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Resumo

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) agem de forma benéfica as
plantas, aumentando seu crescimento e produtividade, e destacam-se ao fixar
biologicamente o nitrogénio (FBN), produzir sideroforos e fitohorménios. O objetivo
deste trabalho foi identificar bactérias do solo e avaliar a capacidade de promoverem
0 crescimento vegetal. A avaliacdo da producdo de sideroforos desses isolados foi
determinada a partir da formacdo de halo dos isolados crescidos em meio CAS
Agar. Para avaliar a producéo de AlA, foi utilizado reagente Salkowski para a analise
espectrofotométrica. A identificacdo das bactérias procedeu pelo sequenciamento
parcial do gene 16S RNAr e a analise por MALDI-TOF consistiu na geracdo de
espectros caracteristicos de cada isolado. Foi possivel isolar 193 bactérias
diazotroficas, 43 delas foram selecionadas como potenciais promotoras do
crescimento vegetal e todas apresentaram positividade para a producdo de
siderdforos e de acido indol acético. Foi identificado um isolado como Enterobacter
sp. e a analise por MALDI-TOF demonstrou diferentes agrupamentos dos isolados.
Conclui-se que devido a um bom desempenho nos testes in vitro alguns isolados
apresentam potencial como futuros inoculantes promotores do crescimento vegetal.

Introducao

As Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV) tém sido
amplamente empregadas no desenvolvimento agricola atuando como fertilizantes
naturais de plantas (BALDANI et al., 2014). Essas bactérias sdo vistas como uma
alternativa altamente promissora, jA que séo responsaveis por diversas atividades
tais como: fixacdo bioldgica do nitrogénio, producao de sideroforos e fitohorménios.

A Fixacédo Biologica de Nitrogénio (FBN) é realizada somente por procariotos
que transformam o nitrogénio molecular (N2) em aménia (NH3), permitindo assim
sua assimilacédo pelas plantas (BALDANI et al., 2014). Os sideroforos sao definidos
como agentes quelantes de especificos ions férricos, sintetizados por bactérias e
fungos durante a limitagdo de ferro (NEILANDS, 1995). O acido Indol acético & um
fitohoménio produzido pelas bactérias que em interagcdo com as plantas tem o
potencial de interferir no crescimento e desenvolvimento radicular (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN; REMANS, 2007).



Devido a importancia dessas BPCV, ha a necessidade de maior compreenséo
da diversidade bacteriana para otimizar a sua utilizacdo. Dentre os testes
moleculares para identificacdo, destaca-se o sequenciamento do gene 16S RNAr e
pela metodologia de espectrometria de massas. O objetivo deste trabalho foi
identificar bactérias do solo e avaliar a capacidade de promoverem o crescimento
vegetal.

Materiais e Métodos

Isolamento das bactérias rizosféricas: O isolamento da rizosfera do trigo foi realizado
segundo Baldani et al. (2014).

Avaliacao da producédo de siderdforos: A avaliacdo da producdo de sideroforos foi
adaptado do método universal para avaliagdo em placas de CAS-Agar de Schwyn e
Neilands (1987). A avaliacdo da producéo foi realizada ao sétimo dia e a presenca
de um halo laranja indicou atividade positiva.

Avaliacdo da producdo de Acido Indol Acético: A capacidade de producdo de AIA foi
determinada de acordo com o método descrito por Glickmann e Dessaux (1995),
através da reacdo do reagente de Salkowski com o sobrenadante do isolado, na
propor¢cdo 1:1 para a andlise espectrofotométrica. Os isolados que apresentaram
coloracdo avermelhada na reacdo foram considerados positivos e 0 que
apresentaram cor amarela negativo.

Sequenciamento parcial do gene 16S RNAr: A sequéncia do gene 16S RNAr foi
determinada utilizando colonia bacteriana isolada como molde, 27F/1492R (LANE,
1991) como iniciadores, seguindo o programa de PCR, a reacdo de sequenciamento
e a analise das sequencias como descritos por Silva (2014).

Caracterizacao por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF: A preparacao das
amostras, calibracdo do equipamento e analise dos espectros foram realizadas
segundo Stets et al (2013). Na andlise dos espectros também foi utilizado o
programa estatistico R (R core Team, 2012) para geracdo de dendrogramas. Para
se ter a nocdo do agrupamentos das bactérias foi utilizado picos de bactérias de
diferentes estirpes identificadas do Laboratério, sendo elas Bacillus sp. (filo
Firmicutes), Achromobacter sp. (Proteobacteria), Pseudomonas sp. (Proteobacteria),
Stenotrophomonas sp. (Proteobacteria), Rhizobium sp. (Proteobacteria) e Pantoea
sp. (Proteobacteria). Estes isolados foram colocados juntos as amostras
desconhecidas gerando a tabela com os picos de cada isolado. Os picos obtidos
nas réplicas foram agrupados formando ao final um espectro “virtual” da bactéria
analisada.

Resultados e Discussao

Apoés a passagem das amostras rizosféricas pelos meios semi-solidos, foram
obtidos 193 isolados diazotroficos (fixadores de nitrogénio). Todos os isolados foram
submetidos a cinco diferentes avaliagcbes de atividades bioquimicas, destes 39
apresentaram trés atividades e 4 apresentam quatro atividades, totalizando 43
isolados com mais de trés atividades, os quais serdo aprofundados nesse trabalho.



Todos os 43 isolados apresentaram positividade tanto para a producao de
sideroforos quanto de AIA. E possivel ver alguns destaques positivos dessas
potencias BPCV, dentre as 43 é possivel identificar 9 com alta producdo de
sideroforos e 8 com alta producao de acido Indol acético e dentro dessas, duas se
destacam por apresentar alta producdo em ambos os testes, R1SJ1 e R3AJ2.

Os sideroforos, por exemplo, sdo sintetizados somente em situacdo de
escassez de ferro assimilavel. Desse modo, as bactérias podem quelar o ferro do
ambiente e disponibiliza-lo para as plantas reduzindo o acesso do mesmo para 0s
demais organismos, como 0s patogénicos, além de poder induzir o comprimento das
raizes (RUNGIN et al., 2012).

J& o acido Indol acético controla a maioria dos processos fisiolégicos da
planta como alongamento e divisédo celular, diferenciacéo tecidual, dominéncia apical
e repostas a luz e gravidade. O AlA produzido pelas bactérias em interacdo com as
plantas tem o potencial de interferir em qualquer um desses processos aumentando
a quantidade regular de auxinas presentes. Estudos com mutantes de Azospirillum
brasilense na producdo de AIA deram suporte ao aumento nos enraizamentos
causado pela sintese de AlA, demonstrando a relacdo das BPCV com a proliferacéo
das raizes (DOBBELAERE et al., 1999).

A identificacdo através do sequenciamento do gene 16S RNAr foi feita apenas
para o isolado R1AN3 que foi identificado como Enterobacter sp. A andlise foi
limitada por falta de reagentes que impossibilitou a continuidade destes processos.
Através da analise feita por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF, foi
possivel perceber que, provavelmente, devido a diferentes formas de agrupamento
gerado pelos picos, ha uma grande variedade de espécies e que possivelmente nao
h& um Unico grupo de espécies isoladas. As bactérias identificadas como as Bacillus
sp., do filo Firmicutes, foram agrupadas de maneira diferente aos outros isolados
identificados pertencentes ao filo Proteobacteria, indicando que os isolados né&o
identificados (R1AJ3, R1AJ5, R1AJ6 e R4AN2), que agruparam com tais bactérias
possam também ser deste filo e mais especificamente das classes alfa, beta ou
gamma Proteobacteria que sdo as classes dessas bactérias. Tais agrupamentos
indicam uma predominancia do filo Proteobacteria entre os isolados desse trabalho
assim como visto em outros artigos que analisaram a diversidade de bactérias
diazotréficas do solo (DAHAL et al., 2017).

Cabe destacar que o agrupamento gerado pelo MALDI-TOF néo reflete a
relacao filogenética dos isolados, visto que é gerado pela comparacado dos diferentes
espectros de massa de cada bactéria. No entanto, cada bactéria possui um espectro
proprio que pode apresentar picos similares ao de outras bactérias, gerando esse
agrupamento (DINGLE; BUTLER-WU, 2013).

O MALDI-TOF, no geral, se destaca dos demais métodos por apresentar
melhor precisdo que os métodos tradicionais e também maior velocidade. Enquanto
gue nos métodos tradicionais € necessario o isolamento e o crescimento em meios
especificos para os testes bioquimicos, demorando de 24 a 48 horas, a
espectrometria do organismo pode levar minutos (DINGLE; BUTLER-WU, 2013).

Conclusbdes
Conclui-se que foram isolados 193 bactérias diazotroficas, e a partir de testes

in vitro foi possivel selecionar 43 potencias bactérias promotoras do crescimento
vegetal, todas produtoras de sideroforos e acido indol acético. Destes isolados ha 9



altas produtoras de sideroforos e 8 altas produtoras de AlA e dentro dessas, duas se
destacam por apresentar alta producdo em ambos os testes, R1SJ1 e R3AJ2. Tais
bactérias sdo possiveis propostas para seguirem em testes em casa de vegetacdo e
em campo para avaliacdo da promocdo do crescimento vegetal. Foi possivel
identificar uma bactéria por sequenciamento parcial do gene 16S RNAr,
Enterobacter sp.. Apesar de a técnica de MALDI-TOF ser mais simples e rapida, é
necessaria uma ampliacdo nos bancos de dados e uma maior padronizacdo do
protocolo de analise, para maior nivel de comparacao.
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