

Manejo Local Descricao

Plantio direto sob palha de milho desde 2008, com
M1 Sojal Palotina cultivo principal de soja para grao sucedido paitho

na época seca.

Area cultivada com olericolas Adubacao

M2 Horticultura Toledo exclusivamente orgéanica (esterco de galinha). 4 deo
implantacao
Pastagem plantada de Tifton de longo uso, sobjpaste
M3  Pastagem M.C.Rondon rotacionado de gado leiteiro em regime extensivo e

aplicacbes de residuos de suinocultura.
Area com plantio de soja na safra e milho safrinha.
Entressafra inverno/verdo alocacdo de bovinos para

M4 A Srftzg}[gril Fri?\fgésco corte densidade 4,95 ~5animais/ha (dependendo da

grop palhada de milho disponivel) . Sistema implantad® &

anos.

Parque Sao . . .

M5 Mata nativa Camilo — FIoresta_E_stamonaI Ser[udeudual, apresenta estagio
. intermediarios de sucesséao vegetal.
Palotina

Maraarida — Plantio convencional de longa duragdo com uso de

M6 Soja 2 M CgRondon grade pesada, arado, desde ano de 1970 com audtivo

soja em sucessao com milho.

Obtencado das colbnias isoladaas analises das amostras de solo foram realizamas n
laboratério de Quimica e Fertilidade da Universaldeederal do Parana- Setor Palotina no
periodo de agosto a dezembro de 2014. Pesou-seahthg de solo de cada repeticdo dos
diferentes manejos de cultivo e diluidas em 90 milsalucédo salina 0,85% em frascos contendo
pérolas de vidro, previamente autoclavados, obteledsa forma uma diluicdo 10-1 Os frascos
foram mantidos em um agitador mecénico horizoraal3® minutos. A partir dai, uma chamada
diluicdo seriada foi realizada, transferindo-se L1 da diluicdo 90ml+solo para um novo frasco
contendo 9 mLde solucdo salina 0,85% proporcionandhbluicdo de 10-2, segundo Vincent
(1970). Da diluicao 10-2 retirou-se 1ml que fonsterido para um novo frasco contendo 9 mLde
solucao salina 0,85% proporcionando a diluicdo @8.1Em seguida 100ul da diluicao 10-3 foi
plagueado em duplicata em meio de cultura Digsl s@im pH ajustado para 6,5 e incubado por
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72 horas em estufa a 27°C. Este meio € compostg @¢glicose; 2,0 g de acido malico; 1,5 g
de peptona bacteriolégica; 2,0 g de extrato dedienze 0,5 g de K2HPO4; 0,59 MgS04.7H20;
1,5 g de acido glutdmico e seu volume ajustado pamalitro. Adicionou-se 13g de agar
bacteriolégico e depois foi autoclavado a 120°C3fominutos.

Caracterizacdo morfologica de colbnia® crescimento bacteriano foi avaliado pelo
método de Unidades Formadoras de Coldnias (u),fem que a quantificacdo é dada pela
contagem do numero de células viaveis presentegsneansuspensdo. O método em placas tem
como principio que cada colénia surgida € origm&® uma Unica ceélula viavel e leva em
consideracéo a diluicdo e inoculacéo realizadastemmente (HUNGRIA e ARAUJO, 1994).

Para a classificacdo morfolégica das colbnias baotes usou-se o protocolo
estabelecido por Fonseea al (2000), sendo considerados os seguintes aspéatmanho (>2
mm, 1-2mm, puntiforme), forma (circular ou irregyjdborda (lisa ou ondulada), homogeneidade
(homogénea ou heterogénea), cor (amarelo, amadesim, @marelo esverdeado, amarelo forte,
creme e branco), transparéncia (transparente occappalevacdo (presencga ou auséncia), muco
(pouco, médio e muito) e tempo de crescimento stdados.

O agrupamento dos isolados quanto as caractesisticgoldgicas foi gerado a partir do
programa Past (Paleontological Statistics) (Hamenexd., 2001), pelo uso do algoritmo Ward e
calculo da Distancia Euclidian&ara a analise de agrupamento e obtencdo dosrsldsie
utilizado o coeficiente de similaridade de Pearsopara a construgdo do dendograma foi
escolhido o algoritmo UPGMAUnweighted Pair Group Method using Arithmetic a\gag.

Resultados e discusséo
Foram obtidos 136 isolados bacterianos a partirsbdss sob diferentes manejos de

cultivo (M). Estes foram agrupados por similaridawerfologica resultando em um total de 29

grupos (G), conforme mostra a tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo dos isolados provenientes de areas dsfélsentes manejos,
segundo a classificacdo em grupos (G) da tipagetidaolpela analise das caracteristicas
morfoldgicas segundo Fonseca et al. (2000).

Manejos de Cultivo
M3 M4

=
N
<

OQOOFRPRONOFRPRNRPFPFNOORFRPR WOOOORONPFPOOR,ORDNOO

Grupos
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G1l1
G12
G13
G14
G15
G16
G17
G18
G19
G20
G21
G22
G23
G24
G25
G26
G27
G28
G29
TOTAL 19 18 26 3 29 21 136

* Grupos obtidos a partir dos agrupamentos morfotisy representados no ANEXO A. M1 —

Sistema Agropastoril; M2 — Horticultura; M3 — Pagm; M4 —Soja 1 ; M5 — Mata Nativa; M6 —

Soja 2.

TOTAL

[N

OO0OO0OO0OONOMNOORRPRRPRPRPROOROROWROOROOONKZ
OO0 O0OO0OO0OO0ORrROO0OO0OO0OO0OORNRROOORMAMNREPNOOR R RKZ
OFRPFRPOONRPROOONOOOORMARPLPRNOORNNRPWRERRERREO
I—\ONI—\I—\OI—‘I—‘OHI—‘OOI—‘NOOONONI—‘-&OOI—‘OI—\I—\I\JE
PR WWRFROWSNWNONRPOOOOOUWWAaRrEPM~MNWNDNDWOSN

NIOOORFRONORRFRPOWRFRORRFRPPFPORNNMNMNNMNMNOOOMNMOONDNDO
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Destaca-se com maior niumero de unidades formaderaslonias o manejo M5 (mata
nativa) com 29 isolados e o manejo M3 (Pastagemm) 20 isolados. O terceiro maior nimero
refere-se ao manejo M4 (Soja 1) com 23 isoladoguide do manejo M6 (Soja 2) com 21
isolados. Ja os manejos M1 (sistema agropastitM),(horticultura), apresentaram o menor
namero de isolados com 19 e 18 isolados, respentivge.

Em um agroecossitema a abundancia microbiana safracdes ao longo das estacdes
do ano, havendo a cada estacdo a predominancimaeamunidade microbiana acompanhada
de outras pouco abundantes (TORSVIK e @VREAS, 200#iy variacdes estdo relacionadas ao
indice pluviométrico e ao clima da regido, ao earqualidade dos residuos vegetais, a estrutura
e aos manejos agricolas adotados em cada agrateossi(ROGERS e TATE I, 2001,
TIEDJE et al., 2001), e a planta hospedeira pres@ifierentes espécies, genotipos, estadios de
desenvolvimento e exsudatos radiculares) (PICARDECO, 2008).

O maior nimero de isolados encontrados nas areasatke nativa (M5) e pastagem
(M3) pode ser explicado sob dois pontos, o priméirgue o M5 € um ambiente natural e a
comunidade microbiana nestes apresenta-se estéragitel as estacbes do ano, o segundo ponto
€ que em ambos 0s manefwvia a presenca do vegetal de cobertura no mondentoleta das
amostras de solo, pode ter proporcionado a liberagélas raizes, de diferentes exsudatos
possibilitando a selecdo de nimero maior de miogardsmos presentes na regido rizosférica do
solo, de onde as amostras foram retiradas (COERA0R).

Outro ponto relevante converge no fato de nestaasa(M5 e M3), o periodo de
entressafra € muito curto, portanto a presencdasaappermite a deposicao de rejeitos vegetais
constantemente no solo proporcionando uma maiouteagido da composicdo da serrapilheira,
0 que estimula a presenca de uma série de micesgrgos envolvidos na formacdo da matéria
organica e também nas relagdes associativas costene(TIEDJEet al., 2001).

Os grandes grupos G8 e G9 ambos apresentaram mdamaro de representantes (11),

com isolados advindos de todos 0s manejos, exdd @oja 1) e M6 (soja 2).

Conclusbes
Pela tipagem morfologica foi possivel estabelegeu@amentos por similaridade entre
as bactérias obtidas dos solos sob diferentes ogdej cultivo. Os resultados demonstraram a
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ocorréncia de uma alta diversidade nas areas d&aaelsultando em 29 grandes grupos quanto a

caracterizacdo morfolégica.
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