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RESUMO

Na rizosfera estdo presentes diversos tipos de bactérias, a interacao dessas bactérias com as
plantas permite obter beneficios como a fixagdo de nitrogénio que ndo beneficia somente as
plantas, mas também o solo. Assim, as bactérias constituem a maior parte microbiana do solo,
seja ela em numero ou diversidade, podendo encontrar diversas espécies distintas. O objetivo
foi realizar o isolamento de rizobactérias coletadas na horta didatica do Instituto Federal do
Piaui (IFPI) para caracterizagdo morfocultural na cidade de Sao Jodo do Piaui. A coleta das
bactérias deu-se por meio da coleta em trés locais diferentes da banana-prata-ana,
cana-de-agucar, feijao caupi e BRS capiagu na horta didatica do IFPI, campus Sao Jodo do
Piaui. O isolamento foi realizado a partir da rizosfera das areas de banana Prata Ana,
cana-de-agucar, BRS Capiacu e feijdo-caupi no Laboratorio de Biologia do IFPI, apds a
lavagem em agua corrente e isoladas em meio de cultura NYDA, ainda foram submetidas a
uma temperatura de aproximadamente 28°C por 48h, apos esse periodo as mesmas foram
repicadas, caracterizadas morfologicamente e foram submetidas ao teste Gram e identifica-las
com positiva ou negativa. Totalizou-se 24 bactérias. sendo 20,8% de banana Prata ana, 20,8%
de cana-de-acucar, 25% de BRS Capiacu e 33,4% de feijdo-caupi. As rizobactérias obtidas
possuiam coloracdo e caracteristicas distintas, as mesmas passaram pelo processo de
caracterizacdo morfocultural, resultando na formacdo do dendograma para avaliar o grau de
similaridade dessas bactérias, assim como os diferentes tipos e grupos, apresentando
diversidade de morfologia cultural com oito grupos diferentes e contendo bactérias Gram
positivas.
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ABSTRACT

In the rhizosphere, various types of bacteria are present. The interaction of these bacteria with
plants provides benefits such as nitrogen fixation, which benefits not only the plants but also
the soil. Thus, bacteria constitute the largest microbial component of the soil, whether in
number or diversity, and various distinct species can be found. The aim was to isolate
rhizobacteria collected from the teaching garden of the Federal Institute of Piaui (IFPI) for
morphocultural characterization in the city of Sdo Jodo do Piaui. The bacteria were collected
from three different locations of banana-prata-ana, sugarcane, cowpea, and BRS capiagu in
the teaching garden of IFPI, S3o Jodo do Piaui campus. Isolation was carried out from the
rhizosphere of the banana Prata Ana, sugarcane, BRS Capiagu, and cowpea areas in the IFPI
Biology Laboratory, after washing with running water and isolating them in NYDA culture
medium. They were incubated at approximately 28°C for 48 hours. After this period, they
were subcultured, morphologically characterized, and subjected to the Gram test to identify
them as positive or negative. A total of 24 bacteria were isolated, with 20.8% from banana
Prata Ana, 20.8% from sugarcane, 25% from BRS Capiagu, and 33.4% from cowpea. The
obtained rhizobacteria displayed distinct colors and characteristics, and they underwent the
morphocultural characterization process, resulting in the formation of a dendrogram to assess
the degree of similarity among these bacteria, as well as the different types and groups,
showing a diversity of cultural morphology with eight different groups, including
Gram-positive bacteria.

Keywords: Colonies, Bacteria, Rhizosphere, Biological control; Sustainable agriculture
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1 INTRODUCAO

A relagdo entre solo e planta é de grande importancia, pois as plantas produzem
exsudatos que trazem beneficios aos microrganismos e, consequentemente, o solo. A fixacao
biologica de nitrogénio destaca-se por beneficiar nao s6 a planta envolvida, mas também a
rizosfera, ao disponibilizar parte desse nitrogénio para outros organismos (Marchetti; Barp,
2015).

Os diversos sistemas de manejo do solo podem afetar a diversidade e a eficiéncia de
bactérias nativas. Portanto, ¢ importante realizar um levantamento da diversidade bacteriana
em solos que sdo submetidos a diferentes métodos de manejo (Oliveira ef al., 2017).

Algumas bactérias presente na rizosfera sdo Rizobactérias Promotoras de Crescimento
de Plantas (RPCP) que podem promover o crescimento de plantas por meio de varios
mecanismos, sendo pelo crescimento na disponibilidade de nutrientes na rizosfera, pela
producdo de substancias reguladoras do crescimento, assim também como no controle de
fitopatogenos. Como resultado, promovem um aumento na producdo das plantas. (Perboni,
2014)

As bactérias constituem a maior parte da populagdo microbiana do solo, tanto em
nimero quanto em diversidade, existem inimeros géneros e espécies diferentes presentes
(Rebiere, 2015). Nos agroecossistemas rizobactérias podem ser encontradas de forma livre,
associadas endofiticamente ou em simbiose com as plantas, essas bactérias desempenham
papéis importantes, promovendo o crescimento de plantas, como também no controle de
doengas (Silva et al., 2022).

O uso de microrganismos para o controle de doencas em plantas tem sido amplamente
estudado em todo o mundo, porém eles ndo sdo utilizados com bastante frequéncia nos
campos de producgdo atualmente, os motivos pelos quais nao estd havendo o uso no campo
pode ser a falta de conhecimento ou de informagdes e de resultados disponiveis. O objetivo do
controle biologico em plantas ¢ de ajudar a permanecer em niveis equilibrados as populagdes
de organismos vivos, esses nas quais estdo presentes nos meios de cultivo, sendo aproveitado
inimigos naturais na utilizagdo ¢ mantendo a forma de controle de moléstias ou patdogenos que
acabam reduzindo a produtividade das plantas (Benetti, 2017).

A técnica da coloragdo Gram permite distinguir as bactérias ndo apenas pela forma,
mas também pela sua capacidade de reter o corante de Gram (cristal violeta) e resistir a
descoloragdo com alcool. Bactérias que mantém o corante sdo chamadas Gram-positivas,

enquanto aquelas que perdem o corante apds o tratamento com alcool sdo denominadas



Gram-negativas (Moreira; Carvalho; Frota, 2015).

A parede bacteriana ¢ crucial para que ocorra essa diferenciagdo, refletindo diferencas
na composicao quimica entre as bactérias Gram-positivas, que possuem uma camada espessa
de peptidoglicano (ou mureina), e as Gram-negativas, que tém uma camada muito fina de
peptidoglicano, mas uma estrutura de parede mais complexa quimicamente (Moreira;
Carvalho; Frota, 2015).

O presente trabalho tem como objetivo realizar o isolamento de rizobactérias obtidas
na horta didatica do Instituto Federal do Piaui para caracterizagdo morfocultural no municipio

de Sao Jodo do Piaui.

2 METODOLOGIA
A pesquisa foi realizada no municipio de Sao Jodo do Piaui - PI, que esté localizado na
regido sudeste do estado do Piaui. O municipio esta caracterizado com clima semiarido quente

e seco, sua vegetacdo ¢ do tipo caatinga, sendo arborea e arbustiva (IBGE, 2022).

2.1 COLETA E ISOLAMENTO DAS RIZOBACTERIAS

Inicialmente,com a utilizagdo de um trado fez-se a coleta de rizobactérias na horta
didatica Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui (IFPI), campus Sao
Jodo do Piaui, a coleta foi desenvolvida por meio de zig zag, onde coletou-se em trés locais
diferentes da rizosfera da banana-prata-and, cana-de-acucar, feijdo caupi e BRS capiagu, para
que fossem isoladas no laboratério de Biologia, no IFPI, campus Sao Jodao do Piaui.

Para o isolamento de rizobactérias da rizosfera inicialmente fez-se a lavagem das
raizes em agua corrente e triturou-se as mesmas, apos isso adicionou-se 0,5g de raizes
trituradas em tubos contendo 100mL de solugdo salina (0,85% NaCl), procedendo-se a
extracdo sob continua agitagdo manual, por 1 minuto, a temperatura ambiente. Em seguida,
foram realizadas a diluicdo em série dos extratos de solo (fator 10) e, de cada diluicdo, foi
retirado uma aliquota de 50uL, que foi semeada em placas de Petri contendo meio sélido
NYDA (extrato de levedura 5g, dextrose 10g, dgar 20g, dgua destilada 1000 ml), com o
auxilio da alga de Drigalsky, incubando-se, em seguida, a 28°C. As coldnias das rizobactérias

que surgiram, foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio de cultura NYDA.

2.2 CULTIVO E PRESERVACAO DAS RIZOBACTERIAS
As rizobactérias isoladas foram cultivadas e preservadas por meio de repicagens

periddicas tubo a tubo em meio NYDA para o uso continuo nos ensaios realizados. Os



isolados de rizobactérias selecionados foram preservados em tubos criogénicos contendo agua

destilada esterilizada (ADE), sendo armazenados em temperatura ambiente.

2.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Apds o isolamento e a preservacdo das coldnias, todas foram caracterizadas
morfologicamente. Adotaram-se os seguintes critérios: forma (puntiforme, circular, irregular,
filamentosa), elevagdo (espraiada, convexa baixa ou alta, bosselada, papilada), bordos
(ondulados, fimbriados, inteiro ou denticulados), transparéncia (transparente, opaca ou
translticida), brilho (fosco ou brilhante), pigmentacdo (ausente ou presente), superficie (lisa ou
rugosa) ¢ a consisténcia (cremosa, mucoide ou quebradi¢ca). Esses dados estdo presentes na

Tabela 1 presente nos Apéndices.

2.4 COLORACAO GRAM

Ao realizar a caracterizagdo morfoldgica das bactérias, as amostras foram submetidas
ao teste Gram, onde utilizou-se os seguintes procedimentos: inicialmente, o esfregago foi
revestido pelo cristal violeta por 1 minuto, depois foi lavado com agua. Em seguida,
utilizou-se o lugol por 1 minuto e lavou-se novamente com agua, apos isso o esfregaco foi
revestido com alcool por 30 segundos. Para finalizar o procedimento, foi aplicado a fucsina,
num periodo de 30 segundos, lavou-se com agua e foi colocado para secar e posteriormente

observados em microscopio optico.

2.5 SIMILARIDADE GENETICA
Os dados obtidos da caracterizagdo morfocultural foram sujeitos a célculos de
similaridade e diversidade pelo método de UPGMA, utilizando indice de Jaccard para a

constru¢ao do dendrograma, sendo produzido por meio do programa Past.

3. RESULTADOS

Diante dos resultados obtidos na caracterizagdo morfologica, os mesmos foram
utilizados para defini¢do de oito grupos com 70% (setenta) de similaridade mutuamente. Oito
coletividades (I, II, III, IV, V, VI, VII e VIII) com 70% (setenta) de semelhanga diante da
rizosfera de banana prata ana, cana-de-agucar, BRS capiacu e feijdo-caupi respectivamente,
totalizando um total de 5 (cinco) grupos que se distinguiram a partir da forma (puntiforme,

circular, irregular, filamentosa), elevacdo (espraiada, convexa baixa ou alta, bosselada,



papilada), bordos (ondulados, fimbriados, inteiro ou denticulados), transparéncia
(transparente, opaca ou translicida), brilho (fosco ou brilhante), pigmentacao (ausente ou
presente), superficie (lisa ou rugosa) e a consisténcia (cremosa, mucdide ou quebradica).

Esses dados podem ser observados na Figura 1.

Figura 1. Levantamento e caracterizagdo morfocultural de rizobactérias isoladas a partir de banana
prata and, cana-de-agucar, BRS capiacu e feijdo-caupi cultivados na horta didatica do IFPI campus Sao
Jodo do Piaui (FO: feijao caupi; BO: banana-prata-ana; C: cana-de-agucar; CA: BRS capiagu).
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Resultados semelhantes também foram obtidos por Pinton et al., 2010 que trabalhava
com agrupamentos de rizobactérias isolados de hortaligas quanto a sua morfologia cultural.
Os presentes autores obtiveram que as caracteristicas morfologicas mais frequentes foram
com relacdo a borda sendo lisa, a sua forma circular, a aparéncia homogénea e a falta de
aderéncia da colonia no ambiente de cultivo.

Diante da obtencao desses oito grupos, obteve-se cinco grupos onde individualmente
possuem caracteristicas iguais, os mesmo possuem diferenca de 79,16% na forma circular,
83,3% de bordos inteiros, 91,66% possuindo superficie lisa, 54,16% sendo transparentes,
62,5% brilhantes, 75% com pigmentacdo ausente, 66,66% das bactérias eram cremosas ¢

todas elas possuiram 100% da coloragao gram positiva (roxa), como representada na Figura 2.

Figura 2. Cinco grupos de bactérias que possuem caracteristicas iguais.
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No dendograma, as bactérias apresentadas no grupo I, II, IIl e IV apresentam
semelhancas por possuirem forma circular, a partir do grupo I foi identificado que as bactérias
sdo transparentes, brilhantes e possuem pigmentacdo, além disso tem uma consisténcia
mucoide. No grupo II sdo transparentes e brilhantes mas ndo possuem pigmentagdo presente,
esse grupo também apresentou consisténcia com muco. O grupo III apresenta bordos inteiros
e sdo opacos, porém brilhantes e sem pigmentagao, as mesmas tém elevagdo convexa alta, e
possuem sua consisténcia cremosa.

As bactérias do grupo IV formada pelos isolados de cana-de-agucar sdo opacas,
brilhantes e sem pigmentacdo, com consisténcia cremosa e elevagdo convexa baixa. O grupo
V ¢ que mais se diferencia dos demais grupos, pois possuem forma irregular, tem uma
elevagdo espraiada com bordos denticulados, sdo translucidas, com brilho fosco, sem

pigmentacao presente e tem uma consisténcia quebradiga.

Foram identificadas na caracterizacdo dessas bactérias, que surgiram diversidades de
colonias, possuindo coloragdes verdes, amarelas, laranja, ¢ em grande parte a coloragdo
branca e incolor. Assim como no estudo desenvolvido por Oliveira et al., 2021, que avaliaram
as caracteristicas morfologicas de 40 rizobactérias isoladas de nodulos de leguminosas,
resultou na predominancia da cor branca, sendo a que mais se destacou dentre as rizobactérias

obtidas. Na Figura 3 podem ser observadas alguns tipos de bactérias obtidas.



Figura 3. Diversidade de rizobactérias obtidas na caracterizagdo das bactérias

Autoria prépria (2024)

De acordo com os resultados obtidos, na rizosfera que colonizava as raizes no plantio
de banana prata ana, pode-se observar os agrupamentos de 70% de similaridade das coldnias.
Nesse local foram obtidos trés grupos de coldnias, sendo que um desses grupos apresentou

caracteristicas idénticas entre elas, conforme esta sendo representado na Figura 4.



Figura 4. Levantamento e caracterizagdo morfocultural de rizobactérias isoladas a partir de banana

prata ana.
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Na rizosfera em que estava presente o cultivo de cana-de-agicar apresentou

diversificacdes de coldnias, diante da similaridade em 70%, podendo ser observado na Figura

5. O dendograma aponta quatro grupos distintos, sendo que um desses grupos possuem

semelhangas iguais.

Figura 5. Levantamento e caracterizacdo morfocultural de rizobactérias isoladas a partir da

cana-de-acucar.

Programa Past (2014)

Na coleta desenvolvida na rizosfera do cultivo de BRS capiacu, sendo observado

também pela similaridade de 70%. Em relagdo as demais colonias, a mesma foi a que mais
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apresentou grupos diversificados, possuindo cinco grupos distintos de bactérias, diante do que

mostra a Figura 6. Um desses grupos apresentam morfologias idénticas.

Figura 6. Levantamento e caracterizagdo morfocultural de rizobactérias isoladas a partir do BRS

capiagu.
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A anélise feita diante das caracteristicas morfologicas, com 70% de similaridade do
feijdo-caupi, apresentou trés grupos distintos. Essa andlise obteve-se a maior parte de
bactérias semelhantes, sendo que nessas coletividades t€ém dois grupos de bactérias idénticas.

Essas informacdes podem ser analisadas na Figura 7.

Figura 7. Levantamento e caracterizacdo morfocultural de rizobactérias isoladas a partir do
feijao-caupi.
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Programa Past (2024)

Apos os resultados obtidos das caracteristicas morfologicas, fez-se o processo do teste
Gram, para fazer identificar se essas bactérias eram Gram-positiva ou Gram-negativa. Essas
colonias apresentaram-se sendo todas Gram-positivas, possuindo uma colora¢do roxa, como

mostra a Figura 8.

Figura 8. Andlises do teste Gram

Autoria propria (2024)
De acordo com isto, pode-se observar a grande diversidade de bactérias presentes no
solo, e 0 quanto essas bactérias podem contribuir para o desenvolvimento dessas plantas. A
utilizacdo do dendrograma permitiu relacionar as diferengas de bactérias que podem estar
presentes ou ndo em diferentes ambientes. Atualmente, diversos géneros de rizobactérias
podem ajudar em diferentes meios de agdo, contribuindo para que a planta possa combater
estresses abioticos e bidticos para produzir e sobreviver (Silva et al., 2022).

4 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, as bactérias foram obtidas por meio da coleta de amostra das
raizes das plantas da banana-prata-and, da cana-de-agucar, do BRS capiacu e do feijao-caupi,
utilizando o trado para a coleta dessas raizes. Assim sendo contabilizadas a quantidade de 24
bactérias. sendo 20,8% de banana Prata ana, 20,8% de cana-de-agticar, 25% de BRS Capiacu
e 33,4% de feijao-caupi.

Para a caracterizacao das bactérias, e identificagdo das suas diferentes caracteristicas
morfoldgicas observou-se: a forma, podendo ser puntiforme, circular, irregular ou
filamentosa, a elevacdo, sendo espraiada, elevada, convexa alta ou baixa, bosselada e
papilada, os bordos, em ser ondulado, fimbriado, denticulado ou inteiro, sua transparéncia,

analisando se eram transparente, opaca ou translicida e o brilho, sendo fosco ou brilhante,
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analisou-se a pigmentac¢do, podendo ser ausente ou presente, a superficie podendo ser rugosa
ou lisa e a cremosidade, se era cremosa, mucoide ou quebradica.

O uso do dendrograma permitiu que observar a diversidade de bactérias que estdo
presentes no solo da horta didatica do Instituto Federal do Piaui, campus Sao Jodo do Piaui,
assim possibilitou a identificagdo de diferentes rizobactérias que podem ser encontradas em
rizosferas com plantio distintos, assim também como bactérias idénticas em um mesmo

ambiente.
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APENDICES

TABELA

Tabela 1. Caracterizacdo Morfoldgica das Rizobactérias
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Forma

Elevacao

Bordos
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F06
F07
FO8

Bactérias
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Brilho

Pigmentacio

Superficie

Consisténcia

Opaca

Transliacida

Fosco

Brilhante

Ausente Presente

Rugosa

Lisa

Cremosa

Mucoide

Quebradica
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