ISSN 1679-0154

BOLETIM DE Novembro / 2019
PESQUISA E

DESENVOLVIMENTO
192

Isolamento e Potencial Uso de Bactérias do
Género Bacillus na Promocgao de Crescimento
de Plantas em Condi¢cdes de Déficit Hidrico




ISSN 1679-0154
Novembro / 2019

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Embrapa Milho e Sorgo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

BOLETIM DE PESQUISA
E DESENVOLVIMENTO
192

Isolamento e Potencial Uso de Bactérias do
Género Bacillus na Promocao de Crescimento
de Plantas em Condicdes de Déficit Hidrico

Barbara Temponi Vilarino Godinho
Amanda Nayé Guimardes Tavares
Ubiraci Gomdes de Paula Lana
Sylvia Morais de Sousa
Christiane Abreu de Oliveira Paiva
Ivanildo Evédio Marriel
Eliane Aparecida Gomes

Embrapa Milho e Sorgo
Sete Lagoas, MG
2019



Esta publicacao esta disponivel no endereco: Comité Local de Publicagdes
https:/www.embrapa.br/milho-e-sorgo/publicacoes da Unidade Responsavel

Embrapa Milho e Sorgo Presidente
Rod. MG 424 Km 45 Maria Marta Pastina
Caixa Postal 151
CEP 35701-970 Sete Lagoas, MG
Fone: (31) 3027-1100
Fax: (31) 3027-1188 Membros

www.embrapa.br/fale-conosco/sa Antonio Claudio da Silva Barros, Cynthia

Maria Borges Damasceno, Maria Lucia

Ferreira Simeone, Roberto dos Santos
Trindade e Rosangela Lacerda de Castro

Secretario-Executivo
Elena Charlotte Landau

Revisdo de texto
Antonio Claudio da Silva Barros

Normalizagao bibliografica
Roséngela Lacerda de Castro (CRB 6/2749)

Tratamento das ilustracdes
Tania Mara Assungéo Barbosa

Projeto grafico da colegéo
Carlos Eduardo Felice Barbeiro

Editoracéo eletrénica
Tania Mara Assungéo Barbosa

Foto da capa
Barbara Temponi Vilarino

12 edigdo
Publicagao digitalizada (2019)

Todos os direitos reservados.
A reprodugdo ndo autorizada desta publicagéo, no todo ou em parte,
constitui violagédo dos direitos autorais (Lei n® 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo (CIP)
Nome da unidade catalogadora

Isolamento e potencial uso de bactérias do género Bacillus na promogéao de
crescimento de plantas em condicdes de déficit hidrico / Barbara T. V. Godinho
... [etal]. —Sete Lagoas : Embrapa Milho e Sorgo, 2019.
24 p. : il. -- (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa Milho e Sorgo,
ISSN 1679-0154; 192).

1. Bactéria. 2. Microrganismo. 3. Crescimento vegetal. 4. Estresse hidrico. I.
Godinho, Barbara Temponi Vilarino. V. Il. Tavares, Amanda Naye Guimaraes. lll.
Lana, Ubiraci Gomes de Paula. IV. Sousa, Sylvia Morais de. V. Paiva, Christiane
Abreu de Oliveira. VI. Marriel, Ivanildo Evédio. VII. Gomes, Eliane Aparecida. VIII.
Série.

CDD 571.82 (21. ed.)

Roséngela Lacerda de Castro (CRB 6/2749) ©Emb 2019
mbrapa,



Sumario

RESUMO . 04
ADSEraCt ... 06
INtrOAUGAOD. .....eiiee e 07
Material € MEtOdOS ... 08
Resultados € DISCUSSA0 ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 11
CONCIUSOES ....coiiiiiieeeee ettt 18

REFEIENCIAS ... e, 18



4 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 192
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Ivanildo Evédio Marriel®
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Resumo — O microbioma do solo é constituido por diferentes espécies de
microrganismos, incluindo grupos capazes de promover O crescimento
vegetal por meio da produgdo de fitormonios, proteinas e moléculas
quelantes, solubilizacédo de fosfato e potassio, fixacao de nitrogénio, controle
de alguns fitopatégenos e aumento da tolerancia a estresses abidticos,
como a seca. Dessa forma, o presente estudo objetivou isolar e selecionar
bactérias tolerantes ao estresse hidrico e caracteriza-las indiretamente
quanto a potencial capacidade de promocao de crescimento de plantas in
vitro. Os microrganismos foram isolados de amostras de solos coletadas
em diferentes municipios do Estado do Ceara em regides da Caatinga. Os
isolados bacterianos foram selecionados em meio de cultura enriquecido com
diferentes concentracdes de sorbitol, visando simular condi¢cbes de restricao
hidrica, avaliados quanto a caracteristicas macromorfoldgicas e identificados
molecularmente pelo sequenciamento do gene 716S rRNA. Um total de 414
cepas foi isolado do solo, das quais 28 foram capazes de crescer em meio de
cultura contendo sorbitol nas concentragdes de 520 e/ou 780 g L-'. As bactérias
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avaliadas apresentaram, em sua maioria, coldénia pequena, de forma circular,
elevacgao achatada, bordas lisas, opaca, na cor creme e com aspecto viscoso
e foram identificadas como pertencentes ao género Bacillus, mostrando-se
eficientes na producéo de exopolissacarideos e sideréforos. Além disso, 64%
das cepas apresentaram capacidade de fixagdo de nitrogénio e 35% foram
fortes produtoras de biofilme. Os diferentes isolados do género Bacillus séo
microrganismos promissores para a utilizacdo na promoc¢éo do crescimento
de plantas em condi¢des de estresse hidrico.

Termos para indexacgao: Bacillus, biofilme, sideréforo, fixagéo de nitrogénio,
estresse hidrico.
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Isolation and Potential Use of Bacteria of the
Bacillus Genus in the Promotion of Growth
of Plants in Conditions of Water Deficit

Abstract — The soil microbiome consists of different species of microorgan-
isms including bacterial groups capable of promoting plant growth through the
production of phytohormones, proteins and chelating molecules, phosphate
and potassium solubilization, nitrogen fixation, phytopathogen control and in-
crease tolerance to abiotic stresses, such as drought. Thus, the present study
aimed to isolate and select bacteria tolerant to water stress conditions and
to characterize their production of metabolites in vitro related to promotion
of plant growth. The isolated microorganisms originated from soil samples
collected in the Brazilian Caatinga biome, in different regions of the State of
Ceara. The bacterial isolates were selected in culture medium enriched with
different concentrations of sorbitol, simulating water restriction conditions.
Isolates were evaluated for macromorphological characteristics and they were
molecularly identified by the sequencing of the 16S rRNA gene. A total of 414
strains were isolated from the soil, of which 28 were able to grow in sorbitol-
containing culture medium at concentrations of 520 and/or 780 g L. Most of
the evaluated bacteria presented small, circular, flattened, smooth, opaque,
cream-colored and viscous aspect colonies, and were identified as belonging
to the genus Bacillus, known to be efficient in the production of exopolysac-
charides and siderophores. In addition, 64% of the strains showed capacity
of fixating nitrogen and 35% were biofilm-producers. Our results indicate that
the identified Bacillus strains are promising as plant growth-promoting micro-
organisms under water stress conditions.

Index terms: Bacillus, biofilm, siderophore, nitrogen fixation, water stress.
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Introducao

A regido da Caatinga brasileira € conhecida por apresentar solos
com caracteristicas acidas, ricos em minerais, pedregosos e com baixa
capacidade de retengcédo da agua, além do clima com chuvas irregulares e
precipitagdo anual variando entre 200 e 900 mm (Alves et al., 2009). Outros
fatores caracteristicos da regido, como altas temperaturas associadas a
alta intensidade luminosa, provocam rapida evaporagdo e consequente
dessecacgao do solo, fazendo com que as plantas cultivadas nesta regiao
sofram diferentes tipos de estresse, como baixo teor de nutrientes e escassez
de agua.

Nessas condigbes de estresses ambientais, varias espécies vegetais
podem produzir exsudatos radiculares que atraem bactérias promotoras
do crescimento de plantas (BPCP) presentes no solo e que podem auxiliar
na redugéo dos efeitos do estresse hidrico (Vurukonda et al., 2016). Estes
microrganismos evoluiram, se adaptaram e/ou desenvolveram mecanismos
de tolerancia a seca, tais como produgdo de enzimas, exopolissacarideos
(EPS) e biofilmes que formam uma camada de prote¢do ao redor das células,
podendo levar a uma redugdo da perda de agua pelas plantas, além de
aumentar a estabilidade do solo (Alami et al., 2000; Carminati et al., 2011;
Deng et al., 2015). A producgéao de fitormbnios, regulacéo de genes de resposta
a estresses e alteragdo da morfologia de raizes também sao importantes
mecanismos de tolerancia a seca. As BPCP podem atuar por mecanismos
diretos ou indiretos (Glick, 2012; Santoyo et al., 2012). A promogédo do
crescimento vegetal por meio direto pode ocorrer tanto pela maior absorgao
de nutrientes essenciais, como nitrogénio, fosforo e potassio (Calvo et al.,
2017), quanto pela regulacdo dos niveis de horménios da planta, como
auxina, citocininas e giberelinas (Bhattacharyya et al., 2015; Pérez-Flores
et al., 2017). Dentre os mecanismos indiretos de promogéao de crescimento,
pode-se citar a sintese de antibiéticos, proteases, quitinases, bacteriocinas,
sideroforos (quelantes de ions ferro), lipopeptideos e compostos orgénicos
volateis (Leclére et al., 2005; Santoyo et al., 2012; Glick, 2012; Martinez-
Absalén et al., 2014; Hernandez-Leodn et al., 2015; Orozco-Mosqueda et al.,
2018), que levam a reducgao de ataques de fitopatdégenos as plantas ou ao
controle de danos sofridos por estas quando ja atacadas (Ryan et al., 2008;
Santoyo et al., 2012, 2016).
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O objetivo do presente trabalho foi isolar e avaliar in vitro o potencial de
promocéao de crescimento vegetal de bactérias tolerantes ao estresse hidrico
de solos de regido da Caatinga para futura aplicagdo como bioinoculantes.

Material e Métodos

Isolamento e caracterizagdao morfolégica
de bactérias do solo

Para o isolamento das bactérias, 1,0 g de solo, coletado em diferentes
localidades do Estado do Ceara em regibes da Caatinga, foi transferido para
tubo cdnico de 15 mL contendo 5 mL de NaCl 0,85% (m/v). As amostras
foram incubadas a 30 °C com agitagdo de 150 rpm durante 16 horas. Em
seguida, os tubos permaneceram em repouso por 30 minutos até decantacao
do solo, sendo transferido 1,0 mL do sobrenadante para outro tubo que foi
submetido a um choque térmico por 30 min. em banho-maria a 65 °C, seguido
de 5 min. no gelo. Posteriormente, 50 pL da suspensao foram distribuidos em
placas de Petri contendo meio de cultura LB soélido e incubados a 30 °C por
24 horas. Apos este periodo, as coldnias de bactérias foram observadas em
laminas no microscopio de contraste de fase, e as coldnias que apresentaram
caracteristicas do género Bacillus, como formato de bastonete e presenca
esporos, foram selecionadas, inoculadas individualmente em meio LB sélido
e incubadas a 30 °C por 72 horas.

Selecao de bactérias tolerantes ao estresse hidrico

As bactérias foram inoculadas em meio de cultura TSA 10% (m/v)
enriquecido com sorbitol nas concentragdes 405, 520 e 780 g L', com
atividade de agua (a,) equivalente a 0,919, 0,897 e 0,807, respectivamente,
e incubadas a 40 °C por 72 horas. As amostras capazes de crescer em meio
contendo sorbitol nas concentragdes mais altas foram selecionadas para
identificacdo molecular.
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Extracao de DNA e amplificagdo do gene 716S rRNA

Os isolados bacterianos foram inoculados em 5 mL de meio TSB e
incubados a 28 °C por 24 horas. A extracdo de DNA gendmico foi realizada
utilizando o Kit “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega, EUA) de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. As reagdes de PCR e os ciclos de
amplificagéo foram preparados de acordo com Abreu et al. (2017) utilizando
os primers 8F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (Turner et al., 1999) e
1492R (5'-TACGYTACCTTGTTACGACT-3’) (Lane, 1991).

Purificagao e sequenciamento dos produtos de PCR

As reagOes de PCR foram purificadas com o kit ExoSap IT (Affymetrix,
EUA) e sequenciadas utilizando o kit “Big Dye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing” (Thermofisher, EUA) com os primers 8F, 1492R, 515F
(5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) (Turner et al., 1999) e 902R
(5-GTCAATTCITTTGAGTTTYARYC-3’)  (Hodkinson;  Lutzoni, 2009),
de acordo com as recomendagdes dos fabricantes. As amostras foram
purificadas e injetadas no equipamento Sequenciador de DNA 3500XL
Genetic Analyzer (Hitachi, Jap&o). Para analise das sequéncias foi utilizado
software Sequencher 5.4 (Gene Codes Corporation, EUA). As sequéncias
foram submetidas a analise de similaridade de nucleotideos com o banco
de dados GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov) por meio da ferramenta
BLASTN “Basic Local Alignment Search Tools” (Altschul et al., 1997).

Producao de exopolissacarideos (EPS)

A avaliagao da capacidade de producédo de EPS pelos microrganismos foi
realizada de acordo com Paulo et al. (2012). Brevemente, discos de papel
filtro de 5 mm de didmetro foram colocados em placas de Petri contendo o
meio de cultura modificado de Guimaraes et al. (1999) e inoculados com 5 L
da cultura de cada isolado bacteriano crescido em meio TSB. Cinco diferentes
isolados foram testados por placa de Petri. As placas foram incubadas a 30
°C por 24 horas, e a producédo de EPS foi avaliada pela presenga de uma
colénia mucosa ao redor dos discos. A confirmagao da producédo de EPS foi
realizada pelo método quimico, por meio da mistura de uma alga de platina
impregnada com a colénia em 2 mL de etanol absoluto, com a formagéo de
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precipitado mucoso para resultado positivo e a presenca de turbidez para
resultado negativo.

Producao de biofilme

A capacidade de formagéao de biofilme foi avaliada pelo método proposto
por Christensen et al. (1985) com modificagbes. Inicialmente, 2 uL de cultura
bacteriana (10° UFC mL*; OD,,, = 1,0) foram inoculados em 200 pL de meio
de cultivo TSB, complementado com glicose 1% (m/v) em microplaca de
poliestireno com capacidade para 96 amostras, em triplicada com incluséao
de amostra em branco contendo apenas o meio de cultura. As amostras
foram incubadas a 30 °C por 40 horas. Apos o periodo de incubagéo, o
liquido foi removido por inverséo, cada pogo foi lavado com 200 pL de agua
deionizada, e a placa foi invertida sobre papel absorvente. Em seguida, foram
adicionados 200 pL de metanol em cada amostra para fixacdo do biofilme
eventualmente presente, seguido de incubagdo em temperatura ambiente
por 20 min. Posteriormente, o metanol foi descartado, e a placa foi seca em
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 uL de solugéo de
cristal violeta 0,5% (m/v), e as amostras foram incubadas por 15 min. Apds
remocéao da solugéo por inverséo, a placa foi lavada com agua deionizada e
incubada em temperatura ambiente até secagem. Por fim, foram adicionados
200 uL de etanol absoluto, as amostras foram incubadas por 30 min e foi
realizada a leitura em espectrofotometro UV/VIS (FLUOstar Omega, BMG
LABTECH, Alemanha) a 570 nm. Foram considerados produtores de biofilme
0s microrganismos capazes de reter a coloragdo violeta.

Avaliagao qualitativa da producao de sideréforos

Para avaliagdo da produgéao de sideroforos, as bactérias foram inoculadas,
em friplicata, em placas de Petri contendo meio agar nutriente e incubadas
a 37 °C por 16 horas. Em seguida, cada placa recebeu uma fina camada
do meio Overlay-CAS (Schwyn; Neilands, 1987), seguido de incubagéo a
25 °C por quatro dias. Foram considerados produtores de sideréforos os
microrganismos capazes de promover mudanga de coloracdo no meio de
cultura.
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Capacidade de fixagao de nitrogénio

As bactérias foram avaliadas quanto a capacidade de fixagdo de nitrogénio
atmosférico em meio de cultura semissélido livre de nitrogénio em ftriplicata
(Dobereiner, 1989). Tubos contendo 3 mL de meio NFb foram inoculados em
triplicata com 10 uL de cultura bacteriana (10 UFC mL"; OD,,, = 1,0). Apos
10 dias de incubacgéo a 30 °C, foram consideradas positivas aquelas culturas
que apresentaram uma pelicula visivel de crescimento abaixo da superficie

do meio.

Resultados e Discussao

Isolamento e caracterizagdao morfolégica das bactérias

A morfologia das bactérias isoladas de amostras de solos da Caatinga foi
caracterizada em meio de cultura e por microscopia optica de contraste de
fase (Figura 1). As bactérias apresentaram, em sua maioria, colénia pequena,
de forma circular, elevacéo achatada, bordas e estrutura lisa, opaca, na cor
creme e com aspecto viscoso. Ao microscopio, foi possivel observar o formato
celular de bacilos/bastonetes com formagao de enddsporos, caracteristicas
de espécies do género Bacillus (Logan; De Vos, 2009).

’

Figura 1. Caracterizacdo morfoldgica de uma cepa bacteriana isolada de solo da
regido da Caatinga do Estado do Ceara. (A) Aparéncia das colénias em meio LB e (B)
visualizagao das bactérias ao microscépio 6ptico de contraste de fase com aumento
de 1000 X.
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Selecao de bactérias em meio de cultura
com baixa atividade de agua

De um total de 414 bactérias capazes de crescerem em meio de cultura
com baixa atividade de agua (405 g L' de sorbitol), 28 cresceram na
concentragao de 520 g L, enquanto 17 apresentaram formagao de colbnias
na concentracdo de 780 g L' de sorbitol (Tabela 1). Nos meios de cultura com
altas concentragdes de sorbitol, estas bactérias apresentaram morfologia da
colbnia diferente quando comparada com o crescimento nos meios de cultivo
LB e TSA, sendo observadas coldnias com tamanho médio, com formato
irregular, estrutura rugosa, cor creme e elevagao protuberante. Segundo
Tasaki et al. (2017), os padrdes de coldnia de B. subtilis em superficies sélidas
sdao muito diversos e podem variar drasticamente em resposta a condigbes
ambientais, como concentracédo de nutriente e de agar.

Tabela 1. Caracterizagéo de microrganismos quanto ao potencial de promogéo
crescimento vegetal.

Crescimento

em sorbitol
Fixa-
: 5 ao de
Cepa 95 2L01 97 ?_01 EPS Biofilme (i:i'::ﬁ;?:) 9nitr9-
génio
1.A11 +* - + - * -
1.C2 + + + + + +
1.H1 - + o + + i
1.H10 + + + + * +
2.A7 + - + + * -
2.A8 + - + + * -
2.B5 + - + - * -
2.B7 + + + - * +
2.B8 + - + + W +
2.C5 + + + E * +
2.C6 + = + + + +
2.D7 + . + 5 * .
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Crescimento
em sorbitol

Fixa-

520 780 o Sideréforos  ¢ao de
gL' gL Ary e (carboxilato) ~ hitro-

génio

2.E5
2.E7
2.F6
2.F7
2.G5
2.G7
3.C4
3.D4
3.G4
3.H4
5.A6
5.D5
6.C12
6.D3
6.D11
6.E9
* (+) e (-) indicam resultado positivo ou negativo, respectivamente.

1
+ + + + + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + + + + o+ o+
+ + + + + 4+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ 4+ + + + + + + + + + + + o+ o+ o+

+ + + + + + + + + + o+

+ +

Microrganismos capazes de sobreviver em condi¢des de baixa atividade de
agua sédo denominados xerotolerantes, sendo encontrados principalmente em
ambientes onde sdo constantemente submetidos a estresse hidrico (Lebre et
al.,2017), como aqueles encontrados em regides aridas do Nordeste brasileiro.
Estes microrganismos apresentam potencial como inoculantes, constituindo
alternativas para mitigar os efeitos da seca em plantas, pois podem produzir
substancias como EPS e biofilmes que auxiliam as plantas contra a perda de
agua. Além disso, podem atuar como promotores do crescimento de plantas
pela producéo de fitormdnios, siderdforos, solubilizagcao de fésforo e potassio
e fixacéo de nitrogénio.
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Identificagao molecular

De acordo com a identificagdo molecular baseada no sequenciamento do
gene 16S rRNA, as 28 bactérias que cresceram no meio de cultura acrescido
de 520 g L' de sorbitol pertencem a cinco espécies do género Bacillus. Todas
pertencem a familia Bacillaceae, que compreende bactérias formadoras de
endosporos, o que favorece a sobrevivéncia das bactérias em condi¢des
ambientais desfavoraveis, como calor, radiagédo e seca (Kavamura et al.,
2013).

O género Bacillus tem sido amplamente estudado e varias espécies sao
encontradas em ambientes semiaridos, como B. subtillis e B. licheniformis
isolados de regides desérticas da india por Gaur et al. (2012). Tiwari et al.
(2017) relataram que uma estirpe de B. amyloliquefaciens foi eficiente no
controle de fitopatdgenos e resisténcia a estresse hidrico, dentre outros,
quando inoculado em sementes de arroz. Kavamura et al. (2013) identificaram
10 espécies de Bacillus associadas a cactos na regido semiarida do Nordeste
brasileiro capazes de crescer em meio com reduzido potencial hidrico. Estas
bactérias apresentam potencial de promogao do crescimento de plantas, pois
quando inoculadas em milho (Zea mays) promoveram aumento significativo da
area foliar, comprimento da haste e biomassa seca sob baixa disponibilidade
hidrica (Kavamura et al., 2013).

Avaliagdo de mecanismos associados a
promocao de crescimento de plantas

Todos os 28 isolados selecionados em meio de cultura com restrigdo
hidrica foram eficientes na produgdo de EPS in vitro (Tabela 1). EPS sé&o
carboidratos de alto peso molecular ligados a superficie externa das bactérias,
relacionados a formagao de biofilmes e a fixagdo das células bacterianas
em superficies, incluindo raizes de plantas e particulas do solo. Como os
EPS sdo compostos hidratados, incluindo 97% de agua em uma matriz
polimérica, eles podem aumentar o crescimento e garantir a sobrevivéncia
das plantas sob estresse hidrico (Vu et al., 2009; Nocker et al., 2012). Além
disso, podem proteger a planta contra a dessecagéo por causa da formagao
de biofilmes hidrofilicos na superficie da raiz (Rossi et al., 2012). Biofilmes
microbianos incluem inUmeras camadas de bactérias de espécies iguais ou
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distintas incorporadas em uma matriz de EPS, proteinas, polissacarideos e
ocasionalmente DNA, ligadas aos poros e redes formadas pelas proteinas
constituintes da matriz extracelular, que facilitam o fluxo de nutrientes e
oxigénio, além de comunicacgéao intercelular (Quorum sensing) (Vlamakis et
al., 2013; Deng et al., 2015).

Embora EPS seja o principal constituinte do biofilme, dos 28 isolados
produtores de EPS deste estudo, 21 também apresentaram produgao de
biofilme in vitro (Tabela 1). Visto que a presenca de EPS e de biofilme séo
estreitamente relacionados, adiferengaentre o nUmero de bactérias produtoras
desses dois compostos pode ser explicada pela necessidade de outras
substancias estarem presentes para a formacao do biofilme, como proteinas
extracelulares, ou moléculas relacionadas com a hidrofobia, que o torna mais
ou menos soluvel (Vlamakis et al., 2013; Zhang et al., 2015). A produgao
de EPS por bactérias é importante porque aumenta a permeabilidade e a
agregacao do solo, mantendo alto potencial de agua proximo as raizes (Alami
et al., 2000; Selvakumar et al., 2012), o que facilita a difusdo de nutrientes e
o fluxo de massa de substancias soluveis, como nitrato e sulfato (Selvakumar
et al., 2012), aumentando a absor¢ao pela planta, resultando em tolerancia
a estresses. Experimentos de inoculagdo de sementes de milho com cepas
bacterianas produtoras de EPS, em combinagdo com seus respectivos EPS
purificados, resultaram em maiores teores de umidade do solo, biomassa das
plantas, comprimento das raizes e da parte aérea e a area foliar (Zhang et al.,
2015). Sob estresse hidrico, estas plantas inoculadas também apresentaram
aumento no conteudo relativo de agua, proteina e agucar, embora o teor de
prolina e as atividades das enzimas antioxidantes tenham diminuido. Rolli
et al. (2015) observaram que bactérias produtores de EPS dos géneros
Pseudomonas e Acinetobacter promoveram o crescimento de plantas sob
estresse hidrico pela formagao de um biofilme hidrofilico ao redor da raiz.
Os microambientes fornecidos pelos EPS retém a agua e desidratam mais
lentamente que o ambiente circundante, protegendo assim as bactérias e
as raizes das plantas contra a dessecagdo. Alguns estudos sugerem que a
capacidade de espécies de Bacillus de colonizarem e protegerem as raizes
de plantas contra fitopatégenos esta diretamente relacionada a habilidade
de tais espécies em formar biofilmes in vitro (Weng et al., 2013; Chen et
al., 2013; Xu et al., 2014; Zhang et al., 2015). Por exemplo, a colonizacéo e
protecéo de raiz de tomate contra o fitopatdégeno Ralstonia solanacearum por
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cepas de B. subtilis depende da expressdo de genes regulatérios e genes
requeridos para a produg¢ao da matriz de biofilme (Chen et al., 2013).

Todas as 28 cepas selecionadas no presente estudo foram capazes de
produzir sideréforos quando cultivadas em meio CAS com pH neutro. Foi
observada alteragdo do meio da cor de azul para amarelo claro (Figura 2),
indicando a producéo de sideroforos do tipo carboxilato por todas as bactérias
avaliadas (Pérez-Miranda et al., 2007). Considerados compostos importantes
relacionados a promogado do crescimento de plantas, os sideréforos sao
definidos como moléculas quelantes, de baixo peso molecular, produzidas
por bactérias e fungos, capazes de capturar o Fe* e disponibiliza-lo para
o metabolismo celular da planta. Microrganismos produtores de sideréforos
podem facilitar a nutricdo de ferro das plantas, pois podem quelar o ferro
insolivel do ambiente e disponibiliza-lo para o crescimento de plantas ao
mesmo tempo que privam possiveis fitopatégenos de adquirirem tal nutriente
(llyas; Bano, 2012). Dentre os beneficios do uso de bactérias produtoras de
sideréforos na promogao do crescimento de plantas foi relatada a redugao
dos sintomas de clorose e aumento do conteudo de clorofila de plantas de
feijdao mungo (Vigna radiata) inoculadas com Pseudomonas e cultivadas em
condig¢des limitantes de ferro (Sharma et al., 2003). Em um estudo similar,
Vansuyt et al. (2007) mostraram que o sideroforo pioverdina sintetizado por P,
fluorescens C7 pode facilitar a absorgéo de ferro e melhorar o crescimento de
Arabidopsis thaliana. Ghavami et al. (2017) mostraram que a inoculagdo com
rizobactérias produtoras de sideréforos resultou em aumento do peso seco e
conteudo de ferro de raizes e parte aérea de milho e canola em comparagao
com o controle ndo inoculado mostrando o papel importante dos sideréforos
no fornecimento de ferro para estas plantas.

Dentre as cepas de Bacillus avaliadas no presente estudo, cerca de 65%
cresceram no meio de cultura NFb semissdlido livre de nitrogénio, sugerindo
que estas cepas s&o capazes de fixar N, atmosférico. Foi observada também
uma mudanga da cor do meio de cultura adicionado do indicador de pH, azul
de bromotimol, de verde (pH 7,0) para azul (pH acima de 7,6), por causa do
aumento do pH causado pela formag&o de amoénio a partir do N, atmosférico.
O meio semissdlido tem sido utilizado no isolamento de microrganismos
diazotréficos porque cria um ambiente com baixa tensdo de oxigénio,
condicao apropriada para a enzima nitrogenase, que catalisa a redugéo do
N, atmosférico e € sensivel a oxigénio (Bhat et al., 2015). A associagdo com
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bactérias fixadoras de nitrogénio, também conhecidas como diazotréficas, é
uma importante estratégia que as plantas utilizam para adquirir este nutriente.
Estas bactérias podem colonizar a rizosfera e/ou rizoplano de leguminosas
ou ndo leguminosas (Dobereiner, 1992; Aryantha; Hidiyah, 2018), ou serem
endofiticas, colonizando o interior das plantas ou outras estruturas como os
nédulos nas raizes (Deng et al., 2015) disponibilizando o aménio reduzido
para uso pelas plantas. Diferentes espécies de Bacillus isoladas da rizosfera
tém sido relatadas como eficientes na fixagéo de nitrogénio (Deng et al., 2015;
Kaushal; Kaushal, 2015). Verma et al. (2015) observaram que a atividade
de fixagdo de nitrogénio de espécies de Bacillus variou de 10,5a 98,3 nmol
etileno h™".mg~" de proteina.

Figura 2. Teste de produgéo de sideréforos. A) controle negativo; B) Amostra Isolado
1.A11 promoveu alteragédo de cor do meio de cultura indicando produgao de sidero-
foros (+).

Emsuma, algumas cepas de Bacillus,como 1.C2,3.D4,5.D5,6.D11 e 6.E9,
foram capazes de crescerem em meio de cultura com baixa disponibilidade
de agua, sendo eficientes na producao de biofilme, EPS, sideréforos e fixacao
de nitrogénio. Somando aos resultados deste estudo, deve-se levar em
conta o fato de que bactérias do género Bacillus possuem vantagem para a
formulacao de inoculantes por serem formadoras de enddsporos resistentes
a estresses ambientais, o que prolonga a vida de prateleira desses insumos
(Akinrinlola et al., 2018). Avaliagdes complementares in vitro e em condigbes
de casa de vegetacéo sob estresse hidrico serdo realizadas para validagao
dessas estirpes como promotoras de crescimento vegetal.



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 192

Conclusoes

As cepas 1.C2, 3.D4, 5.D5, 6.D11 e 6.E9 sdo promissoras para a utilizagao
como inoculantes na promogéao do crescimento de plantas em ambientes com
baixa disponibilidade de agua.
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