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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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Copaifera langsdorffii DESF

RESUMO:
pertence a

Dest.
familia Leguminosae e tem

Copaifera  langsdorffii
grande importancia ecolégica, econémica e
terapéutica. Afim de desenvolver biotecnologias
para otimizar a producdo dessa espécie é
importante conhecer a biodiversidade do
microbiana do solo. Essa pesquisa tem por
objetivo avaliar a biodiversidade da rizosfera
de Copaifera langsdorffii Desf visando montar
uma colecdo de microrganismos potenciais
para otimizar 0 manejo da espécie. A rizosfera
de Copaiba foi coletada na floresta nativa da
Capoeira do Black (EMBRAPA-Amazoénia
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
Colbnias (UFC) da diluicao seriada foi de 4x103
UFC/mL e das submetidas a 80°C foi de 1,2
x10® UFC/mL. Nao foram encontradas bactérias
fluorescentes. As rizobactérias provenientes
da rizosfera de Copaifera langsdorffii Desf
demonstraram maior diversidade na forma. A
elevada temperatura reduziu a formacéo de
colénias, selecionando bactérias resistentes
com potencial biotecnologico para testes futuros
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como biopromotores, otimizando a manutencdo dessa espécie de uma forma mais
sustentavel.
PALAVRAS-CHAVE: Copaiba, BPCPs, biotecnologia

BIODIVERSITY MICROBIAN AND POTENTIAL USE ON Copaifera langsdorffii DESF

ABSTRACT: Copaifera langsdorffii Def. is a tree in the Leguminosae Family. This
species has great ecological, economic and pharmacological importance. In order to
develop biotechnologies to optimize production the this Amazonian forest species it
is important to know the soil microbial biodiversity. This research aims to evaluate the
biodiversity of C. langsdorffii rhizosphere in order to assemble a collection of potential
microorganisms to optimize the management of this species. C. langsdorffii rhizosphere
was collected in the secondary forest of Capoeira do Black (Embrapa Eastern Amazon).
The experiment was conducted at the [Seedling and Seedling Biotechnology Laboratory
(LBPM) and at the Molecular Biology Laboratory (LBM)] Laboratorio 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 and high
temperature dilution method (80°C) was used. The Colony Forming Unit (CFU) of the
serial dilution was 4x10® CFU / mL and those submitted to 80°C was 1.2x10%® CFU /
mL. No fluorescent bacteria were found. Rhizobacteria from the Copaifera langsdorffii
Def rhizosphere showed greater diversity in shape. The high temperature reduced the
formation of colonies, selecting resistant bacteria with biotechnological potential for
future tests as biopromotors, optimizing the maintenance of this species in a more
sustainable way.

KEYWORDS: Copaiba, PGPRs, biotecnology

11 INTRODUCAO

A espécie arbdrea copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.), pertencente a familia
Leguminosae, € uma planta decidua a semidecidua, helidfita, seletiva xeréfita, (ROSSI,
2008). As espécies deste género sdo em geral arvores com altura de 15 a 40 metros,
casca aromatica, folhagem densa, folhas pequenas, frutos secos, do tipo vagem
monospérmica e deiscente. As sementes s&o de cor marrom, de formato elipsdide,
envolta parcialmente por um arilo alaranjado e ricas em lipideos (RIGAMONTE et al.,
2004).
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Figura 1. Arvore de Copaiba (Copaifera langsdorffii Desf) de floresta nativa em Belém, Para,
Brazil. Foto: Monyck Lopes

Essa espécie é de grande importancia ecologica, por ser helitfita, pode ser
utilizada em areas com varios estagios de sucessao, desde totalmente degradadas
até aquelas com dossel em fechamento. Também é de importancia econémica, pois
sua madeira € usada na producao de moveis, carvao e pela industrias de construgcéao
civil e naval (PIEIRI et al., 2009). Além disso, na regidao amazobnica é popularmente
conhecida pelas suas propriedades farmacolbgicas, pois seu 6leo tem acéo anti-
inflamatéria e propriedades curativas (DEBONE et al., 2019).

A floresta amazbnica apresenta grande biodiversidade, com um importante
banco de dados genéticos, quimicos e ecolégicos, além de uma inquestionavel
fonte de matérias-primas para as industria e laboratérios de ponta (aco, aluminios,
farmacéuticas, defensivos agricolas, etc.). Existe uma intensiva exploragao de forma
tradicional pré-estabelecida historicamente por povos na regido, provocando um
desgaste exaustivo ao meio ambiente, muitos representados por provedores com um
alto nivel econémico e comercial (SATO; PEDROZO, 2012).

Por isso aumenta a necessidade de desenvolver biotecnologias para otimizar
a producéo dessa espécie, uma base para isso é o conhecimento da biodiversidade
do microbiana do solo. Isso porque, o solo € composto de inUmeros microrganismos
que séo responsaveis pela decomposicdo da materia orgénica, limpeza das aguas,
controles de pragas, ciclagem de nutrientes, promo¢ao do crescimento de plantas,
biorremediacédo de ambientes poluidos e o controle biolégico de pragas e doencas
(GOTTI, 2018).
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Apesar de sua importancia, a diversidade microbiana do solo ainda & pouco
conhecida, sendo necessario estudos para explorar seu potencial biotecnolégico.
Ademais, a aplicacao desses microrganismos poderia incrementar a taxa de
germinacao, enraizamento da planta e a taxa de sobrevivéncia, promovendo mudas
de qualidade mais aptas a sobreviver ao campo.

Os microrganismos benéficos podem atuar como biofertilizantes, estimular a
producao de fitorménios e aumentar a resisténcia das plantas a estresses bibdticos
e abioticos. Bactérias em habitats naturais colonizam o interior e exterior de 6rgaos
de plantas e podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. As
Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (BPCPs) estimulam diretamente a
fixacao de nitrogénio, e podem ser capazes de solubilizar nutrientes, produzirhorménios
de crescimento por meio da presenca de 1-amino-ciclopropanoi-carboxilato (ACC)
deaminase, acido indol acético (AlA), e indiretamente por antagonismo a fungos
patogénicos, producdo de sideroforos, quitinase, (-1,3-glucanase, antibibticos,
pigmentos fluorescentes, e cianetos (GOUDA et al. 2018). A grande biodiversidade na
microbiota amazdnica indica potencial para prospec¢ao de promotores do crescimento
de espécies florestais.

O estudo supbe que existem microrganismos na Amazbnia capazes de
beneficiar o uso Copaiba, melhorar a producao de seus 6leos fitoterapicos, promover
seu crescimento, otimizando a producédo de mudas com maior qualidade e aptidao
ao plantio definitivo no campo. Por tanto, essa pesquisa tem por objetivo avaliar a
biodiversidade da microbiota da rizosfera de Copaifera langsdorffii Dest Schizolobium
parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby visando montar uma colegcao
de microrganismos potenciais para otimizar o manejo da espécie.

2 | MATERIAL E METODOS

Local de estudo e coleta

Arizosfera de Copaiba (Copaifera langsdorffiiDesf.) foi coletada na floresta nativa
da Capoeira do Black (EMBRAPA-Amazénia Oriental) (S 01°26°22.4” W 048°26°34.5”)
de arvore com o diametro a altura do peito (DAP) de 53,5cm; altura comercial de 8,5
m e altura total de 24m (Figura 1). 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 selecdo de microrganismos e a caracterizacdo morfolégica das colbnias
ocorreu no Laboratério de Biologia Molecular (LBM) do MPEG. Para selecéo de
bactérias foi utilizado o método de diluicdo seriada com alteracdes, foram pesados
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1g do conjunto rizosfera e transferidos para becker com 9 mL de NaCl (0,85%),
permanecendo por 30 minutos no agitador Rocker CR300 (120 rpm, 28 °C). Do
extrato obtido, foi realizada a diluicdo seriada até 102, e feito teste de resisténcia
a temperatura, permanecendo em constante agitacdo por 20 min a 80 °C em um
Thermo shaker (TS-100, Biosan) (ROMEIRO, 2007).

Logo apos foiretirado uma aliquota de 100l 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).

ApO6s o periodo de incubacgdo, as colénias foram contadas e as placas com
crescimento entre 25 e 250 colbnias foram escolhidas para o calculo das Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC). Foi verificado o tempo de crescimento das colbnias 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 morfoldgica entre as caracteristicas das colbnias foi
utilizado o indice de Shannon-Weaver (H’) que leva em consideracao a riqueza e a
abundancia para gerar um valor de diversidade, a formula H'=Xi_; pi.Inpi Onde, pi foi
considerado a proporcao dos individuos na amostra total e In pi é o logaritmo natural
da proporc¢ao dos individuos (MANGUSSEN; BOYLE, 1995).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A unidade formadora de colbnias foi de 4x10°® UFC/mL quando a selecéo foi
pela diluicdo seriada. Quando as amostras foram colocadas em alta temperatura,
a unidade formadora de col6nias foi de 1,2x10® UFC/mL. A temperatura reduziu o
numero de bactérias em 70% (Figura 2, 3).

ST L
T T 1

UFC (x103)/mL

o =

N 80 NaCl
Método selcao

Figura 2. Unidade formadora de colbnias isoladas da rizosfera de copaiba em dois métodos de
selecao.
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As populacdes microbianas podem ser afetadas por alteracdes de pH, umidade,
aeracéo, temperatura e disponibilidade de nutrientes organicos e inorganicos. A
reducéo da biodiversidade microbiana do solo prejudica a conservagao do ambiente,
uma vez que 0s microrganismos participam de varios processos bioquimicos de
manutencdo como a biorremediacdo e biorecuperacdo (BERNARDES E SANTOS,
2006).

Figura 3. Col6nias de rizobactérias de Copaiba, isoladas na diluicédo a 80 C e no NaCl (da
esquerda para direita).

Algumas bactérias utilizadas para o biocontrole de pragas e promotores de
crescimento, podem ser selecionadas em altas temperaturas, como as do género
Bacillus. Essas bactérias benéficas sdo mais resistentes e com potencial de uso para
a manutencdo de uma agricultura sustentavel (WANG; WANG; YANG, 2017). Em
copaiba a temperatura reduziu o crescimento de col6nias, mas notou-se que houve
1,2x108 UFC/mL (Figura 2 e 3).

Diversidade

N COR

B FORMA

m ELEVACAO
m BORDA
12% H ESTRUTURA

25% 5%

" CONSISTENCIA

Figura 4. Diversidade morfolégica das colbnias rizosféricas de copaiba.

A maior diversidade de microrganismos encontrados na rizosfera de copaiba
foi em relacéo a cor (Figura 4), sendo 70% de cor creme. Quanto a forma, a mais
caracteristica foi circular (Figura 5). As bactérias no geral demonstraram superficie
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lisa e colbnias achatadas, com borda inteira e consisténcia cremosa (Figura 5). Na
rizosfera, a intensa atividade microbiana, se da em razdo da presenca de exsudatos
e secrecgdes radiculares que séo fontes de carbono aos microrganismos (GOTTI et
al., 2018)

Cor Borda

®INTEIRA
HLOBADA

" LOBULADA

= FILAMENTOSA

= CREME

® CREME ESCURO
= BRANCA

= TRANSLUCIDA

Consisténcia

= CREMOSA
=VISCOSA
= SECA

Forma Estrutura

uCIRCULAR
= FILAMENTOSA
#w|RREGULAR

uLISA
= RUGOSA
= FILAMENTOSA

Figura 5. Caracteristicas morfologicas das colénias de rizobactérias de copaiba.

Em termos de biodiversidade os solos apresentam uma grande diversidade de
inUmeras popula¢des de microrganismos. Segundo Mattos (2015), esses contribuem
para as relacdes bidticas do ambiente, onde as popula¢des mais presentes nos solos
sao os virus, bactérias, fungos, algas e macrofauna, sendo os fungos e bactérias os
maiores responsaveis pelas transformagdes bioquimicas.

A perda da diversidade microbiana dos solos é prejudicial a conservagdo do
ambiente, pois 0s microrganismos, além da capacidade de mineralizar compostos
organoclorados, se constituem num recurso genético que podem ser usados para
biorremediacdo de solos contaminados por agrotoxicos (MATTOS, 2015). Com a
diversidade dessa microbiota se torna possivel a sua utilizacdo em espécies florestais
como promotoras de crescimento para melhorar seu desempenho em campo.

A diversidade microbiana esta diretamente correlacionada com a qualidade
do solo. O declinio da atividade microbiana tem grande impacto na fertilidade
natural do solo, pois essa depende da dindmica da matéria organica e ciclagem de
nutrientes. Além disso a diversidade microbiana nos solos é necessaria para manter
o funcionamento do ecossistema, dos processos ecolbgicos, agregacéo do solo e
controle de patogenos dentro do ecossistema (ZILLI et al, 2003). Sendo assim, a
diversidade microbiana da regiao rizosférica de Copaiba tem potencial para futuros
testes para possivel uso biotecnolégicos dessas colbnias.




4|1 CONCLUSOES

As rizobactérias provenientes da rizosfera de Copaifera langsdorffii Desf
demonstraram maior diversidade na forma. A elevada temperatura reduziu a formacéao
de colbnias, selecionando bactérias resistentes com potencial biotecnologico para
testes futuros como biopromotores, otimizando a manuteng¢ao dessa espécie de uma
forma mais sustentavel.
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