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Introducao

Os microrganismos desempenham papeis
cruciais nos ecossistemas e sdo encontrados em
qualquer lugar do planeta Terra. A caracterizagao
e preservagdo da diversidade microbiana sao
de fundamental importancia ndo somente para
a manutencdo dos ecossistemas naturais e
manejados, mas também para pesquisas cientificas
e exploragbes biotecnolégicas com finalidades
benéficas em diversos setores, como o industrial,
agricola, medicinal entre outros (De Vero et al.,
2019). Desta forma, as colegcdes de culturas de
microrganismos sao cruciais para preservar e
circular recursos biolégicos, bem como para o
progresso cientifico (Diaz-Rodriguez et al., 2021).

Comunidades microbianas interagem com di-
versas plantas, por meio de mecanismos diretos e
indiretos, em agroecossistemas e regulam o cres-
cimento e produtividade das culturas (Santoyo
et al.,, 2019). Entre as comunidades microbianas
encontram-se as rizobactérias promotoras de cres-
cimento de plantas (RPCPs) que atuam de forma
benéfica para o incremento da producdo vegetal.
As RPCPs sdo microrganismos que se encontram
na rizosfera das plantas e desempenham fungdes
que resultam no estimulo do crescimento das
plantas, beneficiando-se dos compostos liberados
pelas raizes (Ahemad; Kibret, 2014). Entre os me-
canismos de promogao estao a fixagao bioldgica de
nitrogénio, solubilizacdo do fosfato e produgado de

fitormonios, produgcdo de sideréforos, indugdo de
resisténcia sistémica, produgao de biofilme, entre
outros (Santoyo et al., 2019; Olénska, et al., 2020).
No Brasil, o uso de bactérias promotoras do
crescimento para a produgdo de bioinsumos tem
sido cada vez mais abrangente na agricultura, bus-
cando a producédo agricola com maior sustentabili-
dade. Para a busca de uma produgdo com maior
sustentabilidade, foi criado o Programa Nacional
de Bioinsumos (Decreto n® 10.375, de 26 de maio
de 2020) (Brasil, 2020). Segundo esse Programa,
“bioinsumo é todo produto, processo ou tecnologia
de origem vegetal, animal ou microbiana, destina-
do ao uso na produgao, no armazenamento e no
beneficiamento de produtos agropecuarios, nos sis-
temas de producdo aquaticos ou de florestas plan-
tadas, que interfiram positivamente no crescimento,
no desenvolvimento e no mecanismo de resposta
de animais, de plantas, de microrganismos e de
substancias derivadas e que interajam com os pro-
dutos e os processos fisico-quimicos e bioldgicos.
Desta forma, os bioinsumos na forma de inoculan-
tes bacterianos promotores de crescimento tem se
destacado e oferecem uma solugéo inovadora para
os sistemas agropecuarios e florestais. No entanto,
cabe ressaltar que, no setor florestal, o seu uso ain-
da é mais restrito que aquele de culturas agricolas.
Desta forma, sdo de grande relevancia as colegdes
de culturas que preservam 0s microrganismos com




maior potencial para o desenvolvimento de novos
produtos, na forma de novos bioinsumos.

O objetivo deste trabalho é apresentar a colegéo
de bactérias multifuncionais da Embrapa Florestas
(CBMEF). Esta é uma colegdo de trabalho com
bactérias isoladas de solos e de espécies florestais,
com potencial de beneficiar o desenvolvimento de
mudas, por meio do incremento de producéo de rai-
zes, da parte aérea, da disponibilizagdo de nutrien-

tes, do controle biolégico, entre outros.
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A colecao

A CBMEF foi iniciada em 2017, a partir de 42
bactérias endofiticas promotoras de crescimento,
isoladas de folhas de jaboticabeira (Plinia peruviana)
(Queiroz et al.,, 2020). Posteriormente, foram
adicionadas bactérias e actinobactérias endofiticas
isoladas de folhas, meristemas e raizes de
pupunheira (Bactris gasipaes), Pinus spp.,
Eucalyptus spp., llex paraguariensis e Araucaria
angustifolia. Além disso, também foram isoladas
bactérias e actinobactérias de formigas cortadeiras

Figura 1. Placa de Petri contendo meio DYG’S solido e bactéria (A) e actinobactéria (B).
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Figura 2. Origem e nimero de bactérias e actinobactérias presentes na bactérias multifuncionais da

Embrapa Florestas (CBMEF).
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(Atta sexdens), para possivel controle bioldgico.
A colegao conta, atualmente, com 1.023 bactérias e
actinobactérias armazenadas (Figuras 1 e 2).

Caracterizacao fenotipica e
genotipica dos isolados

Todos os microrganismos da colec¢ao foram ca-
racterizados em sua morfologia e fisiologia em meio
de cultura DYG'S (Rodrigues Neto et al., 1986).
A caracterizagdo genotipica foi feita em 229 iso-
lados, pelo sequenciamento do gene 16S rRNA.
O DNA desses isolados também esta armazenado
na colegao.

As bactérias/actinobactérias isoladas e purifica-
das sdo caracterizadas apds o surgimento de co-
I6bnias isoladas. Na caracterizagdo morfofisiolégica
sdo avaliadas as seguintes caracteristicas: tempo
de crescimento (muito rapido, rapido, intermediario,
lento, muito lento); forma da colénia (puntiforme,
circular, irregular); elevagdo da colbnia (plana,
elevada, convexa, cbncava, protuberante); borda
da colbnia (lisa, ondulada, dentada, filamentosa);
superficie da coldnia (lisa ou rugosa); producao de
muco (pouco, moderado, abundante); consisténcia
do muco (seco, aquoso, gomoso, Vviscoso, butirico);
transparéncia do muco (translicido, transparente,
opaco); aparéncia do muco (homogéneo ou hete-
rogéneo); e didmetro da colbnia (em mm), medido
com um paquimetro (Hungria; Silva 2011).

A caracterizagao fenotipica e 0 armazenamento
das bactérias sao realizados no meio DYG’S (Rodri-
gues Neto et al., 1986), mas, para aquelas bactérias
que nao crescem bem neste meio, também é utili-
zado o meio agar nutriente (American Public Health
Association, 1917). Para actinobactérias é utilizado
o meio ISP-2 (Pridham et al., 1957).

Meios de cultura

Dygs (dextrose yeast glucose
sucrose)

Para o preparo de 1.000 mL do meio DYGS séao
necessarios os seguintes reagentes:

* 2 g de glucose;

* 2 g de acido malico;

* 1,5 g de peptona bacterioldgica;
» 2 g de extrato de levedura;

* 0,59de K,HPO,;

* 0,5 g de MgSo,7H,0;
* 1,5 g de acido glutéamico;
» agua destilada para completar 1.000 mL.

Apods todos os ingredientes terem sido mistura-
dos homogeneamente com auxilio de um agitador
magnético, o pH do meio é ajustado para 6,5 com a
solugdo KOH 10%. Para o meio sodlido, adiciona-se
15 g de agar por litro.

Agar nutriente

Para o preparo de 1.000 mL do meio AN s&o
necessarios os seguintes reagentes:

» 3 g de extrato de levedura;
* 5 g de peptona;

» 8 gde NaCl;

* 15 g de agar bacterioldgico;

» agua destilada para completar 1.000 mL.

Meio ISP-2

Para o isolamento, caracterizagao e armazena-
mento de actinobactérias é utilizado o meio ISP-2
(Pridham et al., 1957). Para o preparo de 1.000 mL
do meio ISP-2 sdo necessarios:

* 4 g de extrato de levedura;
* 10 g de extrato de malte;

* 4 g de glicose;

» 20 g de agar bacterioldgico;

» agua destilada para completar 1.000 mL.

Caracterizagcao genotipica

Para a caracterizagao genotipica das bactérias/
actinobactérias, o DNA gendmico €& extraido me-
diante utilizacdo de kits comerciais. Apds a obten-
¢do do DNA, é realizada a amplificagdo do gene
16S rRNA, utilizando os oligonucleotideos inicia-
dores 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3) (Lane,
1991). Para isto, uma aliquota de 0,5 uL do DNA ex-
traido é utilizada na reagdo em cadeia da polimera-
se (PCR), com um volume final de 25 uL por reagao.
As concentragcbes dos reagentes, por reagdo, sdo
0,2 uyM de cada iniciador 27F e 1492R; 2,5 uyM de
cloreto de magnésio; tampao de PCR 10X; 0,2 uM
de cada dNTP e 0,02 U de Taqg DNA polimerase.
As condigbes para a amplificagdo iniciam-se com



Foto: Krisle da Silva

uma desnaturacao sob temperatura inicial de 94 °C
durante 5 min, 30 ciclos de desnaturagao (94 °C por
40 s), anelamento (55 °C por 40 s), extensao (72 °C
por 1,5 min) e uma extenséo final (72 °C por 7 min).
O produto amplificado (aproximadamente 1.600
pares de base) é visualizado em gel de agarose
1%. O produto amplificado € enviado para empresa
terceirizada, para o sequenciamento dos iniciado-
res 27F e 1492R. As sequéncias sao submetidas a
ferramenta Basic local alignment search tool (Blast)
para verificar a identidade das sequéncias e iden-
tificagdo quanto ao género com as depositadas no
GenBank (National Library of Medicine, 2024).

Preservacgao dos isolados

A preservagao assegura a conservagao de mi-
crorganismos sem a manipulagédo frequente e sem
alteracbes em suas caracteristicas. Sao utilizados
trés métodos de preservagdo, um em meio sélido,
contendo 6leo mineral sob temperatura de 20 °C,
em microtubos, contendo agua destilada estéril sob
temperatura de 20 °C e outro por meio da criopre-
servagao sob temperatura de -80 °C.

A preservagao em meio solido é realizada em
microtubos de 1,5 mL. Neles s&do adicionados
750 uL de meio sdlido, sendo que as bactérias sdo
repicadas apods a solidificacdo. Os tubos séo incu-
bados sob temperatura de 28 °C até o crescimento
da cultura e, entao, adicionados cerca de 100 uL de
6leo mineral estéril sobre a superficie. Os tubos sao
colocados em caixas de papeldao e armazenados
sob temperatura de 20 °C (Figura 3).

A criopreservacéo envolve a utilizagdo de téc-
nicas que permitem a conservagao de microrganis-
mos em condi¢des de baixa temperatura. Para isto,
as bactérias e actinobactérias sdo cultivadas em

Figura 3. Microtubos contendo as bactérias e actinobac-
térias preservadas em meio sélido Dygs recobertas com
6leo mineral estéril sob temperatura de 20 °C.
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placas de Petri contendo o meio sdlido. Apds o perio-
do de crescimento, que pode variar de acordo com
a bactéria, é checada a pureza. Com auxilio de uma
alca estéril, aliquota com cerca de 1 L é retirada da
cultura que é, entdo, transferida para criotubos con-
tendo 1 mL de meio liquido contendo 30% de glicerol.
Os criotubos sao acondicionados em caixas plasticas
(Figura 4) em freezer. Para cada bactéria/actinobac-
téria, sdo preparados dois microtubos.

A preservagao em agua é realizada utilizando
1 mL de agua destilada em criotubos, que deve-
rao ser esterilizados duas vezes em autoclave, por
20 min. As bactérias sao cultivadas da forma descri-
ta na criopreservagao e adicionadas aos criotubos
contendo agua. Os criotubos s&o mantidos sob tem-
peratura de 20 °C.

Foto: Krisle da Silva

Figura 4. Criotubos contendo bactérias armazenadas em
meio Dygs contendo 30% de glicerol sob temperatura de
-80 °C.

Gerenciamento dos dados

Os dados de cada microrganismo s&o armazena-
dos no sistema corporativo AleloMicro da Embrapa,
incluindo informacgdes sobre a identificacdo da es-
pécie, o local e hospedeiro de isolamento, nome da
pessoa responsavel pelo isolamento, nome do res-
ponsavel pelo depésito, procedimento para preserva-
¢ao, numero de cépias preservadas, meio de cultivo
e dados de caracterizacao fenotipica e genotipica.
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Testes de promogéo de selecionadas sdo avaliadas em condi¢des de labo-
. ratério quanto a presencga de caracteristicas promo-
crescimento : < -
toras de crescimento (produgédo de compostos ind6-
As bactérias isoladas sdo testadas quanto a licos, fixacao biolégica de nitrogénio, solubilizagdo
capacidade de promocao de crescimento vegetal de fosforo e outros). Posteriormente, as bactérias
(Figura 5). Os testes se iniciam em condi¢des de séo testadas mediante inoculagdo das mudas em
laboratério, com uma selegéo inicial, apés a carac- viveiros.

terizagdo morfolégica das coldnias. As bactérias

Foto: Krisle da Silva
Foto: Krisle da Silva

Bactérias caracterizadas Testes de promogao de crescimento em
e selecionadas laboratério — Ex.: solubilizagado de fosforo.
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Testes em viveiros
(inoculagéo em plantas)

Figura 5. Sequéncia de atividades de sele¢éo, avaliagdo de caracteristicas promotoras de crescimento e avaliagédo de
bactérias em mudas florestais.



Consideragoes finais

As colegbes microbianas representam uma va-
liosa reserva de recursos genéticos, capaz de pro-
porcionar significativos beneficios a sociedade. Na
Embrapa Florestas, os micro-organismos da cole-
¢ao tém demonstrado potencial para aplicagdo no
cultivo de mudas de espécies florestais, sejam elas
nativas ou exaticas. A utilizagdo desses micro-orga-
nismos pode desempenhar um papel fundamental
no estabelecimento bem-sucedido dessas mudas
em ambientes naturais, seja para fins comerciais
ou na recuperagao de areas degradadas. Estudos
estdo sendo conduzidos com o objetivo de verificar
os efeitos desses micro-organismos na produgéo de
mudas florestais.

Esse trabalho apresenta alinhamento as metas
dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
da Agenda 2030 da ONU (especialmente os ODS 12
e 15), pois trata-se do resultado da biodiversidade
microbiana, com potencial para desenvolvimento de
insumos bioldgicos para o uma producéo florestal sus-
tentavel e o uso eficiente dos recursos naturais.

Referéncias

AHEMAD, M. S.; KIBRET, M. Mechanisms and applica-
tions of plant growth promoting rhizobacteria: current
perspective. Journal of King Saud University-Science,
n. 26, p. 1-20, 2014. DOI: https://doi.org/10.1016/].
jksus.2013.05.001.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard
methods of water analysis. 3rd ed. New York, 1917.

BRASIL. Decreto n® 10.375, de 26 de maio de

2020. Institui o Programa Nacional de Bioinsumos

e o Conselho Estratégico do Programa Nacional de
Bioinsumos. Diario Oficial [da] Republica Federativa
do Brasil, segao 1, p. 105, 27 maio 2020.

DE VERO, L.; BONIOTTI, M.B.; BUDRONI, M.; BUZZINI,
P.; CASSANELLI, S.; COMUNIAN, R.; GULLO, M;;
LOGRIECO, A. F.; MANNAZZU, |.; MUSUMECI,

R.; PERUGINI, I.; PERRONE, G.; PULVIRENTI,

A.; ROMANO, P,; TURHETTI, B.; VARESE, G. C.
Preservation, characterization and exploitation of microbi-
al biodiversity: the perspective of the Italian network of
culture collections. Microorganisms, n. 7, p. 685, 2019.
https://doi.org/10.3390/microorganisms7120685.

DIAZ-RODRIGUEZ, A. M.; SALCEDO GASTELUM, L. A ;
FELIX PABLOS, C. M.; PARRA-COTA, F. |.; SANTOYO,
G.; PUENTE, M. L.; BHATTACHARYA, D.; MUKHERJEE,
J.; DE LOS SANTOS-VILLALOBOS, S. The Current and
future role of microbial culture collections in food security
worldwide. Frontiers in Sustainable Food Systems, n.

Comunicado Técnico 500

4, p. 614739, 2021. DOI: https://doi.org/10.3389/
fsufs.2020.614739.

HUNGRIA, M.; SILVA, K. Manual de curadores de
germoplasma: microorganismos: rizébios e bacté-
rias promotoras do crescimento vegetal. Brasilia, DF:
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2011.
21 p. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Documentos, 333; Embrapa Soja. Documentos, 332).
Disponivel em: https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/
infoteca/bitstream/doc/933488/1/doc333332.pdf.

LANE, D. J. 16S/23S rRNA sequencing. In:
STACKEBRANDT, E.; GOODFELLOW, M. Nucleic acid
techniques in bacterial systematics. New York: Wiley,
1991. p. 115-148.

NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE. GenBank.
Disponivel em: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.
Acesso em: 26 abr. 2024.

OLENSKA, E.; MALEK, W.; WOJCIK, M.; SWIECICKA,
I.; THIJS, S.; VANGRONSVELD, J. Beneficial features
of plant growth-promoting rhizobacteria for improving
plant growth and health in challenging conditions: a
methodical review. Science of the Total Environment,
n. 743, p. 140682, 2020. DOI: https://doi.org/10.1016/j.
scitotenv.2020.140682.

PRIDHAM, T. G.; ANDERSON, P.; FOLEY, C;
LINDENFELSER, L. A.; HESSELTINE, C. W.; BENEDICT,
R. G. A selection of media for maintenance and taxonom-
ic study of Streptomycetes. Antibiotics Annual, n. 1, p.
947-953, 1957.

QUEIROZ, E.G.; DEGENHARDT, J.; QUOIRIN, M.;
SILVA, K. da. Endophytic bacteria associated with

tissue culture and leaves of Plinia peruviana. Pesquisa
Agropecudria Brasileira, v. 55, e01844, 2020. DOI:
https://doi. org/10.1590/S1678-3921.pab2020.v55.01844.

RODRIGUES NETO, J.; MALAVOLTA JUNIOR, V. A;;
VICTOR, O. Meio simples para o isolamento e cultivo
de Xanthomonas campestris pv. citri tipo B. Summa
Phytopathologica, v. 12, n. 1-2, p. 16, 1986.

SANTOYO, G.; SANCHEZ-YANEZ, M.; DE LOS
SANTOS-VILLALOBOS, S. Methods for detecting
biocontrol and plant growth-promoting traits in rhizobac-
teria. In: REINHARDT, D.; SHARMA, A. K. (ed.). Biology
research. Singapore: Springer, 2019. p.133-149.


https://doi.org/10.1016/j.jksus.2013.05.001
https://doi.org/10.1016/j.jksus.2013.05.001
https://doi.org/10.3390/microorganisms7120685

Colegdo de bactérias multifuncionais da Embrapa Florestas

Embrapa Florestas

Estrada da Ribeira, Km 111, Guaraituba
Caixa Postal 319

83411-000, Colombo, PR

Fone: (41) 3675-5600
www.embrapa.br/florestas
www.embrapa.br/fale-conosco/sac

Comité Local de Publicagbes

Presidente: Patricia Pévoa de Mattos
Vice-presidente: José Elidney Pinto Junior
Secretario-executivo: Elisabete Marques Oaida

Comunicado Técnico 500
ISSN 1517-5030 / e-ISSN 1980-3982
Junho, 2024

Edicéo executiva e revisao de texto: José Elidney
Pinto Junior

Normalizagdo bibliografica: Francisca Rasche
(CRB-9/1204)

Projeto grafico: Leandro Sousa Fazio
Diagramacao: Celso Alexandre de O. Eduardo
Publicacao digital: PDF

Membros: Annete Bonnet, Cristiane Aparecida Fioravante Reis, Elenice Fritzsons,
Guilherme Schnell e Schiihli, Marilice Cordeiro Garrastazu, Sandra Bos Mikich,
Susete do Rocio Chiarello Penteado, Valderés Aparecida de Sousa

Emw a Ministério da Agricultura e

Pecuéria Todos os direitos reservados a Embrapa.

CGPE 18604



	_GoBack

