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APRESENTACAO

A proposta da obra “Meio Ambiente & Desenvolvimento Sustentavel” busca
expor diferentes conteudos vinculados a questdo ambiental dispostos nos 61
capitulos entre volume | e volume Il. O e-book conta com uma variedade de
tematicas, mas tem como foco central a questdo do meio ambiente.

As discussoOes sobre a questao ambiental e as novas demandas da sociedade
moderna ganham visibilidade e despertam preocupacbes em varias areas do
conhecimento. Desde a utilizacéo inteligente dos recursos naturais as inovagodes
baseadas no desenvolvimento sustentavel, por se tratar de um fenémeno complexo
que envolve diversas areas. Assim a tematica do meio ambiente no atual contexto
tem passado por transformacdes decorrentes do intenso processo de urbanizagao
que resultam em problemas socioambientais. Compreende-se que o direito ambiental
€ um direito de todos, é fundamental para a reflexdo sobre o presente e as futura
geracoes.

A apresentacdo do e-book busca agregar os capitulos de acordo com a
afinidade dos temas. No volume | os conteludos centram-se em pesquisas de analise
do desenvolvimento, sustentabilidade e meio ambiente sob diferentes perspectivas
tedricas. A sustentabilidade como uma perspectiva de desenvolvimento também é
abordada no intuito de preservar este meio e minimizar os impactos causados ao
meio ambiente devido ao excesso de consumo, motivo das crises ambientais. O
desafio para a sociedade contemporanea é pensar em um desenvolvimento atrelado
a sustentabilidade.

O volume Il aborda temas como ecologia, educacao ambiental, biodiversidade e
o uso do solo. Compreendendo a educagao como uma técnica que faz interface com
a questao ambiental, e os direitos ambientais pertinentes ao meio ambiente em suas
varias vertentes como aspectos econémicos, culturais e histéricos.

Os capitulos apresentados pelos autores e autoras também demonstram a
preocupacédo em compartilhar os conhecimentos e firmam o comprometimento com
as pesquisas para trazer melhorias para a sociedade de modo geral, sendo esse 0
objetivo da obra.

Juliana Thaisa R. Pacheco
Juliana Yuri Kawanishi
Rafaelly do Nascimento
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CAPITULO 16

BIODIVERSIDADE DE RIZOBACTERIAS EM Schizolobium
parahyba var. amazonicum (HUBER EX DUCKE)
BARNEBY COM POTECIAL BIOPROMOTOR

Aline Chaves Alves
Universidade Federal Rural da Amazoénia, Belém
— Para, 66077-830

Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG),
Laboratério de Biotecnologia de Propagulos e
Mudas.

Belém - Paréa, 66040-170

lain_th@hotmail.com

Monyck Jeane dos Santos Lopes
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG),

Laboratério de Biotecnologia de Propagulos e
Mudas.

Belém - Para, 66040-170
monycklopes@museu-goeldi.br

Ricardo Abrahim Leite Oliva
Universidade do Estado do Para - Centro de

Ciéncias Naturais e Tecnologia (UEPa - CCNT).
Belém — Para, 66095-015

Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG),
Laboratério de Biotecnologia de Propagulos e
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Ely Simone Cajueiro Gurgel
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG),

Laboratorio de Biotecnologia de Propagulos e
Mudas.

Belém - Para, 66040-170

RESUMO: O parica (Schizolobium parahyba
var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby)
é uma leguminosa de crescimento acelerado,
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mas que nao nodula. Supde-se que seu rapido
crescimento pode ser resultante de interacéo
mutualistica especifica com microrganismo
promotor de crescimento, com grande
probabilidade de ser encontrado em sua
rizosfera. Além disso, a vasta biodiversidade
no microbioma amazénico indica potencial
para selecdo de promotores do crescimento
de espécies florestais. Portanto, essa pesquisa
tem por objetivo prospectar a rizosfera de
Parica visando conhecer sua biodiversidade e
obter biopromotores de crescimento. A rizosfera
de Parica foi coletada na EMBRAPA-Amazénia
Oriental. O experimento foi conduzido no
Laboratério de Biotecnologia de Propagulos
e Mudas (LBPM) e no Laboratério de Biologia
Molecular (LBM) no Museu Paraense Emilio
Goeldi (MPEG). Para selecédo de bactérias foi
utilizado o método de diluicdo seriada e de alta
temperatura (80°C). Foram realizados teste
de fluorescéncia, caracteristicas morfoldgicas
das colénias e pH. A Unidade Formadora de
Colénias (UFC) da diluicao seriada foi de 2,5
x10* UFC/mL e das submetidas a 80°C foi de 8,0
x102 UFC/mL. Nao foram encontradas bactérias
fluorescentes. As rizobactérias provenientes
da rizosfera de Parica apresentaram grande
diversidade nas colonias. Também foram
encontradas rizobactérias tolerantes a alta
temperatura, sendo potencias biopromotores

de crescimento em espécies florestais. Assim,
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esse estudo serve como base para estudos de maior abrangéncia pratica, otimizando
a preservacao ambiental e a manutengdo da biodiversidade de uma forma sustentavel.
PALAVRAS-CHAVE: Parica, PGPR, rizobactérias

BIODIVERSITY RHIZOBACTERIA AND POTENTIAL USE ON Schizolobium
parahyba VAR. amazonicum (HUBER EX DUCKE) BARNEBY GROWTH

ABSTRACT: Schizolobium parahyba var. Amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby is
a fast-growing, non-nodulating legume. Its rapid growth is supposed to be the result of
specific mutualistic interaction with growth promoter microorganism, most likely to be
found in its rhizosphere. In addition, the vast biodiversity in the Amazon microbiome
indicates potential for growth promoters selection on forest species. Therefore, this
research aimed to prospect S. parahyba rhizosphere to access its biodiversity and
obtain growth biopromotors for future studies. S. parahyba rhizosphere was collected
at Embrapa Eastern Amazon. The experiment was conducted at the Laboratério
de Biotecnologia de Propagulos e Mudas (LBPM) and at Laboratério de Biologia
Molecular (LBM), from Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG). For bacterial selection,
the serial dilution and high temperature (80°C) were used. Fluorescence test, colony
morphological characteristics and pH were performed. The Colony Forming Unit (CFU)
of the serial dilution was 2.5 x10* CFU/mL and those submitted to 80°C was 8.0 x10?2
CFU/mL. No fluorescent bacteria were found. Parica rhizosphere showed great diversity
in the rhizobacteria colonies. High temperature tolerant rhizobacteria were also found,
being potential growth biopromotors on forest species.Thus, this study is the basis
for practical studies, optimizing seedling production, environmental preservation and
maintaining biodiversity in a sustainable manner.

KEYWORDS: Parica, PGPR, rhizobacteria

11 INTRODUCAO

Programas de reflorestamento tem sido cada vez mais necessarios para a
conservacao do bioma Amazénico, o que demanda mais estudos para otimizar a
producao de mudas de espécies florestais nativas, em particular aquelas ameacadas
de extingéo.

Biodiversidade € uma das principais caracteristicas do bioma amazénico, tanto
sua fauna quanto flora. Porém o desmatamento tem causado perdas constantes,
diminuindo também a qualidade do solo, e consequentemente a populacédo de
microrganismos presente (VERISSIMO; PEREIRA, 2015). A biodiversidade na
microbiota amazdnica indica potencial para prospec¢ao de promotores do crescimento
de espécies florestais, sendo uma alternativa economicamente viavel com inoculantes
nativos, ja adaptados ao meio.

O parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby)
€ uma arvore caducifélia pertencente a familia Fabaceae, uma espécie decidua, com

176

Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel 2 Capitulo 16



folhas alternas, bipinadas, longipecioladas, possui copa pouco densa com ramificagao
cimosa, tronco cilindrico e reto, presenca de sapopemas desde a fase jovem. Sua
casca externa é lisa e verde nos primeiros anos, tornando-se cinza-amarelada e com
manchas brancas quando adulta (ROSA, 2006). Essa espécie possui grande potencial
econbmico e ecologico, com madeira de facil laminacao, secagem e acabamento,
sendo eficiente na construcéo civil e na producéo de celulose (ALMEIDA et al., 2013).
Além disso, seu crescimento rapido e boa adaptabilidade a qualificam com potencial
para uso em reflorestamento e recuperacao de areas degradadas (VIDAURRE et al.,
2012).

O parica € uma leguminosa de crescimento acelerado, mas que nao nodula
(LOPES et al., 2015). Supde-se que seu rapido crescimento pode ser resultante de
interacdo mutualistica especifica com microrganismo promotor de crescimento, com
grande probabilidade de ser encontrado em sua rizosfera.

A rizosfera é considerada importante ambiente de interacdo planta-
microrganismo, é a regido do solo mais proximo das raizes e influéncia diretamente
nos ciclos biogeoquimicos e transformacao da matéria organica (PEREZ-JARAMILLO
etal., 2016). Narizosfera destacam-se as rizobactérias, conhecidas pelo seu potencial
como promotoras de crescimento em plantas (PGPRs), atuam diretamente por
disponibilizar nutrientes para absor¢cé&o, melhorando a qualidade do solo, sendo ainda
capazes de alterar os fitormonios (ROHRIG et al., 2016), e indiretamente produzem
substancias quimicas que podem inibir o desenvolvimento de fitopatogenos (BOTIN;
CARVALHO, 2014).

Elas podem ser divididas em dois tipos, rizobactérias que agem diretamente e
residem dentro da célula da planta, as chamadas iPGPR como as Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, e as ePGPR, que sao rizobactérias extracelulares,
como as bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Burkholderia
(GOUDA et al. 2018).

Dentro desse contexto, a busca por linhagens microbianas com potencial
em promover crescimento de mudas florestais se faz necessaria. Sendo uma
base biotecnoldgica para otimizar a producdao de mudas, buscando a preservacao
ambiental, o desenvolvimento sustentavel e a manutencdo da biodiversidade. O
estudo supde que existem microrganismos na Amazbnia capazes de promover 0
crescimento em espécies florestais, otimizando a producdo de mudas com maior
qualidade e aptidao ao plantio definitivo no campo. Essa pesquisa tem por objetivo
prospectar a microbiota da rizosfera de Schizolobium parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducke) Barneby visando conhecer sua biodiversidade e obter potenciais
biopromotores de crescimento.
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2| MATERIAL E METODOS

Local de estudo e coleta

Foram coletados rizosfera de Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber
ex Ducke) Barneby (S 01°26°12.0” W 048°26’32.6”) de arvore com o diametro
a altura do peito (DAP) de 70,5cm; altura comercial de 8m e altura total de 24m.
As amostras coletadas foram armazenadas em sacos plasticos e acomodados em
isopor, em baixa temperatura e transportada para o Laboratério de Biotecnologia de
Propagulos e Mudas (LBPM) do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) (S 1°27'3.98"
W 48°26'44.74"), Belém-PA, Brasil.

Selecao de microrganismos

A selecédo de microrganismos e a caracterizagcdo morfolégica das colbnias
ocorreu no Laboratério de Biologia Molecular (LBM) do MPEG. Para selecédo de
bactérias foi utilizado o método de diluicao seriada com alteragbes, foram pesados 1g
do conjunto rizosfera e transferidos para becker com 9 mL de solucéo salina (0,85%
de NaCl), permanecendo por 30 minutos no agitador Rocker CR300 (120 rpm, 28 °C).
Do extrato obtido, foi realizada a diluicéo seriada até 1072, e feito teste de resisténcia a
temperatura, colocando em um Thermo shaker (TS-100, Biosan) amostras de solugao
102 em microtubos contendo solugéo salina (NaCl), permanecendo em constante
agitacao por 20 min a 80 °C (ROMEIRO, 2007).

Logo apos foi retirado uma aliquota de 100ul de ambos tratamentos, e plaqueados
na superficie de meio de cultura 523 proposto por Kado e Heskett (1970) e meio de
cultura NYDA (dextrose, extrato de carne, extrato de levedura, agar) nutriente em
placas de Petri, sendo incubadas em estufa a 28 °C, durante 48 horas com auséncia
de iluminacao (ROMEIRO, 2007).

ApOs o periodo de incubacgdo, as colonias foram contadas e as placas com
crescimento entre 25 e 250 colbnias foram escolhidas para o calculo das Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC). Foi verificado o tempo de crescimento das col6nias e
as caracteristicas morfoldgicas: cor, forma, elevacéo, superficie, bordo e consisténcia.
Também foi observado a fluorescéncia, em camara UV sob luz ultravioleta de 365
nm (Loccus, L-PIX). A colecéo foi armazenada em microtubos com agua pura em
temperatura ambiente (ROMEIRO, 2007).

Para calcular a diversidade morfolégica entre as caracteristicas das colbnias
foi utilizado o indice de Shannon-Weaver (H’) que leva em consideracgéo a riqueza e
a abundancia para gerar um valor de diversidade, a formula H'=¥$_, pi.lnpi .Onde,
pi foi considerado a propor¢éo dos individuos na amostra total e In pi € o logaritmo
natural da proporcao dos individuos (MANGUSSEN; BOYLE, 1995).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As rizobactérias provenientes da rizosfera de parica apresentaram grande
diversidade nas col6nias (Figura 1). Os resultados obtidos a partir da caracterizacao
morfoldgica das colbnias demostraram que em relacéo a cor 48 % delas sao creme,
16% brancas, 12% s&o creme escuro e 8% sao translucidas, enquanto as outras
variedades de cores como rosa, amarelada, roxa azulada, roseada representaram
4% cada (Tabela 1).

DIVERSIDADE MORFOLOGICAS DAS COLONIAS

B Cor

B Forma

B Elevacdo

M Superficie

B Bordo

W Consisténcia

Figura 1 — Diversidade morfoldgica das coldnias de bactérias rizosféricas de Schizolobium
parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby.

Quanto a forma, mais da metade, ou seja, 52% apresentaram forma irregular,
24% circular, filamentosas e puntiforme representaram 12% cada (Tabela 1). A
elevacao apresentou uma porcentagem significativa de colénias achatadas, cerca
de 64%, a elevada 16%, a convexa 16% e a ondulada apenas 4% (Tabela 1). Em
relacdo ao bordo, houve maior diversidade de caracteristicas, 52% sé&o inteiras,
lobuladas e onduladas sédo 16% cada, filamentosa 12% e irregulares 4% (Tabela 1).
Em relacdo a superficie, 80% delas séo lisas e 20% rugosas (Tabela 1). Por fim,
quanto a consisténcia 44% séo secas, 24% sao viscosas e outros 24% gomosas,
apenas 8% apresentaram consisténcia aquosa (Tabela 1).

B0O2 Creme escuro Irregular Achatada Lisa Ondulada Seca

B06 Creme Filamentosa  Achatada Lisa Lobulado Viscosa
B15 Creme Irregular Achatada Lisa Ondulada Viscosa
B16 Creme escuro Irregular Achatada Lisa Ondulada Gomosa
B17 Creme Puntiforme Achatada Lisa Inteira Gomosa
B18 Creme Irregular Achatada Rugosa Lobulado Gomosa
B19 Creme Puntiforme Convexa Lisa Inteira Gomosa
B20 Creme Puntiforme Convexa Lisa Inteira Viscosa
B21 Creme Circular Ondulada Lisa Inteira Aquosa
B22 Roxo azulada Circular Convexa Lisa Inteira Viscosa

Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel 2 Capitulo 16




B23 Creme Circular Convexa Lisa Inteira Aquosa
B24 Creme Irregular Achatada Lisa Inteira Gomosa
B25 translucida Filamentosa  Achatada Rugosa  filamentosa Seca
B26 Creme Irregular Achatada Lisa Inteira Gomosa
B27 Creme Irregular Achatada Lisa Inteira Seca
B28 Creme escuro Irregular Achatada Lisa Inteira Seca
B29 Branca Circular Elevada Lisa Inteira Seca
B30 Rosa Circular Elevada Lisa Inteira Viscosa
B31 Amarelada Circular Elevada Lisa Inteira Seca
B32 Creme Irregular Achatada Lisa Irregular Seca
B33 translucida Filamentosa  Achatada Rugosa  filamentosa Seca
B34 Roseada Irregular Achatada Rugosa  filamentosa Seca
B35 Branca Irregular Elevada Rugosa Lobulado Viscosa
B36 Branca Irregular Achatada Lisa Lobulado Seca
B37 Branca Irregular Achatada Lisa Ondulada Seca

Tabela 1. Caracterizacao morfolégica das coldnias de bactérias da rizosfera de Schizolobium
parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby.

A alta temperatura reduziu em 97% a formagédo das col6nias bacterianas. A
unidade formadora de colénia (UFC) foi de 2,5 x10* UFC/mL na diluicdo a 102 e de
8,0 x102 UFC/mL a 80°C. O tempo médio de crescimento das colénias foi de 48 horas.

Fatores edafoclimaticos como temperatura pode influenciar a eficiéncia das

rizobactérias em promover crescimento na planta, sobretudo nos trépicos, onde os

solos podem atingir até 40°C nas horas de maior intensidade luminosa (MEDEIROS

et al., 2007), principalmente em areas degradadas, por serem descampadas.

Asrizobactérias B2, B6,B16,B17,B18, B25, B26, B31, B35, B36 e B37 (Tabela 1)
foram resistentes a alta temperatura. Rizobactérias tolerantes a estresses podem ser
mais eficientes em fixar o nitrogénio e eram tolerantes a acidez do solo (MARTINAZZO

et al. 1989), o que aumentaria seu potencial em promover crescimento em espécies

florestais, recuperando de forma mais acelerada areas degradadas.
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CORES DAS COLONIAS

4%

8% 16%
4% B Branca
4% B creme escura
4% H creme
B Amarelada
MW Rosa

B Roxo Azulado
B Translucida
W Roseada

Figura 2. Diversidade de cores das coldnias de bactérias rizosféricas de Schizolobium parahyba
var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby.

Entre as bactérias da colecao foi possivel observar que as cores das colbénias
representaram a maior porcentagem de diversidade, cerca de 42%, enquanto a
superficie presentou a menor, com apenas 2% (Figura 2, Figura 3). Em relagéo ao
pH, todas apresentaram valores préximos a neutralidade com média de 6,22. Além
disso nao foram encontradas bactérias fluorescentes.

Figura 3. Bactérias rizosféricas de Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke)
Barneby. A=B22, B= B30, C= B34 e D= B35

As bactérias possuem uma grande diversidade de fungdes na natureza, e é
na rizosfera que acontece a simbiose entre esses microrganismos e as plantas
(PEREZ-JARAMILLO et al., 2016). A zona rizosfera é rica em nutrientes devido a
acumulacao de compostos orgéanicos liberados pela raiz da planta por meio de trés
vias, a exsudagédo, secrecao e rizodeposicao. Esses compostos podem ser usados
como fonte de energia pelas bactérias, que apresentam uma intensa atividade na
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rizosfera. (DOS SANTOS OLIVEIRA; BRANCO; LINO. 2017).

A caracterizacdo morfoldégica das colénias de rizobactérias auxiliam em um
conhecimento prévio das diferencas morfolégicas entre esses microrganismos,
dando os primeiros indicios da variedade de rizobacterias encontradas no rizosolo
(ROMEIRO, 2007). Segundo Bueno et al (2018), a diversidade de bactérias pode ser
um indicador de qualidade do solo quanto a biomassa microbiana. Demonstrando
que a biodiversidade da rizosfera de parica € ampla, e as rizobactérias podem ser
testadas como biopromotores de crescimento.

41 CONCLUSOES

As rizobactérias provenientes da rizosfera de Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby apresentaram grande diversidade nas
colénias. Também foram encontradas rizobactérias tolerantes a alta temperatura,
sendo potenciais biopromotores de crescimento em espécies florestais, recuperando
de forma mais acelerada as areas degradadas. Assim, esse estudo serve como base
para estudos de maior abrangéncia pratica, no campo, otimizando a preservacao
ambiental e a manutencéo da biodiversidade de uma forma sustentavel.
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