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APRESENTACAO

O e-book “Base de conhecimento gerado na Engenharia Ambiental e Sanitéaria 37,
constituido por vinte e oito capitulos de livros que foram organizados e divididos em trés
grandes areas tematicas: (i) gestdo de residuos solidos e liquidos; (i) uso e impactos
ambientais gerados por aterros sanitérios e (iii) gestao e qualidade dos recursos hidricos.

Diante disso, inUmeros estudos ja concluiram que varios recursos naturais (agua,
minerais, combustiveis fésseis e seus derivados entre outros) ndo sao renovaveis para
suprir a necessidade e crescente demanda para manter tanto a atual quanto as futuras
geracg0es, se ndao houver uma mudanca dréastica no atual estilo de vida e visdo do homem.
Neste sentido, a forma se pensar a relagdo homem/ambiente, surge a necessidade de
melhorar a gestdo de materiais e praticas de trabalho. Neste contexto, a construgéo civil
e os diferentes seguimentos industriais passaram por uma mudanca radical encararam
ao criar e aplicar novas praticas e rotinas de trabalho, possibilitando a geragdo minima
de residuos e aumentando o seu reaproveitamento em outros setores da sociedade.
Neste sentido, a adogéo de novas praticas de fabricacao e trabalho levou a: (i) redugéo de
custos com aquisicdo de matérias — primas; (ii) incorporagéo de residuos na composicéo
de diversos produtos industrializados; (ii) 0 reaproveitamento e tratamento de efluentes
antes do seu lancamento em corpos aquaticos; (iv) aprimoramento constante do quadro
de colaboradores e (v) aquisicao de novas tecnologias foram os principais fatores para
se atingir este éxito. Entretanto, a falta de um sistema de educag¢do mais efetivo e uma
legislacéo mais restritiva e punitiva para o poluidor ou a fonte de polui¢éo, se constitui em
um entrave para a pratica de um desenvolvimento mais sustentavel.

Diante disso, inUmeros residuos s@o gerados e destinados a areas para receber
todo material enviado que sera disposto da forma mais adequada — os aterros sanitarios.
No entanto, a existéncia destes néo significa em eliminar o impacto gerado pelos residuos,
visto que estas areas possuem um tempo de vida Util e a precarizacéo da infraestrutura
faz com que estes espacgos sejam vetores de transmissé@o de doengas e com alto poder
de contaminacédo tanto do solo com de recursos hidricos que estejam proximos. N&o
obstante a presencga de pessoas e animais nestes lugares se caracteriza como um centro
de veiculacéo de inUmeras doencas.

A destinacao inadequada de residuos se constitui no maior responsavel por alterar
a qualidade dos recursos hidricos contribuindo tanto para a sua néo utilizacdo para fins
potaveis quanto para a sobrevivéncia dos diferentes organismos dos diversos ecossistemas
existentes no Brasil. Logo, a utilizacdo de tecnologias que promovam o monitoramento e
tratamento dos corpos aquaticos é de suma importancia para preservar e garantir que estes
néo venham a faltar em um futuro bem préximo.

Pensando nisso, a editora Atena trabalha com o intuito de estimular e incentivar tanto



a publicacgdo de trabalhos cientificos quanto a disponibilidade destes de forma gratuita por
intermédio de diferentes plataformas em tempo real e acessivel a todos, contribuindo para
o desenvolvimento de uma maior consciéncia ambiental.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: O Espirito Santo se destaca
nacionalmente e internacionalmente na producao
do Café Conilon, produzindo anualmente
aproximadamente 9,95 milhdes de sacas.
Apesar do cenario produtivo, 20% da colheita &
destinada ao custeio dos fertilizantes sintéticos,
0 que torna a cafeicultura insustentavel tanto em
razdo aos custos como também pelos diversos
problemas ambientais causados por esses
produtos. A presente pesquisa se caracteriza de
forma experimental, com o objetivo de encontrar,
selecionar bactérias que promova o crescimento
e o desenvolvimento de plantas de café Conilon,
tornando-se assim uma biotecnologia para
substituir o uso dos fertilizantes. Amostras de
solo rizosférico e de raizes foram coletadas
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de plantas de café Conilon, sendo submetido
ao procedimento de diluicdo seriada, e
posteriormente ao plagueamento em triplicata
das diluicbes 10-3, 10-4 e 10-5, em quatro
meios de culturas, com duas repeticdes cada,
sendo elas mantidas inversas por 120 horas em
incubadora DBO a 28°C. Ap6s a purificacéo,
houve o resultado de 30 isolados, sendo que
dentre esses foram selecionadas 10 bactérias
com caracteristicas distintas, no qual foram
adicionadas a um caldo nutritivo por um periodo
de 120 horas, mantidas sob agita¢cdo. As 10
rizobactérias selecionadas foram inoculadas
nas mudas de café, em quatro repeticbes com a
mesma bactéria, exceto o tratamento de controle.
As 44 mudas de café Conilon permaneceram
em crescimento por duas semanas apoOs a
inoculagéo, verificando o desempenho das
mesmas na produg¢éo de massa fresca e seca.
As mudas na qual foi inoculada as bactérias
03IAP1R-5, 040P2R-5 apresentaram o melhor
resultados.

PALAVRAS-CHAVE: Rizobactérias. Café
Conilon. Biotecnologia. Fertilizantes Sintéticos.

BIOPROSPECTING OF CONILON
COFFEE RHIZOBACTERIA

ABSTRACT: Espirito Santo stands out
nationally and internationally in the production
of Café Conilon, producing approximately 9.95
million bags annually. Despite the productive
scenario, 20% of the harvest is used to finance
synthetic fertilizers, which makes coffee farming
unsustainable both due to costs and also due to the
various environmental problems caused by these
products. The present research is characterized
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in an experimental way, with the objective of finding, selecting bacteria that promotes the
growth and development of Conilon coffee plants, thus becoming a biotechnology to replace
the use of fertilizers. Samples of rhizospheric soil and roots were collected from Conilon coffee
plants, being subjected to the serial dilution procedure, and subsequently to triplicate plating
of the 10-3, 10-4 and 10-5 dilutions, in four culture media, with two repetitions each, being kept
inverse for 120 hours in a DBO incubator at 28°C. After purification, there were 30 isolates, 10
of which were selected with different characteristics, in which they were added to a nutrient
broth for a period of 120 hours, kept under agitation. The 10 selected rhizobacteria were
inoculated in the coffee seedlings, in four replications with the same bacteria, except for the
control treatment. The 44 seedlings of Conilon coffee remained in growth for two weeks after
inoculation, verifying their performance in the production of fresh and dry pasta. The seedlings
in which the 03IAP1R-5, 040P2R-5 bacteria were inoculated showed the best results.
KEYWORDS: Rhizobacteria. Café Conilon. Biotechnology. Synthetic fertilizers.

INTRODUCAO

O cultivo do café é uma das culturas que estd em segundo lugar na geracdo de
riquezas do mundo (MISHRA et al., 2012). Neste aspecto a América Latina participa com
57,33% da produg¢@o mundial (2015), tendo o Brasil 35,07% da produc¢éo, conforme FERRAO
et al., (2017). O montante de café produzido no Brasil concentra- se basicamente em duas
espécies, sendo produzido no Pais 28,9% de Conilon e 71,1% de café arabica (CONAB,
2014). Segundo o Instituto Capixaba de Pesquisa INCAPER, o Espirito Santo € um grande
destaque na producéo de Café Conilon, sendo referéncia nacional e internacional, atingindo
uma producéo de mais de 70% da safra brasileira, empregando 220 mil capixabas de 78
mil familias, distribuidas em 40 mil propriedades de 64 municipios do estado. Por mais
receita que a producéo gere ao pais, os custos de producdo aumentam gradativamente,
correspondendo mais de 20% de gastos somente com os fertilizantes (CONAB, 2017).

A maior parte do solo brasileiro é caracterizada pela sua baixa fertilidade, sendo
necessario o uso de fertilizantes sintéticos para o manejo das culturas, porém o emprego
desses adubos nos solos promove ainsustentabilidade na agricultura. Contudo o Brasil ocupa
0 quarto lugar como maior consumidor de fertilizantes do mundo, o que consequentemente
acarreta sérios problemas ambientais e custos excessivos na produgéo.

De acordo com MESSA et al., (2016) os fertilizantes minerais vém sendo usados
em larga escala na adubacéo agricola. Contudo o uso incorreto ou de maneira demasiada
desses produtos podem causar sérios impactos econdmicos e ambientais, como exemplo
a poluicéo de lengois freaticos, dos cursos d’agua, em decorréncia da erosao e lixiviagdo
de solo e substancias presente nele, a acidificagcdo e emisséo de gases poluentes, como
exemplo o 6xido nitroso (N20).

As bactérias s@o microrganismos essenciais para a manutenc¢ao dos ecossistemas

naturais, sendo um ponto chave na busca por biotecnologias. As rizobactérias segundo
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LOPEZ (2017) constitui um grupo formado por uma variedade de espécies, que vivem nas
proximidades das raizes das plantas, que dentre esse grupo, ha aquelas que atuam em
beneficio ao desenvolvimento do vegetal por meio de varios mecanismos.

As Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP’s), € um campo da
microbiologia que tem sido estudado, em favorecimento de uma agricultura economicamente
viavel e sustentavel, pois as RPCP’s sdo benéficas para as plantas direta e indiretamente,
contribuindo para o crescimento e desenvolvimento das mesmas.

A preocupacdo crescente com a conservagdo e a preservagcao ambiental tem
resultado na busca de tecnologias para implantacdo de sistemas de produgdo agricola
com enfoques ecolégicos e com uso responsavel de recursos naturais sem redug¢do na
producdo. A possibilidade de aplicacdo do RPCP nos solos traz beneficios diretos para
a produgéo agricola no mesmo tempo, como alternativa ao cultivo com o menor uso de
fertilizantes BATISTA (2012).

Portanto a presente pesquisa assume um carater experimental com o objetivo de
identificar bactérias promotoras de crescimento de plantas, tornando-as biofertilizantes
para o cultivo do café Conilon no estado do Espirito Santo, visando tornar o seu uso uma
alternativa sustentavel e economicamente viavel.

METODOLOGIA E METODO DE PESQUISA

O desenvolvimento do experimento foi realizado no laboratério do Centro Estadual
Integrado de Educacgéo Rural — CEIER do municipio de Boa Esperanca, estado do Espirito
Santo entre os meses de agosto a novembro de 2019.

Foram utilizados 4 meios de cultura sendo o primeiro deles o meio GL Sélido,
utilizado para avaliar a solubiliza¢ao de fosfato de calcio di-basico (CaHPO4) (SYLVESTER-
BRADLEY et al., 1982) e para preparacdao do meio de cultura, foram adicionados em um
béquer de 500 ml, 10 g dextrose, 0,5 g de extrato de levedura, 2 ml de solugéo de sulfato
de Magnésio a 10%, 2 ml de solucéo de cloreto de calcio a 1%, 1 ml solugéo de cloreto de
sédio a 10%, 2 ml de solugédo de micronutrientes, 10 ml de Fe-EDTA, 0,1 g de nitrato de
potassio, em seguido foi adicionado 500 ml de agua destilada, e foi submetido a correcéo
de pH, apés estabilizar o pH em 7, a solucéo foi transferida para um recipiente de 1 L,
no qual foram acrescentados as 15 de Agar, e mais 500 ml de agua destilada. Apés ser
esterilizado em estuda em autoclave, o recipiente contendo o meio GL foi aquecido a uma
temperatura de 180 °C por duas horas. Depois de transcorrido do tempo necessario, o
recipiente foi aberto na camara de fluxo laminar, e acrescentados 50 ml de K2HPO4 e mais
100 ml de CaCl2.

O segundo meio de cultura foi o Meio de Cultura YMA - Yeast Mannitol Agar
(VINCENT, 1970), acrescido de azul de bromotimol que tem por objetivo mostrar alteracdo
ocorridas no meio de cultura, por meio de observacéo das “ rea¢des acida ou basica na
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presenca de monitol suprindo como fonte de carbono” (HUNGRIA, 2011) o que corresponde
se ocorreu uma modificacao do pH do meio de cultura por acéo das bactérias, o que atribui
ao isolado a capacidade de modificar o pH do meio ao qual se deu seu crescimento.

Foram adicionados em um béquer de 500 ml, 10 g de Monitol; 0,5 g de K2HPO4;
0,2 g de MgS04.7H20; 0,1 g de NaCl; 0,5 g de Extrato de Levedura; 5 ml de Azul de
Bromotimol e 500 ml de agua destilada, a solu¢gdo em questdo foi submetida a correcao
do pH para 7. Apo6s esse procedimento, o meio foi transferido para um recipiente de 1 L
e acrescentado mais 500 ml de agua destilada, e 15 g de Agar-agar. Sendo em seguida
submetido a autoclave, e por fim antes do plaqueamento o recipiente contendo o meio foi
aquecido por 2 horas a 180 °C, e aberto na camera de fluxo laminar.

O terceiro meio de cultura foi o meio de cultura JNFb. Em seu preparo (DOBEREINER
et al.,1995) foi realizado adicionando ao um béquer de 500 ml: 0,5 g de Acido Malico; 0,6
g de K2HPO4; 1,8 g de KH2PO4; 0,2 g de MgS04.7H20; 0,1 g de NaCl; 0,02 g de CaCl2.
H20; 50 g de Extrato de Levedura; 2 ml de solugéo de micronutrientes, 1 ml de Solugédo de
Vitaminas; 4 ml de Fe-EDTA; 4,5 g de KOH; 2 ml de Azul de Bromotimol, acrescentado 500
ml e agua destilada, neutralizou o pH, e em seguida, transferiu 0 meio para um recipiente
de 1 L e adicionou 15 g de Agar-agar. Sendo em seguida submetido a autoclave, e por fim
antes do plagueamento, o recipiente contendo o meio foi aquecido por 2 horas a 180 °C, e
aberto na camera de fluxo laminar.

O quarto e ultimo meio de cultura foi Meio de Cultura King (KING et. al.,1954),
para o preparo do mesmo foram adicionados a um béquer de 500 ml; 20 g de Proteose
de Peptona; 1,5 g de MgS04.7H20; 1,5 g de K2HPO4; acrescentado 500 ml de agua
destilada, posterior foi transferido para um recipiente de 1 L e adicionado, 15 g de Agar; 15
ml de Glicerina, e mais 500 ml de 4gua destilada. Sendo também submetido a desinfecc¢ao
na autoclave, antes de serem colocados nas placas de petri, 0 meio em questdo passou por
um aquecimento de 2 horas a 180 °C.

As amostras do material foram coletadas em area de café Conilon no proprio campus
do CEIER no més de setembro de 2019. Foram coletadas amostras de solo rizosférico e
raizes de trés plantas de café Conilon do mesmo clone em uma profundidade de 15 cm a
20 cm.

Posteriormente foi feita a homogeneizacdo do material coletado, as raizes foram
cuidadosamente lavadas em agua corrente e separado 10 g das amostras, e trituradas
junto com 90mlI de solugéo salina esterilizada 0,85% (NaCl) obtendo uma solugéo que em
seguida foi submetida na camera de fluxo laminar ao procedimento de diluicdo seriada. O
solo rizosférico, foi homogeneizado, peneirado e separado uma amostra de 10 g, que foi
adicionado a 90 ml de solucéo salina 0,85% (NaCl) estéril, sendo também submetido a uma
diluicdo seriada na camera de fluxo laminar.

Adiante foi adicionando aliquotas de 0, 1 ml das diluicdes em placas de petri e
espalhadas com o auxilio de uma alga de Drigalski, realizando o plaqueamento em triplicata
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das diluicbes 10-3, 10-4 e 10-5 em quatro meios de culturas distintos GL s6lido, YMA, JNFB
e KING B, invertidas e levados a incubagéo por 7 dias seguidos, em incubadora (BOD) a
28°C, somando 64 placas 4 meios x 4 diluicbes x 2 repeticbes x 2 fontes mais 4 placas
de teste, resultando em um total de 68 placas. Para purificacdo das bactérias baseou se
em isolar as colénias que se mostrou diferentes, onde foram novamente plaqueadas por
estrias de esgotamento no mesmo meio que de seu 0 crescimento anterior invertidas e
levados a incubacgéo por 120 horas a 28°C. Todo material usado passou pelo processo de
esterilizagdo, sendo todas vidrarias, pipetas esterilizadas em autoclave, o uso de alcool
70%, é todo o procedimento ocorreu na camera de fluxo laminar com esterilizagdo UV.

Para realizar a caracterizagéo fenotipica baseou se na morfologia das colénias
de bactéria, iniciando 24 h ap0s riscarem, onde surgiu as primeiras col6nias isoladas.
Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: alteracdes do meio de cultura; tempo de
crescimento; tamanho; coloragéo; produgdo de muco; consisténcia do muco; forma da
colénia; borda; detalhe Optico; elevacéo.

O ensaio em solo natural e auto clavado acondicionado em sacos de polietileno
perfurados, de cor preta, com as dimensfes usuais para mudas de café (0,15 x 0,25
m), com quatro repeticdes resultando em um total de 44 mudas. O solo foi coletado em
areas de mata, onde nunca ocorreu 0 uso de nenhum produto agricola, sendo procedida a
andlise quimica do solo é eventuais corre¢cdes. Foram plantadas mudas a partir de clones
de café Conilon retirados do cafezal do campus do CEIER, em seguida 10 bactérias foram
selecionadas dentre as 30 iniciais, sucedendo ao processo de multiplicacdo em caldo
nutritivo, de acordo o periodo de crescimento, posterior foram inoculadas em nas mudas
de café, ndo ocorrendo inoculacdo no tratamento controle (negativo), e no tratamento com
ureia.

Ap6s a inoculagdo das bactérias, foi avaliado durante 17 dias no viveiro o
desempenho das mesmas em promover o crescimento de café em campo. Posteriormente
foi realizado a colheita das 4 mudas de cada tratamento, onde ambas foram lavadas em
agua corrente, sendo em seguida encaminhadas para o laboratorio do CEIER, onde foi
realizado a separacgéo entre o sistema aéreo e o radicular da planta. No mesmo dia foi
determinada a massa fresca da parte aérea (MFPA) e da radicular de cada planta (MFSR),
sendo que os resultados foram obtidos com a assisténcia de uma balanga analitica. Também
foi definido o volume da raiz (Vol. R), através da adicao de agua em um Becker de Vidro
100 ml, onde era anotada a variagdo do volume apoés a adigéo das raizes dos tratamentos.
Em seguida, essas partes foram colocadas em sacos de papel devidamente identificados,
onde foram conduzidos para a estufa, onde ocorreria 0 processo de secagem, para que
posteriormente fosse pesada a massa seca do sistema radicular (MSSR) e da parte aérea
(MSPA), também com o auxilio da balancga. Foi realizado a andlise de variancia dos dados
obtidos, aplicando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008), utilizando o teste F.

As médias dos tratamentos foram comparadas através do teste de Tukey (p<0,05).
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RESULTADOS

Apb6s o processo de purificagdo das placas, resultou em 30 isolados, nas quais
foram submetidas ao processo de identificacéo e caracterizacéo fenotipica. Com base na
tabela 1 e tabela 2 observou se que o meio de cultura King B apresentou maior crescimento
bacteriano, tendo como resultado 23 estirpes isoladas, evidenciando uma grande diferenca
dos demais meios utilizados, pois 0 meio YMA apresentou apenas 5 coldnias distintas, o
GL sélido somente duas, e nenhum crescimento foi identificado no meio de cultura JNFB.

ISOLADO MEIO DE DILUICAO REPETICAO ORIGEM cODIGO
CULTURA
BACV KING B -5 P1 RAIZ 01VP1R-5
BAC AML KING B -3 P1 SOLO 02AMLP1S-3
BAC IA KING B -5 P1 RAIZ 03IAP1R-5
BAC O KING B -5 P2 RAIZ 040P2R-5
BACC KING B -5 P1 RAIZ 05CP1R-5
BAC TRV YMA -4 P1 RAIZ 06TRVP1R-4
BAC N KING B -4 P1 SOLO 07NP1S-4
BAC Y2 KING B -3 P1 SOLO 08Y2P1S-3
BAC PS KING B -4 P1 RAIZ 09PSP1R-4
BAC FLM KING B -3 P1 SOLO 10FLMP1S-3
BAC BR YMA -3 P2 RAIZ 11BRP2R-3
BACR GL -3 P2 RAIZ 12RP2R-3
BAC K KING B -5 P2 RAIZ 13KP2R-5
BACF KING B -5 P1 RAIZ 14FP1R-5
BACH KING B -5 P1 RAIZ 15HP1R-5
BAC IS GL -4 P2 RAIZ 16I1SP2R-4
BAC BR2 KING B -5 P1 RAIZ 17BR2P1R-5
BACA KING B -5 P1 RAIZ 18AP1R-5
BAC FLB KING B -3 P1 SOLO 19FLBP1S-3
BAC ELA KING B -3 P2 SOLO 20ELAP2S-3
BAC BL KING B -5 P2 RAIZ 21BLP2S-5
BAC VS YMA -4 P2 RAIZ 22VSP2R-4
BACD KING B -5 P1 RAIZ 23DP1R-5
BAC | KING B -5 P1 RAIZ 241P1R-5
BACL KING B -5 P1 RAIZ 25LP1R-5
BACB KING B -3 P2 SOLO 26BP2S-3
BAC PS2 KING B -3 P1 SOLO 27PS2P1S-3
BAC AS KING B -5 P2 SOLO 28ASP2S-5
BAC CS YMA -3 P2 RAIZ 29CSP2R-3
BAC PA YMA -3 P2 RAIZ 30PAP2R-3

Tabela 01 - Identificagédo dos isolados de bactérias
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A diluicdo que apresentou maior crescimento de col6nias bacteriana em meio King
B, foi a -3, porém, com menor niumero de diversidades de bactérias, e com crescimento
muito rapido. A -4 teve o maior indice de contaminacéo, e por esse motivo nao foi possivel
identificar e isolar todas as estirpes que se desenvolveu nessa diluicdo. Contudo a diluicdo
-5 apresentou melhor resultado, pois teve o maior numero de col6nias distantes em maior
tempo de crescimento. No meio YMA as diluicdes -3 e -4 apresentou resultados favoraveis,
sendo as Unicas que teve o crescimento de colbnias bacteriana, além do tempo necessario
para elas se desenvolver, ter sido superior a 72 h. Em GL Sélido, surgiu apenas duas
colénias bacteriana distintas na diluicéo -3 e -4 com crescimento superior a 48 h.

De acordo com (MOREIRA, 2010), ha determinado grupo de bactérias fixadoras
de nitrogénio, que apresenta a capacidade de acidificar o meio de cultura quando
essas possuem o crescimento rapido, € a capacidade de alcalinizar o0 meio quando seu
crescimento é lento. Detalhe que foi observado com as col6nias que se desenvolveu no
meio de cultura YMA, bactérias que apresentou crescimento superior a 72 horas teve a
coloragdo do meio de cultura alterada, destacando um tom mais azul, o que indica que
elas possuem a capacidade de alterar o pH para alcalino. Em relagéo a alteragées no
meio de cultura, apenas no meio YMA adicionado azul de bromotimol, que foi possivel
identificar as modificagcdes, sendo que duas bactérias alteraram o pH do meio para 4cido,
duas permaneceu em neutro, e apenas uma modificou o pH para alcalino.

A caracterizagao fenotipica das 30 bactérias isoladas (tabela 2) se baseou por meio
da morfologia das colbnias, onde se observou que em meio de cultura King B 3 (13%)
das bactérias tiveram crescimento muito rapido, 8 (35%) apresentaram crescimentos
rapido, 12 (52%) crescimento lento, ja em meio YMA 100% das coldnias apresentaram
crescimento lento, e no GL sélido 100% das estirpes tiveram crescimento rapido. Todos
isolados apresentaram didmetro entre 2 mm a 5 mm. A coloragéo dos 30 isolados variaram
de amarela, marrom laranja a branca, sendo essa Ultima a que teve maior predominéncia
seguida da cor amarela. Em relacdo a produg¢édo de muco, foi possivel observar que dentre
as 30 bactérias 13 teve uma elevada producgéo, 12 apresentou pouco, e 5 teve moderado,
sendo que 12 das bactérias demostrou a consisténcia do muco seco, 10 gomoso e 8
viscoso. No que se refere a formacédo das coldnias 50% dos 30 isolados demostrou formar
circular e os outros 50% irregular, e 50 % das colénias com a borda ondulada. Sobre o
detalhe 6tico, a maioria se mostrou opaca, sobressaindo apenas duas distintas, sendo uma
bactéria translucida e a outra transparente, a elevacao das col6nias seu deu por 50% dos
30 isolados como planas.
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CARACTERIZACAO CULTURAL DE BACTERIA

CARACTERISTICAS KING B
ISOLADO "Amc  ‘TC (an) *C *PM *CM *F "B *DO  *E
19FLBP1S-3 . MR 5 B P S C In Op P
26BP2S-3 - MR 2 M A G I O oOp P
02AMLP1S-3 - MR 5 B P S C In Op P
18APP1R-5 - R 2 B P G C In Op P
10FLMP1S-3 - R 3 M Mo G | O op P
27PS2P1S-3 - R 4 B A VvV I O op P
17BR2P1R-5 - R 3 M A G C O Op OCv
03IAP1R-5 - R 3 la P S C In Op OCv
09PSP1R-4 - R 5 P V C In Op Cv
13KP2R-5 - R 4 B A V 1 O Op OCv
08Y2P1S-3 - R 4 A A G C O oOp P
15HP1R-5 - R 3 A A G | O Op Cv
07NP1S-4 - L 5 la Ab G | In Op P
14FP1R-5 - L 4 B P S C In T ov

*Tempo de crescimento (TC): M.R — muito rapido, R — rapido, L — lento;
*Tamanho (T), Coloragdo (C): A— amarela, B — branca, La — laranja, M — marrom;
*Producéo de muco (PM): P — pouca, Mo — moderada, Ab — Abundante;
*Consisténcia do muco (CM): S — seca, G — gomosa e V — viscosa;

*Forma da col6nia (F): C — circular, | —irregular;

*Borda (B): In — inteira, O — ondulada, D — denteada;

*Detalhe Optico (DO): Op — opaca, Tl — translucida;

*Elevagao (E): Pl — plana, L — lente, Cv — convexa.

Tabela 02 - Caracterizagao fenotipica das bactérias dos isolados.

Fonte: Elaboragéo dos autores.

Em estudos realizados com o rizébio Rhizobium Spp. HERRIDGE et. al., (1975)
mostrou que colénias grandes e com maior produ¢cdo de muco sdo simbioticamente
ineficientes enquanto as que formaram pequenas colénias e com pouca producdo de
muco foram simbioticamente eficientes. MARTINS (1995), constatou que bactérias com
crescimento rapido, apresentaram uma elevada producdo de muco, no entanto as que
tiveram crescimento lento a muito lentou apresentou uma produ¢éo de muco moderada a
seca. Detalhe que pode ser observado no presenta trabalho aproximadamente 60% das
estirpes com crescimento lento tiveram uma produ¢éo de muco, de moderada a pouco.

No meio de cultura GL so6lido identificou o crescimento de duas col6nias bacterianas
com caracteristicas diferentes. Ap6s 72 horas de incubacao algumas bactérias apresentou
a formagédo de um halo claro em torno das col6nias dando um contraste com o meio
de cultura opaco, indicando que a bactéria em questdo tem capacidade de solubilizar o
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fosfato. Conforme PEREZ et al. (2007) em meio sélido tem a possibilidade de nao ocorrer a
formagé&o do halo ao redor das colénias, mas mesmo assim pode acontecer a solubilizagéo,
com isso pode ser esse o ocorrido com o presente experimento. A formagdo de acidos
organicos é decorrente da diminuicdo do pH do meio, fato que favorece a capacidade dos
isolados em solubilizar o fosforo (MIKANOVA,; et.al, 2002; HARA et. al., 2005).

Apbs os 17 dias da inoculagdo das bactérias (Figuras 1 a 10) nas mudas de
café houve a coleta das plantas para que fosse realizada a avaliacdo do efeito em seu
crescimento. “O efeito no crescimento da planta pode ser expresso tanto pela massa da
matéria seca da parte aérea ou raizes, como pela altura” (COELHO et al., 2006). Portanto,
foram avaliados os seguintes parametros: massa fresca da parte aérea (MFPA), massa
fresca do sistema radicular (MFSR), volume da raiz (Vol. R),

Figura 1 - Bactéria Figura 2 - Bactéria Figura 3 - Bactéria
01VP1R-5 02AMLP1S-3 03IAP1R-5

Figura 4 - Bactéria Figura 5 — Bactéria Figura 6 - Bactéria
08Y2P1S-3 06TRVP1R-4 09PSP1R-4

Base de Conhecimentos Gerados na Engenharia Ambiental e Sanitaria 3 Capitulo 15




Figura 7 — Bactéria Figura 8 — Bactéria Figura 9 — Bactéria
07NP1S-4 05CP1R-5 040P2R-5

Figura 10 - Bactéria
10FLMP1S-3

massa seca da parte aérea (MSPA) e a massa seca do sistema radicular (MSSR).
Nessas avaliagdes, observou-se que para o parametro da massa fresca da parte aérea
(MFPA) e do sistema radicular (MFSR) a bactéria inoculada 040P2R-5 (Figura 4) foi a
que apresentou o maior valor em relagdo as demais, com 1,01% e 0,565% de média
respectivamente. Ja para o parametro da massa seca da parte aérea (MSPA), pode-se
observar também que a mesma bactéria obteve o melhor resultado, com 0,32%. E para a
massa seca do sistema radicular (MSSA), a bactéria inoculada 03IAP1R-5 (Figura 3) foi a
que obteve o maior valor, com 0,13% de média. Esses resultados obtidos estdo associados
na Tabela 083.
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CARACTERIZAGAO CULTURAL DE BACTERIA

ISOLADO CARACTERISTICAS KING B
*AMC *TC *T(mm) *C *M *CM *F *B *DO *E
25LP1-5 - L 3 M Ab S | o Op Pl
01VP1R-5 - L 2 B P \Y C In Op Pl
20ELAP2S-3 - L 2 B Mo G C In Op Pl
21BLP2S-5 - L 5 B Ab \Y | o Op Pl
23DP1R-5 - L 4 B Mo S C In Op Pl
24|P1R-5 - L 2 La Mo S | D Op PI
28ASP2R-5 - L 3 La P S C o Op Pl
040P2R-5 - L 3 La P \Y C In Op Cv
05CP1R-5 - - 3 La Mo G C In Op PI

*Alteracao do meio de cultura (AMC): Al — Alcalino, Ac — Acido, NE — Neutro;
*Tempo de crescimento (TC): M.R — muito rapido, R — rapido, L — lento;
*Tamanho (T), Coloragdo (C): A— amarela, B — branca, La — laranja, M — marrom;
*Produgéo de muco (PM): P — pouca, Mo — moderada, Ab — Abundante;
*Consisténcia do muco (CM): S — seca, G — gomosa e V — viscosa;

*Forma da colbnia (F): C — circular, | —irregular;

*Borda (B): In — inteira, O — ondulada, D — denteada;

*Detalhe Optico (DO): Op — opaca, Tl — translucida;

*Elevacgéo (E): Pl — plana, L — lente, Cv — convexa.

Tabela 03 - Caracterizagdo Fenotipica dos Isolados

Fonte: Elaboragéo dos autores.

CARACTERIZAGAO CULTURAL DE BACTERIA

ISOLADO CARACTERISTICAS YMA 79
*AMC  *TC *T(mm) *C *PM *CM  *F *B *DO *E
06TRVP1R-4 Al L 3 B Ab \ | o} Op Cv
11BRP2R-3 Ne L 3 B P S C o} Op Pl
29CSP2R-3 Ac L 3 A Ab G | o} Op Cv
30PAP2R-3 Ac L 4 A Ab \ | o} Op Cv
22VSP2R-4 Ne L 2 B P S C o} Op Pl
16ISP2R-4 - L 2 B P S C In Tl Pl
12RP2R-3 - L 3 B P S C In Op Cv

*Alteracdo do meio de cultura (AMC): Al — Alcalino, Ac — Acido, NE — Neutro;
*Tempo de crescimento (TC): M.R — muito rapido, R — rapido, L — lento;
*Tamanho (T), Coloragéo (C): A— amarela, B — branca, La — laranja, M — marrom;
*Producao de muco (PM): P — pouca, Mo — moderada, Ab — Abundante;
*Consisténcia do muco (CM): S — seca, G — gomosa e V — viscosa;

*Forma da colénia (F): C — circular, | —irregular;

*Borda (B): In —inteira, O — ondulada, D — denteada;

*Detalhe Optico (DO): Op — opaca, Tl — translucida;

*Elevagao (E): Pl — plana, L — lente, Cv — convexa.

Tabela 04- Caracterizagdo Fenotipica de Isolado
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Nessa primeira etapa, conforme tabela 05 ndo foram encontrados valores

significativos, pois os dados néo diferiram estatisticamente. Resultados semelhantes foram

encontrados por RICCI et al., (2005) em mudas de Café Arabica, isso se da devido ao curto

prazo de coleta das amostras.

Tratamento MFPA' MFSR? Vol R? MSPA* MSSRS
(9) (9 (ml) (9) (9

01VP1R-5 0,655000 a 0,362500a  3,000000a  0,225000a  0,110000 a
02AMLP1S-3  0,862500 a 0,405000a  2,000000a  0,302500a  0,112500 a
03IAP1R-5 0,840000 a 0,490000a  2,000000a  0,270000a  0,135000 a
040P2R-5 1,010000 a 0,565000a  2,000000a  0,320000a  0,130000 a
05CP1R-4 0,720000 a 0,250000a  1,000000a  0,242500a  0,080000 a
06TRVP1R-4  0,790000 a 0,470000a  3,000000a  0,267500a  0,100000 a
07NP1S-3 0,777500 a 0,402500a  1,000000a  0,230000a  0,085000 a
08Y2P1S-3 0,880000 a 0,350000a  0,500000a  0,310000a  0,095000 a
09PSP1R-4 0,775000 a 0,392500a  1,000000a  0,230000a  0,097500 a
10FLMP1S-3  0,717500 a 0,310000a  2,000000a  0,237500a  0,095000 a
Placebo 1,010000 a 0,227500a  2,000000a  0,270000a  0,110000 a
Ureia 0,762500 a 0,435000a  0,500000a  0,325000a  0,070000 a

CV (%) 27,81 37,30 0,00 29,74 39,59

1 Massa Fresca da Parte Aérea;

2 Massa Fresca Da Raiz

3 Volume da Raiz;

4 Massa Seca da Parte Aérea;

5 Massa Seca do Sistema Radicular.

Tabela 05- Resultados dos parametros analisados ap6s a inoculagdo dos tratamentos. Médias
nao diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa apresentou resultados positivos quanto a biodiversidade presente em

solo rizosférico de plantas de café Conilon, resultando em uma biblioteca bacteriana com

caracterizas distintas. No qual carece de estudos mais aprofundados para identificar as

promotoras de crescimento vegetal.

Com a realizagéo da inoculagdo dos 10 isolados selecionados nas mudas do

cafeeiro Conilon, concluir-se que houve resultados, porém n&o apresentaram variancia

significativa. Isso pode ser justificado pelo fato do curto prazo para a realizagao e conclusao

do presente trabalho, onde a coleta das plantas foi realizado em apenas duas semanas

apos a inoculagéo.
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