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RESUMO

Rizobactérias nativas da Caatinga com potencial para reducao dos efeitos
adversos da seca em soja (Glycine max L.)

No semiarido brasileiro, a vegetacao predominante é a Caatinga, bioma ainda
pouco explorado, que apresenta plantas e micro-organismos com alta resisténcia
aos periodos de seca imposto pelo clima. Os micro-organismos associados as
plantas deste bioma, sdo capazes de desenvolver mecanismos de protegcao celular
contra o0 estresse hidrico, assim como protecdo vegetal contra a dessecagédo. O
presente estudo buscou compreender as rizobactérias associadas a Mimosa
artemisiana a fim de selecionar bactérias tolerantes a seca com caracteristicas de
promover o crescimento de plantas sob condi¢ées de estresse hidrico, diminuindo
assim, os efeitos adversos impostos pela seca. As amostras de solo rizosférico
foram coletadas ao longo da Caatinga, englobando os estados da BA e PE,
totalizando quatro pontos de coleta. Com o uso de metodologias dependentes de
cultivo, foi isolado bactérias com algumas caracteristicas de promocédo de
crescimento de plantas diretos e/ou indiretos, como producédo de AlA e fixacao de
nitrogénio. Além disso, linhagens capazes de crescer em meio com reduzida
atividade de agua e com mecanismos de protecdo contra a dessecacao, como,
producédo de EPS, biofilme, producdo da ACC deaminase e indugéo de resisténcia
sistémica através das enzimas peroxidase e polifenoloxidase. Uma linhagem de
Paenibacillus sp. e outra de Bacillus sp. foram capazes de promover o crescimento
de soja sob condicbes de estresse hidrico, aumentando alguns parametros vegetais
como, parte aérea e sistema radicular analisados.

Palavras-chave: Caatinga; Mimosa artemisiana; Rizobactérias; Promoc&do de
crescimento de plantas; Estresse hidrico
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ABSTRACT

Native of Caatinga rhizobacteria with potential for reducing the adverse effects
of drought in soybean (Glycine max L.)

In the Brazilian semi-arid region, the predominat vegetation is the Caatinga
biome, still little explored, which features plants and micro-organisms with high
resistance to drought periods imposed by the climate. Microorganisms associated
with plants in this biome are able to develop mechanisms of cellular protection agains
water stress, as well as vegetable protection agains desiccation. The presente study
souught tounderstand the rhizobacteria associated with Mimosa artemisiana in order
to select drought-tolerant bactéria with characteristics to promote the growth of plants
under water stress conditions, thus reducing adverse effects imposed by drought.
Rhizospheric soil samples were collectes along the Caatinga, encompassing the
States of Bahia and Pernambuco, totaling four collection points. With the use of
farming-dependet methodologies, was isolated bactéria with some features of
promotion of growth of direct and/or indirect plants such as AIA production and
nitrogen fixation. In addition, able to grow amid strains with reduced water activity
and mechanisms of protection against desiccation, such as production of EPS,
biofilm, production of ACC deaminase and induction of systemic resistance through
peroxidase enzymes and polifenoloxidase. A strain of Paenibacillus sp. and Bacillus
sp. were able to promote soybean gowth under water stress conditions, increasing
some parameters like vegetables, shoot and root system.

Keywords: Caatinga; Mimosa artemisiana; Rhizobacteria; Promotion of growth
plants; Water stress
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1 INTRODUGCAO

O mundo enfrenta atualmente uma variedade de crises ecoldgicas e
sociais; a escassez de agua alcanca mais de 30 paises (TUNDISI, 2008). As secas
sao reconhecidas como uma catastrofe ambiental com maior impacto sobre a vida
em todo o planeta, e estédo classificadas em primeiro lugar entre os perigos naturais
em termos de numero de pessoas afetadas (WILHITE, 2000). As regides aridas e
semiaridas, sempre sofreram periodos de degradagdo devido ao clima seco. As
maiores consequéncias incluem a reducao da producao agricola, degradacdo do
solo, alteragdes do ecossistema e deficiéncia na captagéo de agua. A longo prazo,
tais fatores agrava o processo de desertificacdo (MARENGO, BERNASCONI, 2015),
causando aumento da demanda de agua pelas culturas agricolas.

O setor agricola € imprescindivel para o abastecimento mundial de
alimentos, porém, de acordo com Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU), a
agricultura irrigada é a atividade humana que demanda maior quantidade de agua.
Em escala mundial, estima-se que o uso da agua no setor agricola responda por
cerca de 80% das derivagcbes de agua. Com este cenario, aumenta-se a
preocupacao e a busca por alternativas que promovam o crescimento de plantas em
regides com baixa pluviosidade, ou que reduzam o consumo de agua pelas culturas.

A evolucgdo, favoreceu a selecdo de mecanismos de agdo a adaptagéao
e sobrevivéncia de organismos em ambientes com pouca disponibilidade de agua.
No semiarido brasileiro por exemplo, a vegetacdo predominante é a Caatinga, bioma
pouco explorado, que apresenta plantas e micro-organismos com alta resisténcia
aos periodos de seca imposto pelo clima. Os micro-organismos apresentam
mecanismos de protecao celular contra o estresse hidrico, muitas vezes tendo como
efeito secundario a protecao vegetal contra a dessecagao.

Deste modo, foi objetivo desse trabalho a obtencado e selecao de
rizobactérias do semiarido brasileiro, tolerantes a seca, que sejam capazes de

promover o crescimento de plantas de soja sob condi¢cdes de estresse hidrico.
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1.1 Objetivos

De acordo com o cenério descrito anteriormente, o estudo teve como objetivo
principal, estudar as bactérias associadas a leguminosa Mimosa artemisiana nativa
da Caatinga, visando aplicacdo para reducdo dos efeitos adversos do estresse
hidrico. Nesse sentido, os objetivos especificos foram os seguintes:

e lIsolar, selecionar e identificar rizobactérias da Caatinga com
caracteristicas para tolerancia a seca;

e Verificar os mecanismos de agao dos isolados para tolerancia a seca,
como: producdo de exopolissacarideos (EPS), biofiilme e ACC
deaminase;

e Identificar mecanismos de agdo para promogdo de crescimento de
plantas: producao de acido-indol-acético (AIA) e fixacao biolégica de
nitrogénio

e Determinar a inducdo de resisténcia sistémica pelas rizobactérias
selecionadas através das enzimas peroxidase (PO) e polifenoloxidase
(PPO).

Algumas questdes biolégicas foram realizadas para se alcancar os objetivos do
estudo, sendo elas:

» As bactérias isoladas do semiarido brasileiro possuem caracteristicas de

tolerancia a seca?

> As bactérias tolerantes a seca possuem mecanismo diretos e/ou indiretos

para promoc¢ao de crescimento de plantas?

by

> As bactérias tolerantes a seca, com mecanismos de promocgao de
crescimento de plantas, sdo capazes de promover 0 crescimento de soja

(Glycine max L.) sob condigdes de estresse hidrico?
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O risco natural da seca no mundo

As secas sdo reconhecidas como a catastrofe ambiental com maior
impacto sobre a vida em todo o planeta, e estdo classificadas em primeiro lugar
entre os perigos naturais em termos de numero de pessoas afetadas (WILHITE,
2000). Isso tem chamado a atencdo de muitos ambientalistas, pois este fendbmeno
pode ocorrer em praticamente todas as zonas climaticas. A baixa precipitacdo
pluviométrica, altas temperaturas, ventos fortes e baixa umidade relativa, estdo
diretamente relacionados a ocorréncia das secas (MISHRA; SINGH 2009).

De todos os perigos naturais, as secas tiveram o0 maior impacto
negativo no século XX, e com a intensificagdo do aquecimento global, muitos
estudos tém demonstrado que a seca pode tornar-se mais grave e continua no
século XXI (DAI, 2004). Grandes problemas socioeconémicos devido a seca foram
relatados nas ultimas décadas. Ao longo dos anos 1980 a 2003 a seca nos Estados
Unidos foi responsavel por uma perda de aproximadamente 144 bilhées de ddlares
(ROSS e LOTT, 2003). Nos ultimos anos intensivas secas tém sido observadas em
todos os continentes, afetando grandes areas da Europa, Africa, Asia, Australia,
América do Sul, América Central e América do Norte (LE COMTE, 2005)

As regides aridas e semiaridas, sempre sofreram periodos de
degradacao devido ao clima. As maiores consequéncias incluem a reducdo da
producéo agricola, degradacao do solo, alteracées do ecossistema e deficiéncia na
captacdo de agua. A longo prazo, tais fatores agrava o processo de desertificacdo
(MARENGO; BERNASCONI, 2015). Segundo dados do UNIAGUA (2012), o Brasil é
0 maior depositario natural de aguas doces do planeta, e detém cerca de 11,6% de
toda agua doce superficial do mundo, sendo que 70% da agua disponivel esta
localizada na Amazbnia, onde se encontra a menor densidade populacional. A
regiao mais afetada € o Nordeste brasileiro, regido com altos indices de aridez e
mais pobre do Brasil, que concentra cerca de 30% da populacdo do pais e dispoe
apenas de 5% da agua doce (AUGUSTO et al., 2012).

O mau uso dos recursos hidricos, a poluicdo de mananciais e a
escassez de chuvas, estdo fazendo com que outras regides também sejam afetadas,
como por exemplo, o Sudeste do Brasil, que enfrenta uma das piores crises hidricas
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da histéria. Apds o verao mais quente e seco em sete décadas, os niveis de agua
dos principais reservatoérios que abastecem a regido metropolitana de Sao Paulo,
reduziram significativamente. O sistema Cantareira, um dos principais reservatérios
da metrépole, chegou a 5% da sua capacidade, o mais baixo desde que foi criado,
em 1974 (BBC BRASIL, 2014). Diversas medidas emergenciais estdao sendo
providenciadas, porém, a situacdo é alarmante (CORONATO e IMERCIO, 2014).

Estresses abidticos, como as secas, normalmente sdo os principais
fatores responsaveis por reduzir significativamente rendimento em lavouras,
restringindo as latitudes e os solos onde culturas de importancia comercial podem
ser cultivadas. As implicacdes na agricultura sdo drasticas, ja que nao afeta somente
os agricultores, mas também toda a sociedade, sendo a ameacga mais critica para a
seguranca alimentar mundial (FARIAS et al., 2001). Sabemos que a &agua
desempenha o papel principal de absorver nutrientes do solo e transporta-los para
diferentes partes da planta. O primeiro efeito prejudicial da seca ocorre na
germinacao das sementes (HARRIS et al., 2002). Se o déficit de agua se torna mais
grave, a maquinaria fotossintética € danificada, ha alteracdo na expressdo génica
danificando a sintese proteica, além de falha na abertura estomatica, ocasionando o
retardo do crescimento e da producao vegetal (SIDDALINGASWAMY et al., 2008).

De acordo com Rosegrant (2002), no ano de 1995, foram retirados
3.906 km3® de agua para fins da seguranga alimentar, crescimento industrial e
sustentabilidade ambiental em todo o mundo. Estima-se que em 2025 a terra
comportara aproximadamente 8 bilhdes de pessoas, € 0 volume da agua que sera
retirada para o0 uso doméstico, industrial e agropecuaria, aumentara

aproximadamente 50%.

2.1.1 Consumo de agua no setor agricola

Em escala mundial, estima-se que o0 uso da agua no setor agricola
responda por cerca de 80% das derivacoes de agua. No Brasil, esse valor supera 0s
70% (SHIKLOMANOV, 2003). A irrigagao adequada, exige agua de boa qualidade, e
implica obras de regularizacdo de vazdes, que podem interferir no regime fluvial e no

meio ambiente.
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O uso da 4agua tem crescido a uma taxa duas vezes maior que o
crescimento da populacdo ao longo do ultimo século. De acordo com o Plano
Nacional de Recursos Hidricos, a eficiéncia do uso da agua na agricultura irrigada no
Brasil € em cerca de 64%, sendo que os 36% restantes da dgua sao perdidos por
fenbmenos como a evaporacao ou ma conducao por distribuicdo nas infraestruturas
hidraulicas, provocando um grande desperdicio no uso da agua na agricultura
(FERNANDES et al., 2008). Uma reducao de 10% no desperdicio poderia abastecer
o dobro da populagdo mundial (FAO, 2011).

Nas projecdes elaboradas pelo Instituto de Gestao das Aguas - IWMI,
embora o Brasil seja um dos paises com maior disponibilidade hidrica média anual
por habitante, esta inserido na categoria de paises com escassez econdmica de
agua. Dispde de quantidade suficiente de agua para atender as suas necessidades,
mas possui regides semiaridas com ma distribuicao espacial e temporal de
precipitagdes, o que traz a necessidade de investimentos na construgao de sistemas
de conducéo, como forma de garantir a utilizagdo da agua no seu desenvolvimento

sustentavel.
2.2 O Bioma Caatinga: aspectos fisionbmicos e sua biodiversidade

Ambientes semiaridos sdo bem distribuidos e chegam a ocupar cerca
de 40% de todo o globo, sendo encontrados em todos os continentes. Nesses
ambientes, a aridez pode ser por periodo integral ou sazonal (arido/semiarido). No
entanto, mesmo em lugares onde o clima ndo é considerado seco, micro-nichos
podem apresentar tais caracteristicas, como superficies rochosas, onde o sol incide
durante boa parte do dia (BELNAP, 2012).

O clima semiarido tem por -caracteristica, baixa pluviosidade e
umidade, além de apresentar temperaturas relativamente elevadas. No Brasil, o
representante deste tipo de clima é o bioma Caatinga (AB’SABER, 2003). O
semiarido nordestino, ocupa aproximadamente 1 milhdo de km?, cobrindo cerca de
8% de todo territério brasileiro. Possui uma populacao de 20 milhées de habitantes,
sendo um dos maiores e mais densamente habitados semiaridos do mundo
(SAMPAIOQ et al., 2008).

A Caatinga € localizada quase exclusivamente no nordeste do Brasil,
englobando apenas uma parte de Minas Gerais (Figura 1). Este bioma é



26

reconhecido por possuir inimeros ambientes, com heterogeneidade de clima,

vegetacao e condicdes edaficas (GIULIETTI et al., 2006).
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Figura 1 - Mapa do Bioma Caatinga, representando os nove estados englobados no semiarido
brasileiro.Fonte: Aaéncia Nacional de Aauas (ANA). 2010

E uma regido do globo terrestre bastante influenciada pela incidéncia
do sol e pelos ventos, que acabam sendo a principal causa de eroséao, transporte e
deposicao de sedimentos. No Brasil, os ventos alisios sdo os principais responsaveis
pela caracteristica semidrida, por empurrar massas de ar estaveis para o sudeste
(TEIXEIRA et al., 2000)

O semiarido nordestino, € uma regido extremamente alterada pela
exploracao inadequada de seus recursos, obtendo frageis ecossistemas com grande
possibilidade degradadora (ARAUJO E SOUZA, 2011). Apesar de sua grande
extensdo, a Caatinga € o bioma brasileiro menos estudado, devido a falsa ideia de
possuir uma baixa biodiversidade, limitando as pesquisas as principais cidades da
regido. Além disso, apenas 2% de todo o seu territério é coberto por unidades de
conservacao, sendo assim, o bioma menos preservado e explorado do pais (LEAL et
al., 2005). Por mais que a Caatinga esteja bastante alterada devido a atuacao
antrépica, este bioma é bastante rico e variado em relacdo a sua biodiversidade,
com ocorréncia de endemismo em varias espécies, principalmente de sua
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vegetagao, podendo ser encontrado nesse ambiente quantidades expressivas de
taxons raros (GIULIETTI et al., 2004).

A Caatinga é uma palavra derivada do tupi (“Kaa” = Mata, “Tinga” =
Branca — mata branca) e recebe este nome pela caracteristica de sua vegetagao,
que em parte do ano, devido a estiagem tem coloracéo branca. A Caatinga pode ser
dividida fitogeograficamente em dois tipos: agreste e sertdo (VEBLEN; YOUNG;
ORME, 2007).

A regido mais proxima ao mar, comporta arvores de 10m ou mais de
altura. Esses vegetais acabam sendo mais favorecidos pela umidade proveniente do
oceano. Ja as regides mais distantes, possuem o estrato arbéreo relativamente
baixo, deciduos na época seca, com plantas de até 5m de altura. Os arbustos e
arvores possuem caule fino e espinhoso. A vegetacado predominante em areas mais
secas é acentuada, de Caatinga hiperxeréfila (SA; RICHE; FOTIUS, 2003). As
familias botanicas como as cactaceas e leguminosas encontram-se bem
representadas neste bioma (QUEIROZ, 2006).

A Caatinga com suas caracteristicas bastante seletivas, fez com que o
semiarido brasileiro se compusesse de vida (flora e fauna) bem adaptada a tais
condi¢des. Dessa forma, as principais adaptac¢des sofridas pela flora regional sao:
folhas transformadas, cobertura de cera, raizes axiais com capacidade perfuracao
do solo com areia, cascalho e lama, e raizes tuberculadas para armazenamento de
energia (FERNANDES; MEDEIROS, 2009). Portanto, este bioma é composto por
uma vegetacao xerofita, caducifélia e plantas espinhosas (FERNANDES; BEZERRA,
1998).

De toda a vegetacao encontrada na Caatinga, a familia mais numerosa
em relacdo ao endemismo € a Leguminosae, composta por 80 espécies. Essa
familia, mais representada no bioma, compreende trés subfamilias, sendo:
Faboideae, Caesalpioidae e Mimosoidae (QUEIROZ, 2006). As Figuras 2 e 2.1
ilustram uma espécie de leguminosa bem abundante nesse ambiente: Mimosa
artemisiana, conhecida popularmente como Jurema branca.
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Figura 2 - Mimosa artemisiana Figura 2.1 - Ramo de Mimosa artemisiana

O género Mimosa possui mais de 540 espécies, que podem ser
encontradas em diferentes ambientes, desde florestas até areas mais abertas de
savanas, Caatinga e até em regides desérticas do México (SIMON et al., 2011). Os
seus principais centros de diversidade localizam-se na América do Sul. No Brasil, o
género é representado por 323 espécies (DUTRA; MORIM, 2010), das quais 38
ocorrem na Caatinga (QUEIROZ, 2006).

2.3 Abordagens técnico-cientificas para mitigacao do estresse hidrico

A seca é o estresse ambiental mais preocupante nos ultimos tempos, e
tem exigido muitos esforcos de ambientalistas, na busca de novas técnicas e
estratégias para a melhoria na produtividade agricola sob condicbes de escassez
hidrica (TODAKA; SHINOZAKI; YAMAGUCHI, 2015). O tempo evolutivo,
naturalmente favoreceu a selecdo de mecanismos de adaptagéo e sobrevivéncia de
organismos que vivem em ambientes com pouca disponibilidade de agua. O estudo
desse processo natural foi fundamental para a pesquisa cientifica, proporcionando
ganhos significativos na compreensao das respostas fisiolégicas e moleculares de
plantas tolerantes (CATTIVELLI et al., 2008).

Os estresses abidticos, de acordo com Fritsche-Neto et al. (2011),
podem acarretar respostas nas plantas a partir de alteracdes da expressao génica e
do metabolismo celular. A severidade, duragéo e tempo de exposicdo com que um
estresse é imposto, influenciam a resposta das plantas ao estresse hidrico; os
tecidos afetados, a fase de desenvolvimento e o gendtipo vegetal também podem
influenciar (Figura 3). Como consequéncia do estresse, ha uma série de respostas
com relagdo ao crescimento e desenvolvimento das plantas, como reducédo da



29

fotossintese, da area foliar, da clorofila, da massa seca e outros varios processos
fisiologicos que acabam por reduzir a producdo agricola de muitas culturas
(BEZERRA et al., 2003).

Caracteristica Caracteristica Eesposta Eesultado
de estresse da planta
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Figura 3 - Esquema de resposta das plantas submetidas a condigbes de estresse abidtico
Fonte: Fritsche-Neto et al. (2011)

Os programas de melhoramento genético em plantas, buscam reunir
em um unico cultivar, diversas caracteristicas favoraveis que o destaguem das ja
existentes no mercado. Diante disso, os melhoristas de plantas, utilizam o material
genético disponivel de interesse para o melhoramento mais eficiente no
desenvolvimento de novas cultivares para o setor produtivo e sustentavel de culturas
(NEPOMUCENO et al., 2011). A proposta inicial dos programas de melhoramento
genético em plantas, esta sempre relacionada a altas produtividades e resisténcia a
fatores bibdticos e abibdticos, entre outros atributos. O resultado de melhoramento
geneético € obtido através da alteragdo na constituicdo genética da mesma, sendo
acompanhada na maioria das vezes por uma alteracdo nas propriedades fisiologicas
e frequentemente por mudancas na sua morfologia, anatomia e bioquimica
(WINKLER, 2006).
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2.3.1 Rizobactérias atuando como inoculantes para mitigacao dos efeitos da seca

Outra abordagem que vem sendo considerada relevante para a
mitigacdo dos efeitos adversos da seca, € o uso de micro-organismos tolerantes ao
estresse hidrico. O uso de micro-organismos em conjunto as plantas, € uma
estratégia relativamente barata, podendo ser utilizada para a recuperagao de regides
aridas e semiaridas. De acordo com Vessey (2003), as espécies de bactérias que se
proliferam na rizosfera, estimulam o crescimento vegetal por diversos mecanismos, e
sdo conhecidas como rizobactérias promotoras de crescimento de planta (RPCP).
As rizobactérias sdo essenciais na reciclagem de nutrientes e, consequentemente,
cruciais para a fertilidade do solo (GLICK, 2012); sdo comumente usadas como
biofertilizantes para melhorar o crescimento, a produtividade agricola e até mesmo
auxiliar a planta em condicoes estressantes (GHEVARIYA; DESAI, 2014) mitigando
efeitos negativos impostos por diversos tipos de estresse ambiental (KUMAR et al.,
2012).

Biofertilizantes sdo definidos como produtos que contém células vivas
ou latentes de estirpes eficientes na fixacao biol6gica do nitrogénio, solubilizacdo de
fosfato, ou micro-organismos celuloliticos. Quando aplicados nas sementes ou no
solo, aumentam o nimero de micro-organismos benéficos e a taxa de processos
microbianos, disponibilizando grandes quantidades de nutrientes que podem ser
facilmente assimilaveis pelas plantas, proporcionando também tolerancia ao
estresse hidrico de plantas que se desenvolvem em ambientes aridos, com pouca
disponibilidade de agua (MARULANDA et al., 2009).

Inoculantes bacterianos ja sdo comercializados, e apresentam grande
eficiéncia agronbémica; porém, poucos estudos mostram a inoculagdo de
rizobactérias que conferiram a tolerancia a seca em plantas. Timmusk e Wagner
(1999) foram os primeiros a mostrar a inoculacdo de Paenibacillus polymyxa em
plantas de Arabidopsis thaliana, em que ocorreu a inducdo de genes ligados a
tolerancia a seca. De acordo com Marulanda et al. (2009), a inoculacdo de
Pseudomonas putida e Bacillus megaterium em plantas de Trifolium repens sob
condigbes de estresse hidrico foi benéfica, sendo observado aumento significativo
na biomassa e sistema radicular das planta, aumentando também o teor de agua,
tendo um efeito promissor, principalmente para a aplicacdo em plantas cultivadas em
solos com limitacdo de agua. Outros trabalhos podem ser citados, como o de
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Kavamura et al (2013), em que houve isolamento, a partir da rizosfera de plantas da
Caatinga de uma linhagem de Bacillus sp. capaz de mitigar os efeitos da seca
impostos em plantas de milho, aumentando significativamente sua biomassa, area
foliar e tamanho da haste. Os autores apontam que as bactérias isoladas de
ambientes secos, sdo mais tolerantes ao tipo de estresse, e nos mostram que séo
capazes de aumentar o teor de agua na planta sob estresse hidrico, promovendo
também seu crescimento, devido a alguns mecanismos de agdo encontrados nos

isolados.

2.4 Mecanismos de acao das rizobactérias

2.4.1 Fixacéao biologica de nitrogénio atmosférico

O nitrogénio é o nutriente mais limitante para o crescimento e
produtividade das plantas. No entanto, o nitrogénio atmosférico (N2) ndo pode ser
assimilado desta forma pelos organismos, é necessario a conversdo do N2 a
amdnia, podendo assim, ser assimilado pelas plantas. A conversao mais eficiente, é
através da fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), que é realizada por grupos
especificos de bactérias que possuem a enzima nitrogenase (BISWAS;
GRESSHOFF, 2014). A fixacao biologica do nitrogénio, geralmente é categorizada
como uma relacdo simbidtica entre a bactéria e a planta, como por exemplo a
simbiose entre bactérias do género Rhizobium com plantas leguminosas. Porém, a
fixacao biolégica do N, também pode ocorrer em plantas nao-leguminosas de forma
assimbidtica, com bactérias de vida livre no solo, como por exemplo as do género
Azospirillum, Azobacter, Gluconoacetobacter entre outros. A fixacao biol6gica de
nitrogénio € um tanto complexa, sendo necessarios varios genes nif (nifH, nifD, nifY,
nifB, nifQ, nifE, nifN, nifX, nifS, nifV, nifW, nifZ) na genética dos micro-organismos

para a sintese da nitrogenase (FRANCHE et al., 2009).
2.4.2 Producgéo de fitohdrmonios
A principal auxina nas plantas € o acido indol-3-acético (AlA), hormdnio

vegetal capaz de realizar processos celulares e de desenvolvimento dos vegetais
(KENDE; ZEEVART, 1997). As bactérias presentes no solo também sao capazes de
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produzir este hormonio, de modo a estabelecer um elo de comunicagdo com a planta
hospedeira (BIANCO et al., 2006). Os micro-organismos que produzem AlA, sao
muito interessantes, pois podem auxiliar a planta em seu desenvolvimento, quando
as condicbes para isso se encontram desfavoraveis. Algumas bactérias séo
conhecidas por produzirem AlA, estimulando o desenvolvimento do sistema radicular
por meio do aumento da absor¢cao de nutrientes essenciais para o crescimento de
plantas (LAMBRECHT et al.,, 2000). Kavamura et al. (2013) isolaram bactérias
associadas as plantas do semiarido brasileiro capazes de produzirem AlA, auxiliando
assim, o desenvolvimento vegetal. Entre os isolados, bactérias do género Pantoea,
Arthrobacter e Bacillus produziram quantidades significativas deste hormaénio.

2.4.3 Presencga da enzima ACC deaminase

O etileno é uma molécula orgéanica produzida espontaneamente pelos
vegetais, sendo necessario ao desenvolvimento normal de plantas. Essa molécula
tem como funcdo atuar como regulador de crescimento, quando em baixas
concentracbes (GLICK, 2005). A producdo de etileno pode ser aumentada em
condicbes estressantes podendo levar a inibicdo do crescimento radicular, sendo
assim, prejudicial quanto em altas concentracées (JACKSON, 1991). Algumas
RPCPs possuem uma enzima denominada de ACC deaminase, capaz de clivar o
composto 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), que é o precursor imediato de
etileno, reduzindo assim os niveis elevado desse composto, consequentemente
reduzindo os efeitos negativos as plantas (GLICK, 1995).

Shaharoona et al. (2006), ao isolarem bactérias da rizosfera de milho
em meio de cultivo contendo ACC como unica fonte de nitrogénio, observaram uma
correlacao positiva entre a producédo de ACC deaminase e o alongamento radicular
quando realizaram testes de promocao de crescimento em milho sob condi¢cdes
axénicas. Com isso, concluiram que a selecao de bactérias pela presenca da enzima
ACC deaminase é uma ferramenta eficiente na escolha de RPCPs, podendo ser

utilizadas como biofertilizante para auxiliar no crescimento vegetal.
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2.4.4 Producao de exopolissacarideos (EPS)

A grande maioria dos micro-organismos possuem habilidade de
sintetizar polissacarideos e excretar polimeros para fora das células, com vérias
fungbes. Os exopolissacarideos sao definidos como polissacarideos extracelulares,
0s quais sao encontrados ligados a superficie das células ou excretados para o meio
(SEESURIYACHAN et al., 2012).

A produgdo de EPS pelos micro-organismos, interagindo com as
plantas, podem auxiliar na sobrevivéncia do vegetal em diferentes estresses
ambientais, como por exemplo, estresse hidrico, salino, variacdo de temperatura,
entre outros (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004). Esse composto, também possibilita a
bactéria, aderéncia e colonizacdo as superficies sélidas onde ha o acumulo de
nutrientes, ressaltando ainda que o EPS envolve as membranas das células
protegendo-as do dessecamento e ajudando na fixacado de minerais e nutrientes
proximos a bactéria (BARRETO et al., 2011; LIU et al., 2013).

Chang et al. (2007), sugeriram que uma linhagem de Pseudomonas
putida pode produzir um EPS denominado de alginato, capaz de influenciar o
desenvolvimento de biofilme e respostas a condicdes limitantes de agua. Estas
respostas, facilitam a manutencdo de um microambiente hidratado, protegendo a
comunidade contra a desidratacdo. Pensando na exploragdo desses micro-
organismos, principalmente as RPCPs, novos compostos de importdncia comercial,
podem ajudar no desenvolvimento de aplicacées biotecnoldgicas na agricultura
(SILVI et al., 2013).

2.4.5 Formacao de biofilme

O biofilme pode ser definido como comunidades microbianas que estdo
aderentes umas as outras ou a uma superficie, sendo composta por carboidratos
extracelulares, proteina ou até mesmo DNA (BRANDA et al., 2005). Sua formagéo
pode incluir uma Unica espécie ou varias espécies microbianas, podendo se formar
em uma variedade de superficies bibticas e abidticas. Os biofilmes, além de auxiliar
no suporte contra as forgas fisicas, ajudam na sobrevivéncia a varias condi¢cbes de

estresse (PARSEK; FUQUA, 2004), como por exemplo, resisténcia a antibioticos,
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protecdo contra fitopatégenos, protecdo contra a dessecacdo e agentes
estressantes antimicrobianos (MONIER; LINDOW, 2003).

Quando ha condicoes externas desfavoraveis, a formagao de biofilme é
desencadeada, modificando a expressédo génica. O biofilme quando formado, altera
o microambiente dos seus habitantes alterando a expressdo de varios genes,
levando a maturacao do biofilme (JEFFERSON, 2004).

Timmusk et al. (2005) observaram através de microscopia de
fluorescéncia (Figura 4A) e microscopia de varredura (Figura 4B), a colonizacao e

formacao de biofilme por Paenibacillus polymyxa em raizes de plantas.

Figura 4 - A) Micrografia de fluorescéncia. Figura 4 - B) Formacao de biofilme apoés 1
Colonizagdo e formacdo de semana da colonizagdo.
biofilme por P. putidas em raiz de Micrografia eletrénica
cevada Fonte: Timmusk et al. (2005)

2.4.6 Inducao de resisténcia sistémica (IRS)

Rizobactérias promotoras de crescimento de planta, ndo sdo usadas
somente para promover o crescimento vegetal, mas também, para induzir a
resisténcia sistémica de plantas (IRS), contra varios fitopatdgenos e estresses
ambientais (ZHANG et al., 2010).

As plantas sdo capazes de proteger-se contra fitopatégenos e agentes
estressantes, produzindo uma ampla gama de compostos antimicrobianos e enzimas
de reducdo oxidativa, as quais estdo diretamente relacionadas com a defesa.
Enzimas tais como, peroxidases (PO) e polifenol oxidase (PPO), tém sido implicadas
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na resisténcia e protegdo celular (AMIL-RUIZ et al., 2011). Peroxidases estdo
diretamente envolvidas na degradacdo de niveis citotdxicos de peroxido de
hidrogénio, gerado em tecidos vegetais como resultado de agentes estressantes. Ja
a polifenol oxidase, catalisa a oxidagdo de compostos fendlicos altamente tdéxicos em
quinonas, que desempenham um papel importante na resisténcia de plantas
(RICHTER et al., 2012).

Segundo Thakker, Patel e Dhandhukia (2013), a biossintese de
peroxidases e polifenol oxidases por RPCPs, assim como outras enzimas
relacionadas a indugdo de resisténcia sistémica, desempenham um papel crucial no

grau de determinacéao da resisténcia do hospedeiro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de estudo e coleta de solos rizosféricos da leguminosa Mimosa
artemisiana

As amostras foram coletadas em quatro pontos diferentes do semiarido
brasileiro no periodo de seca (abril de 2014). Os locais de coleta de solo rizosférico
de Mimosa artemisiana (Jurema branca) foram delimitados ao longo da vegetacao
do bioma Caatinga, englobando os estados da Bahia (BA) e Pernambuco (PE),
totalizando quatro pontos de coleta (Tabela 1). Todas as amostras foram coletadas

em quintuplicatas, totalizando 60 amostras.

Tabela 1 - Coordenada geografica dos pontos de coleta durante o periodo de seca na Caatinga do
Semiéarido Nordestino

PONTOS COORDENADAS ALTITUDE SOLO TEMP SOLO LOCAL
Cidade/Estado S W

Estacéao
experimental

Vertissolo 3500 de Mandacaru

1- Juazeiro/BA 09°23’ 36,6” 40°22'32,8" 382m Hidromérfico

EMBRAPA
. , ” 0o 4 49 Vertissolo o Proprjedade
2- Jutai/PE 08°36’ 13,1 40°13’ 4,1 395m Hidromérfico 39°C particular
Campo
Argiloso experimental
3- Petrolina/PE 09°03’ 35,6” 40°1841,8” 375m 36°C da Caatinga
amarelo
Embrapa
Campo
3 : onQ’ 5 An0q ” Argiloso o experimental
4- Petrolina/PE 09°08’ 19,9” 40°18'13,3 369m amarelo 41°C de Bebedouro
EMBRAPA

Depois de coletadas, as amostras foram armazenadas em sacos
plasticos e posteriormente transportadas para o laboratério de Microbiologia
Ambiental da Embrapa Meio Ambiente.

3.2 Glycine max como isca para prospeccao de diazotroficos
O bioensaio foi realizado em casa de vegetacdo da Embrapa Meio

Ambiente em vasos de 1 litro de capacidade, cedidos pela Secdo de Campos
Experimentais (SCE) da Embrapa. Foi utilizado como substrato, o solo rizosférico
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coletado ao longo do semiarido nordestino, a fim de recrutar bactérias diazotroficas
compativeis com a cultura de soja (Glycine max). Apés 60 dias em casa de
vegetagdo, o solo rizosférico foi coletado para o isolamento de possiveis
rizobactérias xerotolerantes e com mecanismos de promog¢do de crescimento de

plantas.
3.3 Isolamento de bactérias diazotroficas com caracteristicas xerotolerantes

Para o isolamento de bactérias rizosféricas, cerca de 1g de solo foi
pesado e adicionado em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugcao salina
esterilizada (NaCl 0,85%). Essas solugdes foram submetidas ao ultrassom
(Ultracleaner 1400A) por 1 minuto e posteriormente vortexadas por 10 minutos, onde
foi realizada a técnica de diluicdo seriada (107" até 10°). Aliquotas de 100 pl das
diluicdes (10 10 e 107°) foram pipetadas nos respectivos meios de cultura: NFB
(Tabela 2) e Winogradsky (Tabela 2.1), com e sem adigdo de sorbitol, ambos
continham duas concentracdes diferentes de sorbitol (285 g.L' e 405 g.L™)
produzindo valores de A, correspondentes a 0,957 e 0,919 respectivamente. O
sorbitol foi adicionado aos meios de cultura de modo a selecionar bactérias que
crescem em meio com reduzida atividade de agua. Apés incubacado a 28°C, e
crescimento bacteriano, os isolados foram purificados e armazenados em glicerol
20% no freezer -80°C (KAVAMURA et al., 2013).
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Tabela 2 - Meio de cultura NFB livre de nitrogénio para isolamentos de bactérias fixadores de

nitrogénio
Constituintes NFB
Acido malico (g.L) 5
K2HPO4 (g.L) 0,5
MgS04. 7H20 (g.L) 0,2
NaCl (g.L) 1
CaCl2.2H20 (g.L) 0,02
KOH (g.L) 4,5
Solugdo de micronutrientes (mL)
0,04% CuS0O4. 5H20
0,012% ZnS04. 7H20
0,014% H3BO3 2
0,01% Na2MoO4. 2H20
0,1175% MnS04.H20
Azul de Bromotimol (mL, solugdo 0,5%)
1,1222% KOH 2
0,5% azul de bromotimol
FeEDTA (mL, solugdo aquosa 1,64%)
0,7011% FeSO4 4
0,939% EDTA
Solugdo de vitaminas (mL)
0,01% biotina 1
0,02% piridoxol- HCI
Agar (g.L)- semissolido 1,8
Ph 6,5-6,8
Tabela 2.1 - Meio de cultura livre de nitrogénio: Winogradsky
Constituintes Winogradsky
CaCO03 (g.L) 0,005
Glicose (mL) 10
Solugdo de sais: (mL) 5
KH2PO4 (g.L) 50
Mg2504. 7H20 (g.L) 0,25
NacCl (g.L) 25
FeSO4.7H20 (g.L) 1
MnS04.4H20 (g.L) 0,1

Apos seis dias da incubacgao, os frascos que apresentaram crescimento
com caracteristicas de bactérias diazotréficas foram transferidas novamente para
novos meios para garantir o processo. Apds os isolados serem transferidos por trés
vezes consecutivas, foram estriados em placas de petri com 0s respectivos meios:
NFB e Winodradsky sélidos.
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3.4 Caracterizacao genotipica de bactérias isoladas da rizosfera de soja

A caracterizagao genotipica foi realizada pela técnica do BOX-PCR de
acordo com a metodologia de Rademaker et al. (1997). Preparou-se uma suspenséo
bacteriana com cada isolado bacteriano com 24 h de crescimento em meio de
cultura BDA (39 g L' de BDA; pH 6,8), coletou-se na ponta de uma haste de
madeira de 6 cm autoclavada a biomassa do isolado, a qual foi misturada em 100 pl
de agua Milli-Q autoclavada dentro de um tubo do tipo eppendorf de 1,5 ml de
capacidade, até obter uma suspenséo turva.

Para gerar os perfis BOX-PCR, a reacado de PCR foi realizada com o
primer BOX 1AR (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) (VERSALOVIC et al.,
1994) e foram feitas reagcdes de amplificagdo do DNA num volume final de 25 l,
contendo: 13,45 ul de agua Milli-Q autoclavada, 1,0 yl de primer BOX A1R (10 uM),
1,25 yl de dNTPs (25 mM cada), 0,40 pyl 40 de BSA (10 mg/ml), 2,5 yl de DSMO
100%, 5 yl de tampao Gistchier 5X [para 200 ml: 16,6 ml de 1M (NH4)2S04, 67 ml
de 1M Tris-HCI pH 8,8, 6,7 ml de 1M MgCI2, 1,3 ml de uma diluicdo 1:100 de 0,5M
EDTA pH 8,8, 2,08 ml de B-mercaptoethanol (14,4M — solugéo a 99%), 0,4 pl de Taq
polimerase (5 U/ul), 1 yl da amostra (suspensao bacteriana). A amplificagdo foi
realizada com termociclador programavel por 7 min a 95°C de desnaturacgao inicial
(um ciclo), desnaturagéo a 95°C por 1 min, anelamento 40°C por 1 min e extenséo
65°C por 8 min (35 ciclos). Foi programado um ciclo de extenséo final a 65°C por 16
min e manutencao a 4°C.

A visualizacao das bandas foi feita em gel de agarose 1,5% (p/v) de 10
cm de comprimento em tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA),
corado com Gel Red (Biotium®) e 10X Loading Buffer (Invitrogen®); a eletroforese
foi corrida a 80 V durante 100 min a temperatura ambiente. Foi usado o marcador
molecular 1 kb Plus DNA LadderTM (Invitrogen®) para normalizacdo. As bandas

foram visualizadas em transiluminador UV de 254 nm de comprimento de onda.

3.5 Bioensaio para selecao de bactérias associativas com Glycine max sob
estresse hidrico

A partir do isolamento seletivo para as bactérias tolerantes a seca in

vitro, foi testado também, de acordo com as linhagens mais promissoras, seu
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potencial in vivo. O bioensaio foi realizado na casa experimental de vegetacédo da
Embrapa Meio Ambiente. Utilizou-se vasos de 500ml de capacidade de forma
casualizada, com as bactérias que cresceram em meio com baixa atividade de agua
no meio seletivo para fixagdo de nitrogénio. O experimento foi realizado em
triplicata, com sessenta e oito bactérias, onde duas inoculagées de 1mL com a
concentragdo de células ajustadas (10® UFC.mL™) das linhagens foram inoculadas
no solo proximo a raiz das plantas durante o experimento. A primeira inoculacao foi
apos sete dias da germinagdo da semente, e a segunda apds quinze dias; durante
esse periodo, os tratamentos foram estabelecidos com fornecimento normal de agua
(80% da capacidade de campo). Posteriormente, as plantas foram submetidas ao
estresse hidrico, onde foi sessado totalmente a irrigacdo de todos tratamentos.

O bioensaio foi analisado diariamente apds o inicio do estresse
osmdético, e os tratamentos foram comparados entre si e com as plantas nao
inoculadas. Ao decorrer de quatro dias consecutivos ao estresse hidrico, foi possivel
selecionar seis isolados capazes de protegerem as plantas dos efeitos adversos da
seca na cultura de soja. Plantas ndo inoculadas tiveram seus pontos de murcha
permanente apds 48 horas.

3.6 Identificacdao de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas por
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

A extracdo de DNA foi realizada com as seis bactérias que
apresentaram um resultado promissor em casa de vegetacdo. Utilizou-se o kit
Invitrogen (Purelink) para extragdo de DNA gendmico bacteriano. Os isolados foram
crescidos em 5 mL de TSB (10%) a 28°C por 24 horas. Para a obtencéo do “pellet”,
foi coletado 1,5 mL do meio de cultura e pipetado em tubos do tipo eppendorf, onde
foram submetidos a centrifugacdo 14000 x g por 5 minutos. O pellet foi
ressuspendido em 200 ul de lisozima e incubado por 30 minutos a 37°C. A partir
deste processo, foi seguido o protocolo com as seguintes etapas da extracdo de
acordo com as instrugdes do kit.

Apos a obtengao do DNA de boa qualidade, foi realizada a amplificagéo
do gene 16S rRNA, com o auxilio dos oligonucleotideos iniciadores 27F (5- GAG
AGT TTG ATC CTG GCT CAG - 3") e 1492R (5- TAC GGY TAC CTT GTT ACG
ACT - 3'). As reacbes de PCR continham: 1 pyl de DNA molde (10 a 20 ng), 2,5 ul de
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tampao para PCR 10x, 1,25 ul de solugdo de MgClI2 (25 mM), 0,5 ul dNTPs (25 mM),
0,175 ul do primer 27F (10 uM), 0,175 ul do primer 1492R (10 uM), 1,25 yl de DMSO
5%, 0,15 pl de Taq polimerase 5 U/ul e 18 ul de agua (Milli-Q) autoclavada, para um
volume final de 25 yl da reacao. As reagdes de amplificacao foram submetidas a um
termociclador (Applied Biosystems), programado para realizar uma desnaturacéao
inicial de 4 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo de 30 segundos
a 95°C, anelamento dos primers a 55°C por 1 minuto, extensao a 72°C por 2 minutos
e extensao final por 10 minutos a 72°C. Os fragmentos de DNA ja amplificados,
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,0%, com o marcador de peso
molecular 1kb DNA Ladder para a observacdo do fragmento que contém
aproximadamente 1500 pb.

De cada isolado bacteriano foi realizada a purificagdo do produto de
PCR utilizando-se isopropanol 100% e etanol 80%. O produto da PCR foi transferido
para tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL. A estes tubos, adicionou-se 1mL de
isopropanol gelado e a homogeneizagdo da solugdo foi em vortex por 5 segundo,
seguido de centrifugagédo a 15.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente para nao perturbar o “pellet” formado. Posteriormente,
foram adicionados 125 ul de etanol 80% gelado, onde foram homogeneizados por
inversao e levados a centrifuga 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Foi descartado o
sobrenadante e os tubos foram secos em temperatura ambiente até nao se observar
vestigios de etanol. Apés a secagem, foram adicionados 20 pl de agua Milli-Q
autoclavada para que o pellet fosse ressuspendido. As amostras purificadas foram
quantificadas em gel de agarose 1,0% a 80V por 40 minutos. As bandas foram
visualizadas em transluminador UV de 254nm de comprimento de onda.

Para o sequenciamento de DNA a partir do produto de PCR foi utilizado
o0 ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). As amostras foram enviadas para o
centro de pesquisa de Biociéncias da USP. As reacgdes de sequenciamento sdo
feitas utilizando o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. As sequéncias sao
analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1 utilizando o Base Caller KB.

3.6.1 Analise do sequenciamento parcial do gene 16S Rrna

As sequéncias obtidas do sequenciador em formato ab? foram
processadas no CLCbio® (CLCbio, DEMARK) onde foram retiradas regides de baixa
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qualidade. Apds o processamento, as sequéncias foram comparadas com o banco
de dados EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) (KIM et al., 2012). Para a
construcdo da arvore filogenética, as sequéncias foram alinhadas com referéncias
encontradas no banco de dados NCBI. O alinhamento multiplo foi realizado com o
programa MEGA 5.0 (TAMURA et al, 2013), com o auxilio da ferramenta
CLUSTALW. As andlises filogenéticas foram realizadas por Inferéncia Bayesiana
utilizando o programa MrBayes (RONQUIST et al., 2011).

3.7 Avaliacao de bactérias com caracteristicas de RPCP e tolerancia ao
estresse hidrico

3.7.1 Fixacao biolégica de nitrogénio em meio de cultivo seletivo para bactérias
diazotréficas (NFb)

Todas linhagens de bactérias foram testadas quanto a capacidade de
fixar nitrogénio de modo assimbidtico em meio de cultura semissolido livre de
nitrogénio (NFb) (DOBEREINER, 1989). Tubos de penicilina com 05 mL do meio
NFb foram inoculados em triplicata com 100 pl de inoculo bacteriano (10® UFC.mL™"
DOs50=0,1). Ap6s 7 dias de incubacao, foram novamente repicadas para novos
meios para a confirmagao do crescimento bacteriano em meio livre de nitrogénio. As
bactérias que apresentaram uma pelicula visivel de crescimento abaixo da superficie

do meio, foram consideradas positivas.

3.7.1.1 Bactérias com capacidade de crescimento em meio de cultura com reduzida
atividade de 4gua

Todas bactérias que cresceram durante o isolamento em meio de
cultura com reduzida atividade de agua, foram repicadas em meio de cultura TSA
(10%) com sorbitol (405 g.L-1) a uma temperatura de 40° C, produzindo valores de
Aw correspondentes a 0,919. O teste foi realizado a fim de verificar a capacidade de
crescimento bacteriano em alta temperatura e com baixa disponibilidade de agua
fornecida no meio (KAVAMURA et al., 2013).
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3.7.2 Avaliacado quantitativa da producéo de acido-indol-acético (AlA)

A producéo de AlIA foi determinada pelo método colorimétrico descrito
por Gordon e Weber (1951). Tubos de ensaio com 10 mL do meio TSB (10%)
suplementado com 5 mM de L-triptofano foram inoculados em triplicata com 100 pl
de inoculo bacteriano (10'8 UFC.mL-1, DO550nm=0,1). As culturas foram mantidas a
28°C no escuro, sob agitacdo constante durante 24 horas. Decorrido o tempo, as
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm durante 10 minutos, para obtencdo do
sobrenadante. A quantidade de AIA por mL de cultura foi estimada por meio da
mistura de 750 pl do reagente de Salkowski (50 mL de acido perclérico a 35% e 1
mL de FeCI3 a 0,5M) com 750 ul do sobrenadante, seguido da leitura da (DO a 530
nm) em espectrofotdometro (modelo UV-1601 PC, Shimadzu), apés 30 minutos de
incubacao no escuro (HARTMANN et al., 1983). Os experimentos foram realizados
em triplicata e o resultado positivo foi evidenciado pela formacado de uma coloragcéao
résea (Figura 5). A concentracdo de AIA no meio de cultura (y) foi determinada pela
comparagdo com uma curva padrdo, utilizando-se AIA comercial, por meio da
equacao y=34,507x2+43,802x+0,843, onde x equivale aos valores de absorbéancia
obtidos.

Figura 5 - A escala representa uma ordem crescente na intensidade da coloragdo avermelhada,
conforme a produgéo de AlA
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3.7.3 Formacao de biofilme em diferentes condigdes de estresse

Foram inoculados 100 pL dos isolados bacterianos crescidos em meio
TSB(10%) com a concentracdo de células ajustada para (108 UFC. mL™) em tubos
de eppendorf contendo 900 pL de meio TSB(10%) e TSB(10%) + Sorbitol(0,30M),
em triplicata. Os tubos foram incubados por 96 horas a 40°C. Foi verificado o
crescimento dos isolados por absorbancia em espectrofotobmetro (modelo UV-1601
PC, Shimadzu) a 600 nm. As células planctdnicas foram removidas e os tubos
lavados com agua destilada por trés vezes. Para coloragdo do biofilme, foi
adicionado 1000 pL de solugéo de cristal violeta (0,1%) e apdés 15 minutos de
incubagédo a temperatura ambiente, os tubos foram novamente lavados com agua
destilada por trés vezes.

A formacao de biofilme foi quantificada mediante a adigdo de 1000 pL
de Aalcool etilico (95%) em cada tubo para a solubilizacdo do cristal violeta
incorporada a parede do eppendorf (Figura 6). A densidade éptica (DO) do corante
solubilizado é determinada em espectrofotdmetro & DOsgg NM.

Figura 6 - A escala respresenta uma ordem crescente na intensidade da solubilizagdo do cristal
violeta incorporado ao biofilme quantificado a (DO sgonm)
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3.7.4 Avaliacao qualitativa para producéo de exopolissacarideos (EPS)

A avaliagdo para produgao de EPS foi feita de acordo com Paulo
(2010). Foram inoculados 5 yl dos isolados bacterianos crescidos em meio Tryptone
Soya Broth (TSB 10%) em discos de 5 mm@ esterilizados, em meio de cultura
modificado de Guimaraes et al. (1999) (2% de extrato de levedura; 1,5% K2HPO4;
0,02% MgS0O4; 0,0015% MnS0O4; 0,0015% FeSO04; 0,003% CaCl2; 0,0015% NaCl;
1,5% agar) adicionado de 10% de duas diferentes fontes de carbono: sacarose e
sorbitol, a um valor de pH de 7,5. Os meios foram submetidos ao crescimento
bacteriano a uma temperatura de 40°C. A producdo de EPS foi caracterizada
visualmente mediante a medida do halo do EPS produzido, sendo + (pouca
produgéo - halo de EPS < 10 mm@), ++ (média producgéo - halo de EPS de 10-14
mm@) e +++ (6tima producéo - halo de EPS = 14 mmd). A confirmag&o da produgao
de EPS foi realizada pelo método quimico, misturando uma algca de platina
impregnada com a colénia em 2 mL de alcool etilico. Confirmando a producéao de
EPS pelos isolados.

3.7.5 Presenca da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase

A atividade da enzima ACC deaminase pelos isolados, foi determinada
de acordo com Glick et al.(1995). Cerca de 5 ul de cada isolado cultivado em meio
liquido TSB (10%) foram inoculados em placas com meio de cultura contendo ACC
como Uunica fonte de nitrogénio (0,1% K2HPO4; 0,02% MgS04.7H20; 0,01%
SO4Fe.7H20; 0,1% CaCQO3; 0,02% NaCl; 0,0005% NaMoO04.2H20; 1% glicose;
0,03% ACC (adicionado por filtracdo); 1,5% &gar). As placas foram incubadas a
28°C e observadas diariamente para formacao de colonia até 4 dias. As colbnias
que apresentaram crescimento, foram entdo re-inoculadas e incubadas nas mesmas
condicoes anteriores para a confirmagao do processo. O teste é baseado no fato de
que as bactérias que possuem a enzima ACC deaminase sdo capazes de crescer no

meio com ACC como Unica fonte de nitrogénio.
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3.7.6 Producao de enzimas indutoras de resisténcia (IRS)

Para a determinacdo de enzimas indutoras de resisténcia sistémica,
foram coletadas amostras de folha e raiz de soja (Glycine max) de cada tratamento,
durante o bioensaio de promocao de crescimento sob estresse hidrico em casa de
vegetacdo. Duas coletas foram realizadas em dois tempos diferentes. A primeira
coleta foi apds dois dias intensos de seca, onde as plantas ja ndo estavam mais
sendo irrigadas com nenhuma quantia de agua. A segunda coleta foi apo6s cinco dias
consecutivos de estresse hidrico. Durante a coleta as amostras de folha e raiz foram
mantidas em baixa temperatura, e posteriormente congeladas no freezer (-80°C) até
0 preparo de extratos vegetais.

Para o preparo dos extratos, as amostras de folha e raiz, foram
pesadas separadamente (0,5 — 0,9g) e trituradas em almofariz com nitrogénio
liquido. ApGs este processo, adicionou-se 6mL de solucao tampao fosfato de sodio
50mM, pH 6,5 com polivinilpirrolidona 1% (p/v) e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1mM
(PMSF). A solucao foi centrifugada a 2000 rpm, a 4°C por 20 minutos, onde o
sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer (-80°C) até a realizacao das
analises.

Foram analisados o efeito dos tratamentos na expressao das enzimas:
Peroxidases (PO) e Polifenoloxidases (PPO). A atividade de PO foi determinada pela
reacdo de 30 ul do extrato da folha e para a raiz 10 pl em, 90 ul de tampéao fosfato
de sédio 0,1 mol L™ (pH 6,5), 90 pl de peréxido de hidrogénio 3mmol L™ e 90 pl
guaiacol 15 mmol L™, com leitura de absorbancia a 470 nm no programa Magellan,
com a leitura de 10 em 10 segundos, até 200 segundos, a 30°C
(HAMMERSCHMIDT et al., 1982). Os resultados foram expressos em unidades de
PO. mg" iecico. Min™', sendo que, uma unidade foi definida como incremento de
absorbancia de 0,01 por minuto de reagao por mg de tecido (HALFELD-VIEIRA et
al., 2006).

A atividade de PPO foi determinada utilizando-se 200 pl de
pirocatequina a 20 mM em tampao fosfato de s6dio 100 mM, pH 6,8 e 20 pl de
extrato tanto de folha quanto de raiz. A leitura de absorbancia foi realizada no
programa Magellan a 420 nm, de 1 em 1 minuto até 10 minutos, a 30°C. A diferenca
entre a primeira e a ultima leitura foi utilizada para o calculo da atividade, expressa

em unidades de PPO. mg™ icigo. min™' , sendo que, uma unidade foi definida como
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um incremento de absorbéancia de 0,001 por minuto de reacdo por mg de tecido
(DUANGMAL; APENTEN, 1999).

3.8 Promocao de crescimento de Glycine max sob estresse hidrico
3.8.1 Processo de desinfestagdo das sementes de Glycine max.

Antes do plantio em casa de vegetagéo, as sementes de soja (Glycine
max) foram desinfestadas superficialmente com alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de
s6dio 2% (380 segundos), alcool 70% (1 minuto), posteriormente, foram lavadas por
trés vezes com agua destilada esterilizada. A dgua da ultima lavagem foi plaqueada

em meio TSA(10%) para conferir o processo da desinfestacao.
3.8.1.1 Microbiolizagdo das sementes de Glycine max.

Para a microbiolizagdo das sementes de soja, as bactérias
selecionadas para o teste de promocado de crescimento foram inoculadas
separadamente em Erlenmeyers com meio de cultura TSB (10%) e submetidas a
agitacdo por um periodo de 24 horas. Apés o periodo de incubagado, as
concentracbes de células bacterianas foram ajustadas para 10® UFC.mL
(DOs50=0,1) com solucdo salina (NaCl 0,85%) esterelizada. As sementes de soja
desinfestadas foram imersas por uma hora nas suspensdes bacterianas. As
sementes do tratamento controle, sem bactéria, foram imersas pelo mesmo periodo

somente em solucdo salina a 0,85% esterilizada.
3.8.2 Bioensaios em casa de vegetacao com Glycine max.

O experimento de plantio foi realizado de forma casualizada em casa
de vegetacdo da Embrapa Meio Ambiente. O bioensaio foi montado com cinco
repeticoes, onde utilizou-se vasos de 1 litro de capacidade cedidos pela Secao de
Campos Experimentais da Embrapa. O experimento em casa de vegetagédo foi
testado com as seis bactérias que aparentemente mitigaram os efeitos da seca in
vivo juntamente com os efeitos in vitro.
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Foram semeadas 10 sementes por vaso, porém, apds a germinagao as
plantulas foram desbastadas, mantendo cinco plantas por vaso, totalizando vinte e
cinco plantas por cada tratamento. As condigbes de irrigagdo foram estabelecidas da
seguinte maneira: fornecimento adequado de agua (80% da capacidade de campo)
e fornecimento reduzido de agua, onde pode simular uma condicdo de estresse
hidrico ca cultura (30% da capacidade de campo).

Para o controle positivo, utilizou-se uma bactéria do género Bacillus,
que de acordo com Kavamura et al. (2013) é capaz de promover o crescimento em
plantas de milho sob condicbes de estresse hidrico. Como controle negativo, foram
utilizadas plantas sem in6culo bacteriano (testemunha). Totalizando oito tratamentos
no bioensaio.

A promoc¢ao de crescimento em plantas de soja pelas rizobactérias foi
avaliada de acordo com o peso seco do sistema radicular e peso seco da parte
aérea. Decorrido os sessenta dias, os experimentos com 30% e 80% da capacidade
de campo foram desmontados, onde a parte aérea e as raizes foram retiradas e
acondicionadas em sacos de papel, secos em estufa a 60°C até obtencao de peso
seco constante. O peso da massa da matéria seca foi determinado em balanca
analitica. Todas as cinco plantas mantidas no vaso foram avaliadas, sendo que, a
medida das plantas de cada unidade foi considerada uma repeticdo. Ambos

experimentos, foram comparados com o tratamento controle (testemunha).

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos pelos experimentos foram submetidos a analise de
variancia One-Way Anova, seguida de uma classificacdo de médias pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, de modo a comparar os tratamentos com a
testemunha.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de rizobactérias diazotroficas tolerantes a seca

O isolamento foi realizado em dois meios seletivos para bactérias
fixadoras de nitrogénio, sendo eles: Nfb e Winogradsky, com e sem adicao de
sorbitol. Os meios de cultura que ndo contém nitrogénio, sdo eficientes para o
isolamento de bactérias diazotréficas (DOBEREINER et al., 1995).

Foram obtidos, duzentos e vinte e trés isolados de ambos os meios de
cultura, sendo 36% proveniente do meio Nfb e 64% do meio Winogradsky. Cerca de
30% das rizobactérias obtidas no isolamento foram capazes de crescer em meios de
cultura com baixa atividade de agua (Tabela 3). Isolados do meio Nfb ndo foram
capazes de crescer na concentracao mais alta (40,5%) de sorbitol .

Tabela 3 - Lista dos sessenta e oito isolados com capacidade de crescer em condi¢des de estresse
hidrico in vitro. Crescimento bacteriano a 28°C com atividade de agua correspondente &
0,963 A, e 0,919 A,

Isolados NFB / 0,963 Aw Isolados Winogradsky 0,919 Isolados Winogradsky 0,963 Aw

(28,5% Sorbitol) Aw (40,5% Sorbitol) (28,5% Sorbitol)
N202 W201 T2.01 T8.30
N403 W202 T3.02 T8.31
Nev04 W303 T3.04 T8.32
N806 W405 T3.05 T9.33
N807 W406 T4.07 T10.34
N909 W6.08 T4.08 T10.35
N910 W6.09 T4.10 T12.36
N911 W6.10 T4.12 T13.37
N915 W6.11 T4.13 T14.38
N917 We6.12 T5.14 T14.39
N918 W6.13 T6.19 T14.40
N919 W7.14 T6.20 T14.41
N920 W7.15 T7.22 T14.42
N921 W7.16 T7.23

N14.24 W14.17 Tev7.24
N14.26 Tev7.25
N14.30 Tev7.26
N14.33 Tev7.27
N14.34 Tev7.29
N14.35 T14.43

A 4agua é imprescindivel para o desenvolvimento de todos os

organismos vivos, pois dependem da mesma para a manutencao de suas atividades
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fisioldgicas, e até hoje, nenhum grupo de organismo foi capaz de se desenvolver e
sobreviver sem agua (POTTS 1994). Para as bactérias consideradas xerotolerantes,
sdo definidos valores minimos de Ay, sendo que a grande maioria € capaz de
crescer na faixa de até 0,900 A, (GRANT, 2004). No presente estudo, as bactérias
que apresentaram crescimento em meio de cultura com baixa atividade de Ay, (0,919
e 0,963) podem ser consideradas xerotolerantes.

4.2 Caracterizacao molecular de isolados bacterianos por BOX-PCR
Para a caracterizacdo molecular através do BOX-PCR, todos os

duzentos e vinte e trés isolados obtidos durante o isolamento foram caracterizados
por meio desta técnica (Figura 7).
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Figura 7 - Dendograma de similaridade genotipica das bactérias obtidas no isolamento em
meio Nfb e Winogradsky
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Analisando o dendograma gerado a partir dos perfis de bandas dos
fragmentos de DNA através do BOX-PCR, evidenciou-se a disposicao de 137 grupos

com 70% de similaridade, o que nos indicou uma alta riqueza bacteriana.

4.3 Bioensaio para selecao de bactérias associativas com Glycine max em
condicoes de estresse hidrico

O bioensaio foi realizado de modo a proporcionar um screening dos
isolados em relacdo a interacdo planta/micro-organismo. Todas as sessenta e oito
bactérias que apresentaram caracteristicas xerotolerantes in vitro, crescendo em
meio com reduzida atividade de agua, foram testadas em casa de vegetacao (Figura
8B).

Dezoito dias apdés a germinacdo das sementes, as plantas foram
submetidas a estresse hidrico continuo. A partir de entdo, os tratamentos foram
analisados diariamente e, comparados visualmente com os tratamentos né&o
inoculados (testemunha). As plantas comecaram a apresentar os sintomas de
estresse 24 horas ap0s o inicio das condi¢des de déficit hidrico. Seis bactérias foram
capazes de mitigar os efeitos impostos pela seca em soja por até 96 horas (Tabela
4). Os demais tratamentos, incluindo a testemunha, apresentaram murcha

permanente apds 48 horas de estresse hidrico continuo.

Tabela 4 — Isolados capazes de mitigar os efeitos impostos pela seca induzida em plantas de soja por
até 96 horas de estresse hidrico

PERIODO DE SECA

Linhagem 48hrs 72hrs 96hrs
W201 ++ + +
W608 ++ + +
W610 ++ + +
W714 + + -

W14.17 + - .

N920 + - -
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As bactérias foram selecionadas mediante o seu efeito no
desenvolvimento das plantas sob condicdes de estresse hidrico, quando
comparadas com o desenvolvimento da planta testemunha (Figura 8A).

Figura 8 - Tratamento com linhagem W201 comparado com a testemunha apés 72 horas (A) de seca.
Screening realizado para selegcdo de RPCPs com caracteristicas xerotolerantes (B)

4.4 ldentificacao das bactérias com caracteristicas de RPCP (Rizobactérias
Promotoras de Crescimento de Planta) e xerotolerantes por sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA

No presente estudo, a comparacdo das sequéncias parciais do gene
16S rBRNA com o banco de dados NCB/ mostrou que os isolados tiveram afiliagao
taxonébmica aos filos: Firmicutes (Bacillus e Paenibacillus) e Bacteroidetes
(Sphingobacterium) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Identificagdo das bactérias com caracteristicas de RPCP e xerotolerantes por
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

16s rRNA
Linhagem Familia Espécie mais proxima Similaridade nt/dif total

W201 Bacillaceae Bacillus anthracis 99.8% 1/549
w608 N.1 - - -
w610 Paenibacillaceae Paenibacillus kribbensis 98.03% 8/406
w714 N.1 - - -

wW14.17 Bacillaceae Bacillus siamensis 99.60% 2/504
N920 Sphingobacteriaceae  Sphingobacterium spiritivorum 98.96% 7/672

N.I - Nao identificado

Nt/dif total — Nimero de nucleotideos diferentes pelo nimero de nucleotideos totais

Nao foi possivel identificar os isolados correspondentes aos cédigos
W608 e W714, pois ndo obtivemos éxito durante a extragdo de DNA dos mesmos.

A fim de verificar a relagao entre as linhagens com caracteristicas para
promocgao de crescimento de plantas e tolerancia a seca, foram construidas duas
arvores filogenéticas, uma para o filo Firmicutes (Figura 9), e outra para o filo

Bacteroidetes (Figura 10);
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Bacillus vanillea_XY18_KF986320

® Bacillus sp. W1417 (neste estudo)

Bacillus siamensis_KCTC 13613_AJVF01000043

Bacillus methylotrophicus_KACC 13105_JTKJ01000077

37 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum_FZB42_CP000560

971 Bacillus subtilis subsp. subtilis_NCIB 3610_ABQL01000001

— Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens_DSM 7_FN597644
Bacillus sonorensis_ NBRC 101234_AYTNO01000016
498"; Bacillus aerius_24K_AJ831843
62 Bacillus licheniformis_ATCC 14580_AE017333

Bacillus thuringiensis_ ATCC 10792_ACNF01000156

Bacillus toyonensis_BCT-7112_CP006863

Bacillus pseudomycoides_DSM 12442_ACMX01000133
70|1p Bacillus anthracis_Ames_AE016879

B Bacillus sp. W201 (neste estudo)

16 Bacillus anthracis_ATCC 14578_AB190217
Bacillus cereus_ATCC 14579 _AE016877

Paenibacillus terrae_ AM141_AF391124
Paenibacillus jamilae_CECT 5266_AJ271157

100 641 A Paenibacillus sp. W610 (neste estudo)
Paenibacillus polymyxa_ATCC 842_AFOX01000032
64 Paenibacillus peoriac_DSM 8320_AJ320494
Paenibacillus brasilensis_PB172_AF273740
Paenibacillus kribbensis_AM49_AF391123
Staphylococcus sciuri subsp. rodentium_GTC 844_AB233332

0.02

Figura 9 - Relagdes filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA, para o filo Firmicutes, comparando as
linhagens selecionadas no teste de tolerancia a seca, com as linhagens obtidas no banco
de dados do EzTaxon. O alinhamento foi construido utilizando o programa Mega 5, com
método de distancia Likelihood. A barra indica a distancia em nucleotideos. Staphylococcus

sciuri foi utilizado como grupo externo

As analises filogenéticas para o filo Firmicutes, revelaram que nove
linhagens foram agrupadas com o isolado correspondente ao cédigo W1417; Esta
linhagem pode ser pertencente ao grupo de Bacillus siamensis, com similaridade
variando entre 98,41% a 99,60%, correspondendo a 2 nucleotideos (nt) de diferenca
em um total de 504. Para o isolado correspondente ao cédigo W201, agruparam-se
no total seis linhagens, inserindo-a ao grupo de Bacillus anthracis, com similaridade
variando entre 99,27% a 99,82%, correspondendo a 1 nucleotideo (nt) de diferenca
em um total de 549. Em relacdo ao isolado correspondente ao cddigo W610, seis
linhagens foram agrupadas e, provavelmente este isolado é pertencente ao grupo de
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Paenibacillus kribbensis, com similaridade variando entre 94,58% a 98,03%. Como
proposto por Stackebrandt e Ebers (2006), valores de similaridade abaixo de 98,7%
podem ser usados para delinear uma nova espécie procariotica. No entanto, sera
necessario utilizar outras abordagens polifasicas para caracterizar essa linhagem.

Bactérias do género Bacillus spp. sdo comumente relacionadas a
promocdo de crescimento de plantas e, a tolerdncia a estresses abibticos.
Recentemente Gagné-Bourque et al. (2015) estudaram os efeitos de Bacillus subtilis
em todo o ciclo de vida de Brachypodium distachyon submetida ao estresse hidrico.
Os resultados demonstraram uma relacao intima e benéfica entre B. subtilis e B.
distachyon, onde a bactéria foi capaz de aumentar a altura da planta, promover um
crescimento radicular de até 180% em relacdo as testemunhas e também, ativar
genes em resposta a seca.

Segundo Sukweenadhi et al. (2015) plantas de Arabidopsis thaliana
inoculadas com uma estirpe de Paenibacillus yonginensis, possibilitaram maior
resisténcia a planta em condicbes de estresse salino, seca e contaminagdo por
metais pesados em relagdo as plantas controle. Estudos moleculares da bactéria,
revelaram genes responsaveis pala tolerdncia a salinidade e seca. Além da
tolerancia aos estresses abibticos, P. yonginensis melhorou as taxas de germinagdo
e parametros de crescimento em sementes de arroz. Uma abordagem mais ampla

para o filo Firmicutes sera descrita ao decorrer dos resultados.
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93 Sphingobacterium composti 2_4M24_EF122436

Sphingobacterium paludis_S37_KJ150598

Sphingobacterium bambusae_IBFC2009_GQ339910

Sphingobacterium lactis_ WCC 4512_FN908501

Sphingobacterium daejeonense_TR6-04_AB249372
Sphingobacterium kyonggiense_ KEMC 2241-005_GU358699

8

24 Sphingobacterium hotanense_XH4_FJ859899
499? Sphingobacterium alimentarium_WCC 4521_FN908502
Sphingobacterium composti_T5-12_AB244764
23 —— Sphingobacterium psychroaquaticum MOL-1_FJ156081

8 Sphingobacterium shayense HS39_FJ816788
Sphingobacterium nematocida_M-SX103_JF731241
Sphingobacterium yamdrokense_3-0-1_KC904977
100~ Sphingobacterium yanglingense_ CCNWSP36-1_KF735812
97— Sphingobacterium anhuiense_CW186_EU364817
41mi8phingobacterium kitahiroshimense_10C_AB361248
Sphingobacterium faecium_DSM 11690_AJ438176
Sphingobacterium thalpophilum_DSM 11723_AJ438177
Sphingobacterium ginsenosidimutans_THG 07_GU138378
Sphingobacterium pakistanense_NCCP-246_AB610802
Sphingobacterium cladoniae_No.6_FJ868219
Sphingobacterium canadense_CR11_AY787820
Sphingobacterium changzhouense_N7_KC843944
Sphingobacterium caeni_DC-8_JX046042
—— Sphingobacterium siyangense_SY1_EU046272
Sphingobacterium detergens_6.2S_JN015213
95 S

58

100

49

100

Sphingobacterium mucilaginosum_THG-SQA8_KM598234
phingobacterium multivorum_IAM14316_AB100738
- @ Sphingobacterium sp. Strain N920
100\— Sphingobacterium spiritivorum_ATCC 33861_ACHA01000008
Sphingobacterium thermophilum_CKTN2_AB563783
{7 Parapedobacter pyrenivorans_P-4_KC684529
Parapedobacter soli DCY14_EF151805

—
0.01

Figura 10 - Relagbes filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA, para o filo Bacteroidetes,
comparando as linhagens selecionadas no teste de tolerancia a seca, com as linhagens
obtidas no banco de dados do EzTaxon. O alinhamento foi construido utilizando o
programa Mega 5, com método de distancia Likelihood. A barra indica a distancia em
nucleotideos. Parapedobacter solii foi utilizado como grupo externo

As analises filogenéticas para o filo Bacteroidetes, revelaram que trinta
e trés linhagens foram agrupadas com o isolado correspondente ao codigo N920,
esta linhagem pode ser pertencente ao grupo de Shingobacterium spiritivorum, com
similaridade variando entre 89,99% a 98,96%, correspondendo a 7 nucleotideos (nt)
de diferenca em um total de 672.

Marques et al. (2010) mostraram o potencial das bactérias desse
género na promocao de crescimento de plantas verificando a capacidade da
producdo de &cido indol acético, cianeto de hidrogénio, amdnia, e sideroforo por
Sphingobacterium spp.. Quando a bactéria foi inoculada em plantas de milho, houve

um aumento significativo da biomassa, alongamento da raiz e aumento nos niveis de
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N e P nas plantas. Os autores relataram a influéncia benéfica da inoculagédo de
Sphingobacterium sp. nas plantas e, o possivel potencial do isolado em aumentar o
rendimento da colheita nas plantas de milho. Além disso, de acordo com Ali et al
(2015) uma estirpe de Sphingobacterium sp isolada da rizosfera de grao-de-bico,
obteve grande potencial para producao de AlA, aménia e solubilizagdo de fosfato.
Segundo os autores, as bactérias do género Sphingobacterium spp, sao eficientes
na promogao de crescimento de plantas, podendo ser utilizadas como biofertilizantes
para estimular o crescimento e produtividade em grao-de-bico.

Recentemente, uma nova bactéria foi isolada a partir de amostras de
solo do deserto ocidental da China, o isolado apresentou caracteristicas para
tolerancia a seca e representa uma nova espécie do género Sphingobacterium. Seu
genoma completo foi sequenciado, e diversos genes em resposta a seca foram
detectados. Os autores acreditam que € através da expressao desses genes que
esta e outras espécies deste género conseguem se adaptar facilmente em ambiente
arido e semiarido. A nova espécie foi nomeada como Sphingobacterium deserti
(TENG et al., 2015).

4.5 Bactérias com caracteristicas de RPCP e tolerancia ao estresse hidrico in

vitro
4.5.1 Producao de AIA

Dentre as seis bactérias obtidas durante o screening em casa de
vegetacao com possiveis caracteristicas xerotolerantes, todas mostraram habilidade
em sintetizar AIA (> 1,0 pg.mL™") na presenca do precursor L-triptofano. Obtendo
entre os isolados, moderada, alta e elevada producéo desta auxina. De acordo com
a concentracdo de AlA detectada, temos: < Tug.mL™ (baixa producéo); 1-10 pg.mL"
(média producdo); 11-50 ug.mL™ (alta producéo) e > 51 ug.mL™ (elevada producéo)
(KAVAMURA et al., 2013).

O isolado W610 pertencente ao género Paenibacillus sp. apresentou
uma elevada producdo (130 pg.mL") deste fitohdrmonio, produzindo
significativamente mais AIA do que os demais isolados. W201-Bacillus sp. (32
ng.mL™"), We08 (28 pug.mL™"), W714 sp. (15 pg.mL") e W1417-Bacillus sp (15 ug.mL’
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") produziram alta concentragéo de AlA, e apenas o isolado: N920-Sphingobacterium
(10 ug.mL™") obteve média produgao do fitohrménio. (Figura 11)
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W610 W201 W608 W714 W1417 N920

Figura 11 - Formacao de AIA por isolados que apresentam caracteristica para tolerancia a seca. As
barras representam os desvios padrdes das médias obtidas para as trés repeticbes. As
letras diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

Segundo Mirza et al. (2001), a sintese desta auxina pode ser
influenciada pelas condicoes de cultura, estagio de crescimento e disponibilidade de
substrato. Isso pode explicar a variagdo na sintese de AIA por linhagens
pertencentes ao mesmo género.

Os géneros Paenibacillus e Bacillus s&o bem conhecidos por
promoverem o crescimento de planta, principalmente pela producdo de
fitohormbnios vegetais, citocinas e auxinas (KARADENIZ et al., 2006). Como
mostrado, a linhagem pertencente ao género Paenibacillus sp. (W610) produziu
elevada concentracdo de AlA. Essa capacidade é relatada por varios autores como
Lebuhn et al. (1997) que isolaram P. polymyxa de raizes de trigo, capaz de produzir
elevadas concentracdes de AIA com e sem adi¢cao do precursor L-triptofano. Bent et
al. (2001) inocularam cepas de P polymyxa com elevada produgcdo de AIA (111
ug/mL) em plantulas de Pinus elliottii e verificaram um aumento significativo no
sistema radicular das plantas.

De acordo com Ali et al. (2010), resultados positivos também foram
obtidos com linhagens do género Bacillus, onde foi possivel verificar que B. pumilus,
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B. subtilis e B. megaterium propiciam o crescimento de Vigna radiata. Segundo os
autores, esta promocao de crescimento na planta pode ter sido consequente a

produgéo de auxinas, como AlA.

4.5.2 Formag&o de biofilme

Todos os isolados testados foram capazes de produzir biofilme em
meio TSB (10%) e TSB (10%+ 0,30M de sorbitol). Porém, houve uma maior
formacdao em meio TSB (10%). Em meio TSB (10%), sem adicdo de sorbitol, o
isolado N920-Sphingobacterium sp. obteve maior formacdo de biofilme. Entretanto,
em condicdes mais estressantes, no meio TSB (10%+ 0,30M de sorbitol), o isolado
W201 identificado como Bacillus sp. foi 0 que formou maior quantidade de biofilme,
cuja absorbéancia foi de 0,631. O isolado N920-Sphingobacterium também formou

biofilme em condic¢des estressantes (absorbancia equivalente a 0,600) (Figura 12).

TSB 10% TSB+ 0,30M SORBITOL
1,200 0,800
1,000 T 0,700
g T § 0,600
8 0,800 T T 2 0.500
B ©
2 0,600 2 0,400 T
S r
S 0,400 S 0,300
C
8 c £ 0,200 T
0,200 I = 0,100
0,000 0,000
A ® >

B N X SO\
T ® T E S E

Figura 12 - Formagao de biofilme por isolados com caracteristicas para tolerancia a seca em meio de
cultura TSB(10%) e TSB(10%) + 0,30M de sorbitol. As barras representam os desvios
padrdes das médias obtidas para as trés repeticoes. As letras diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade

Muitos autores relatam a formacao de biofilme por bactérias do género
Bacillus spp. Kavamura et al. (2013) observaram uma alta formagéao de biofilme em
condicoes estressantes por bactérias do género Bacillus, isolado de cactaceas do
semiarido brasileiro. Outros géneros como Paenibacillus também sao capazes de

colonizar raizes de plantas e formar biofilme (TIMMUSK, 2005).
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Durante o crescimento vegetal, o biofilme pode auxiliar na colonizacao
radicular (RAMEY et al., 2004) assim como, proteger as células da privacdo de
nutrientes, fagocitose, antibiéticos alteragées no pH (JEFFERSON, 2004) e também
de condicdes limitantes de agua (CHANG et al., 2007).

A producdo de EPS é um mecanismo que oferece protecao celular
contra diferentes condicbes ambientais, além de contribuir para a formacao de
biofilme. Segundo Semiara et al. (2012) a producdo de EPS é essencial para o
espalhamento do biofilme em B. subtilis. Muitos exopolissacarideos sdo conhecidos
por serem altamente hidratados devido a incorporacdo de agua em sua estrutura,
motivo pelo qual se pode prevenir a dessecacdo em biofilmes (FLEMMING;
WINGENDER; MAYER, 2000). Portanto, é interessante a verificacdo da formacao de
biofilme pelos isolados no presente estudo, pois podem atuar de modo benéfico para

o crescimento da planta e aumentar a tolerancia a dessecagao.

4.5.3 Producao de EPS

De modo a verificar a producdo de exopolissacarideos, as seis
bactérias com caracteristicas de promocao de crescimento sob estresse hidrico
foram testadas quanto a capacidade de producao de EPS a 40°C em duas diferentes
fontes de carbono (sacarose e sorbitol) em pH 7,5. Dos seis isolados testados,
apenas a linhagem W714 n&o foi capaz de produzir EPS em nenhuma fonte de
carbono (Tabela 6). Houve maior produgdo de EPS no meio contendo sacarose
como fonte de carbono para todas as linhagens produtoras a uma temperatura de
40°C.

O teste foi realizado pelo método de discos, sendo possivel visualizar a
producdo de EPS por meio da formagdo de uma substancia mucoide ao redor do
disco (Figura 13A). A confirmacao foi verificada em alcool etilico, onde linhagens nao
produtoras de EPS, ao serem misturadas em alcool ficam em suspenséo, deixando o
meio turvo. J& as linhagens produtoras de EPS, ao serem misturadas sé&o
precipitadas e as células ndo sao dissolvidas (Figura 13B).

Tabela 6 - Caracterizagdo dos isolados como: positivo ou negativo para a producao de EPS de
acordo com o tamanho do halo com aspecto mucoide, sendo + (pouca produgéo - halo de
EPS < 10 mmd), ++ (média producdo - halo de EPS de 10-14 mmd) e +++ (6tima
producgéo - halo de EPS = 14 mm)
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Producido de EPS

Linhagens Sacarose Sorbitol
W201 (Bacillus sp.) ++ -
We08 ++ -
W610 (Paenibacillus sp.) ++ -
W714 - -

W1417 (Bacillus sp.)
N920 (Sphingobacterium sp.)

Figura 13 - Teste qualitativo da producao de EPS. A) Teste em placa com meio de cultura adicionado
de sacarose em pH 7,5. B) Confirmacado da produgcdo de EPS em 4élcool etilico, onde o
EPS é precipitado e ndo dissolvido

Como observado, no presente estudo, os isolados caracterizados como
Bacillus sp, (W201), W608 e Paenibacillus sp, (W610) obtiveram uma média
producao de EPS a 40°C. A producao de EPS por espécies de bactérias do género
Bacillus, tais como B. anthracis, B. cereus, B. megaterium, B. subtilis ja é bastante
relatada (CHOWDHURY et al., 2011; KUMAR et al.,, 2004; ZHAO; ZHOU; WU,
2010). Paenibacillus jamilae também é uma espécie conhecida por produzir EPS
(AGUILERA et al., 2001).

Resultados similares sdo encontradas no estudo de Kavamura et al
(2013) que observaram a produgédo de EPS por bactérias isoladas do semiarido
nordestino, onde foi constatado a produgédo por bactérias dos géneros de Bacillus
spp., Brevibacillus sp., Paenibacillus sp.

O uso de exopolissacarideos tém sido associados a mecanismos de
adaptacado ao estresse ambiental, tais como solos salinos, variacdo de temperatura e
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estresse hidrico (CORONADO et al., 1996). Estudos mostram que uma linhagem de
Pseudomonas putida capaz de produzir um EPS denominado de alginato, € capaz
de influenciar o desenvolvimento de biofilme, sendo que as propriedades fisico-
quimicas do préprio EPS influenciam em resposta a condi¢des limitantes de agua,
facilitando na manutencdo de um microambiente mais hidratado, protegendo os
micro-organismos contra a dessecacao (CHANG et al., 2007).

4.5.4 Producao da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase

Com relagéao a produgéo de ACC deaminase, quatro dos seis isolados
foram capazes de crescer em meio de cultura contendo ACC como Unica fonte de
nitrogénio (Tabela 7), indicando que provavelmente os isolados possuem a enzima
ACC deaminase, a qual é responsavel por clivar o composto ACC, precursor
imediato de etileno.

Tabela 7 - Isolados que apresentaram crescimento em meio de cultura contendo ACC como Unica
fonte de nitrogénio, (+) representa o resultado positivo para a enzima

Linhagens ACC deaminase
W201 (Bacillus sp.) +
W608 +
W610 (Paenibacillus sp.) +
W714
W1417 (Bacillus sp.) +

N920 (Sphingobacterium sp.)

A bactéria produtora de ACC deaminase é de extrema importancia
quando se trata de caracteristicas de tolerancia a seca, pois, grande quantidade de
etileno é produzido pelas plantas quando submetidas a condicbes de estresse
(GLICK et al., 2005). Diferentes tipos de estresse podem induzir a producdo de
etileno, como por exemplo, altas temperaturas, escassez de agua, luz ultravioleta,
injurias e produtos quimicos (GLICK et al., 2005). O fitohérmonio etileno quando
produzido em altas concentragdes, tende a ser negativo causando efeito deletério
nas plantas, como senescéncia precoce, inibicdo do alongamento radicular e
apodrecimento dos frutos (SALEH-LAKHA et al., 2004). Para que a planta consiga
voltar a se desenvolver, é necessario que haja a reducdo nos niveis de etileno
(GAMALERO; GLICK, 2012). O uso de bactérias produtoras de ACC deaminase na
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melhora do estresse causado por fatores abidticos tem aumentado devido aos
beneficios concedidos as plantas. As bactérias com atividade de ACC deaminase ao
se ligarem com o tegumento da semente de uma plantula, podem diminuir os niveis
de etileno de modo que nédo se tornem elevados prejudicando o desenvolvimento
vegetal (GLICK, 2005).

Muitos trabalhos relatam o efeito de bactérias produtoras da ACC
deaminase na melhora do desempenho de plantas submetidos a varios tipos de
estresse, como o estresse hidrico (ARSHAD; SHAHAROONA; MAHMOOQOD, 2008),
estresse salino (WU et al., 2012), excesso de agua (GRICHKO; GLICK, 2001) e
contaminacgao por metais pesados (STEARNS et al., 2005).

Foi constatado a presenca da enzima ACC deaminase em varios
géneros comuns ao presente estudo, como Bacillus spp. e Paenibacillus sp.
(KAVAMURA et al., 2013).

4.5.5 Inducédo de Resisténcia Sistémica (IRS)

Os mecanismos de resisténcia relacionados a IRS mediada por RPCP,
podem ser estruturais ou bioquimicos (ROMEIRO; GARCIA, 2003), como o aumento
da lignificagdo da parede celular, dificultando a entrada e a colonizagdo de
patdgenos pela liberacdo de enzimas hidroliticas (PASCHOLATI; LEITE, 1994). A
atuacdo da IRS pode ser localizada ou sistémica, variando de acordo com a idade
da planta, os fatores ambientais, condicdes de cultivo, o estado nutricional da planta
e os diferentes cultivares em relagcdo ao indutor de resisténcia (BONALDO et al.,
2005).

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como radical superoxido (Oz-),
radical hidroxila (OH) e perdxido de hidrogénio (H2O.), ocorrem normalmente no
metabolismo celular; porém, em condi¢cdes de estresse bidtico e abibtico, como o
estresse hidrico, podem ter producdo aumentada e, tornarem-se citotdxicas ao
reagirem com outras moléculas, causando sérios danos ao metabolismo vegetal, por
meio de reagdes oxidativa a lipidios, proteinas e acidos nucleicos (HERNANDEZ et
al.,, 2001). Quando ha a produgcdo em excesso de EROs, devido a condigdo de
estresse, ocorre o fendmeno conhecido como “exploséo oxidativa” (MATAMOROS et
al., 2006).
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As plantas com maior atividade de enzimas antioxidativas mostram-se
mais tolerantes a diferentes tipos de estresse, as rizobactérias podem induzir o
aumento da atividade destas enzimas antioxidativas, como por exemplo, peroxidase,
catalase, polifenoloxidase e superdxido dismutase (LAMBAIS et al., 2003; ARFAOUI
et al., 2007).

No presente estudo houve inducdo de resisténcia sistémica para as
duas enzimas analisadas: peroxidase (PO) e polifenoloxidase (PPO). Nota-se uma
expressao de atividade maior em ambas enzimas na 22 coleta do experimento, onde
as plantas estavam passando pelo periodo mais estressante, com cinco dias
consecutivos sem serem irrigadas.

Os isolados W714 e N920 (Sphingobacterium sp.), foram capazes de
induzir a expressao enzimatica de PO em folhas de soja, quando comparados com o
controle negativo a 30% e 80% da capacidade de campo. Nao houve IRS nas raizes
para nenhum dos isolados (Figura 14).
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Figura 14 - Expressdo enzimatica de peroxidase em folhas e raizes de soja sob condigcbes de
estresse hidrico. 12 coleta: dois dias consecutivos de estresse; 22 coleta: cinco dias de
estresse hidrico consecutivos. Andlise estatistica foi efetuada por comparagao entre os
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tratamentos para cada coleta em separado, com 3 repeticbes por amostra e teste de
Tukey a 5% de probabilidade

O resultado sugere que o estresse hidrico submetido as plantas, pode
induzir mecanismos de resisténcia a temperatura e possiveis fitopatégenos, uma vez
gue aumentou a expressao da enzima PO. Kohler et al. (2009) submeteram folhas
de Lactuca sativa L. a diferentes niveis de estresse salino e, constataram o aumento
da expressao de PO quando inoculadas com uma estirpe de Pseudomonas sp.

Em relagdo a expressdo enzimatica de PPO, houve inducdo de
resisténcia sistémica apenas pelo isolado W714, em folhas de soja (Glycine max L.)
também na 22 coleta do experimento. Assim como PO, ndo houve expressao

enzimatica de PPO nas raizes (Figura 15).
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Figura 15 - Expressao enzimatica de polifenoloxidase em folhas e raizes de soja sob condigbes de
estresse hidrico. 12 coleta: dois dias consecutivos de estresse; 22 coleta: cinco dias de
estresse hidrico. Analise estatistica foi efetuada por comparagéo entre os tratamentos
para cada coleta em separado, com 3 repeticdes por amostra e teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Quando a acumulacdo de EROs, sob condicbes de estresse hidrico
excede a capacidade de remocdo do sistema antioxidante, os efeitos do dano
oxidativo aparecem. De acordo com Mittler (2002), a inducdo de enzimas que
eliminam EROs, como por exemplo, PO (peroxidase), PPO (polifenoloxidase), é o
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mecanismo de desintoxicagdo mais comum de EROs que ocorre durante as
respostas ao estresse oxidativo.

Os dados encontrados na literatura para estas enzimas antioxidantes,
sdo grandemente variados entre espécies de plantas e até mesmo entre duas
cultivares da mesma espécie. Segundo Reddy et al (2004), o nivel de resposta
depende do desenvolvimento e do estado metabdlico da planta, assim como a
intensidade e duragdo do estresse. Muitas situagdes de estresse causam um
aumento da atividade antioxidante, principalmente na area foliar das plantas
(PASTORI et al., 2000), o que corrobora com o presente estudo. Ainda pouco se
conhece sobre o controle da atividade de coordenacdo e de expressao das
diferentes enzimas antioxidantes nas células de plantas que sdo submetidas a
estresses.

No presente trabalho, as enzimas antioxidantes se mostraram ativas,
reduzindo o estresse oxidativo causado pelo estresse hidrico, o qual levaria a
desorganizacdo, bem como a degradacao de clorofila e proteinas (PASTORI e
TRIPPI, 1992).

4.5.6 Promocgé&o de crescimento em Glicine max

Para a promocdo de crescimento em casa de vegetacdo, dois
parametros foram comprados. Fornecimento normal de dgua (80% da capacidade de
campo) e fornecimento reduzido, simulando estresse hidrico nas plantas de soja
(80% da capacidade de campo). Todos os seis isolados foram testados em casa de
vegetacdo nos dois parametros e comparados com a testemunha (sem indculo
bacteriano).

Sob fornecimento normal de agua (80% da capacidade de campo)
houve diferenga significativa na promogéo de crescimento tanto para o peso da parte
aérea, quanto o peso das raizes, quando se comparado com o controle negativo
(testemunha) (Figura 16).
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Figura 16 - Promogéao de crescimento de Glicine max sob fornecimento normal de agua (80% da
capacidade de campo). Comparacao do peso (g) da parte aérea e raiz, com o controle —
(testemunha). Valores estatisticamente significativos, de acordo com o teste de Tukey a
5% de probabilidade

Apenas duas linhagens W201-Bacillus sp. e W714 foram capazes de

aumentar significativamente (p < 0,05) o peso seco da parte aérea juntamente com o

peso seco radicular. Essas duas linhagens proporcionaram um melhor

desenvolvimento da planta quando se comparado com os outros tratamentos e

também com a testemunha.

Para o teste realizado com fonecimento de agua reduzido (30% da
capacidade de campo) também obteve-se diferenca significativa entra os isolados na
promocao de crescimento sob condi¢ées de estresse hidrico, quando comparados

com o controle negativo (testemunha) (Figura 17).
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Figura 17 - Promogéao de crescimento de Glicine max sob fornecimento reduzido de 4gua (30% da
capacidade de campo). Comparacao do peso (g) da parte aérea e raiz com o controle —
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(testemunha). Valores estatisticamente significativos, de acordo com o teste de Tukey a
5% de probabilidade

Em relacao ao peso da parte aérea, o isolado W610-Paenibacillus sp e
a linhagem W608 se sobresairam de forma significativa (p < 0,05) em relagdo aos
outros isolados e também quando comparados com o controle negativo
(testemunha), proporcionando um incremento de 81% e 68% respectivamente. Para
0 peso da area radicular, a linhagem W608, W201-Bacillus sp. e W610-
Paenibacillus sp apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05)
no sistema radicular em 270%, 269% e 255%, respectivamente quando comparados
com as plantas que nao receberam inéculo bacteriano.

Kavamura et al. (2013) reportam a promocao de crescimento em
plantas de milho sob condi¢cdes de estresse hidrico por linhagens de Bacillus spp.
isoladas do semiario brasileiro. No presente estudo, a linhagem identificada como
Bacillus sp. (W201) atuou como promotor de crescimento em plantas de soja, tanto
em fornecimento normal de 4gua, quanto em o fornecimento reduzido, mitigando os
efeitos impostos pela seca. Outro isolado promissor na promocéao de crescimento em
condicoes de estresse hidrico foi Paenibacillus sp. (W610), pois aumentou de modo
significativo os dois parametros medidos, parte aérea e sistema radicular. Ja se
conhece o potencial de espécies de Paenibacillus spp. na promog¢ao de crescimento
vegetal. Silva e Figueiredo (2006) mostraram que P. polymyxa co-inoculada com
estirpes de Bradyrhizobium sp. proporcionou uma tendéncia de aumento nas
concentragdes de calcio, fésforo e ferro na parte aérea das plantas de caupi,
auxiliando deste modo, a promocéao de crescimento vegetal.

Os efeitos negativos causados pela seca, foram mitigados
aparentemente por ambas linhagens, Bacillus sp. (W201) e Paenibacillus sp. (W610)
sendo estas, capazes de manter as plantas sadias (Figura 18 a) e alongar o sistema
radicular em relacao a testemunha (Figura 18 b), quando submetidas ao estresse
hidrico.
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Figura 18 - Reacao de plantas de soja a inoculacdo de Bacillus e Paenibacillus sob estresse hidrico.
A) Efeitos da seca de plantas inoculadas com Bacillus sp. (W201) (30% da capacidade de
campo) comparada com a planta controle. B) Sistema radicular de soja contendo inéculo
de Paenibacillus sp. (W610) comparado com o sistema radicular de planta controle

Houve uma correlacdo positiva entre a producdo de AIA com o
aumento radicular das plantas, pois as bactérias com o os maiores potenciais para a
producdo do hormonio vegetal, cujo esta diretamente relacionado ao alongamento
radicular, foram os que aumentaram estatisticamente de modo significativo o peso
das raizes sob condi¢des de estresse hidrico.

O alongamento radicular € um dos marcadores do beneficio de RPCP.
As plantas aumentam a sua habilidade de se ancorar ao solo e obter 4gua e
nutrientes de forma mais eficiente quando ha a promog¢ao do crescimento radicular,
acentuando assim, as chances de sobrevivéncia (PATTEN; GLICK, 2002). O AlA
aparentemente ndo funciona como um hormdnio em células bacterianas e sua
producdo por bactérias pode ter surgido devido a sua importdncia na relacao
benéfica entre bactéria-planta.

Patten e Glick (2002) utilizaram uma linhagem de Pseudomonas putida
capaz de produzir altas concentracoes de AIA e constataram um aumento de até
110% no crescimento primario das raizes de canola. Demonstrando assim, uma
correlagao entre a producao de AIA e o alongamento da raiz, quando a bactéria
produtora esta associada a planta.

Outros parametros como a producao de exopolissacarideos, formacgao
de biofiime em condicbes de estresse, presenca da enzima ACC deaminase,
também se correlacionaram de forma positiva com o resultado obtido em casa de
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vegetacdo, para promocao de crescimento vegetal em condicbes de estresse
hidrico. Sandhya et al (2009) ao inocularem em plantas de girassol sob condicbes de
estresse hidrico, uma linhagem de Pseudomonas putida capaz de produzir EPS,
observaram a inducao de biofilme na superficie radicular, melhorando a estrutura do
solo e mantendo um microambiente mais hidratado. Tém sido sugerido por muitoS
autores, que as bactérias que contém a atividade da enzima ACC deaminase, de
uma forma geral, agem para reduzir o nivel de estresse produzido por altas
concentragdes de etileno. Mayak, Tirosh e Glick (2004) isolaram uma espécia de
Alcaligenes piechaudii com atividade da ACC deaminase, de uma amostra de solo
em uma regido seca, com baixa precipitacdo pluviométrica no sul de Israel. A
bactéria isolada foi inoculada em plantas de tomate sob condigbes de estresse
hidrico, a fim de avaliar a promocao de crescimente nestas condicbes. A. piechaudii
foi capaz de promover o crescimento sob condicoes de seca de um modo
significativo quando comprado com a testemunha, e até mesmo com uma estirpe de
P. putida promotora de crescimento vegetal. Os autores acreditam que a protecéo
vegetal contra a dessecagdo pode estar associada com os baixos niveis de etileno
na planta apds serem inoculadas com bactérias capaz de prouzir ACC deaminase,
restringindo aassim, a producao de etileno pelas plantas. Kavamura et al (2013),
observaram uma correlacao estatistica significativa entre a producao de biofilme e a
promogdo de crescimento em plantas de milho sob estresse hidrico. Bactérias
isoladas de cactaceas do bioma Caatinga foram capazes de aumentar a area foliar,
comprimento do caule e o peso seco da parte aérea em plantas de milho,
correlacionando-se fortemente com a producdo de biofilme pelos isolados. Os
autores sugeriram que a producédo de biofilme pelas linhagens, pode ter conferido
certa protecao a planta, que foi capaz de crescer sob reduzida aplicacédo de agua.

A seca é uma das principis condicoes ambientais adversas capazes de
reduzir a produtividade agricola, portanto, o uso de RPCP tolerantes a seca,
capazes de diminuir os danos causados para as plantas é de suma importancia para
praticas agricolas, principalmente em locais onde a seca € endémica.

No presente estudo, observamos que ha um grande potencial de
Bacillus sp. (W201) e Paenibacillus sp. (W610) em cultivo de G. max sob estresse
hidrico, no entanto, ndo é possivel afirmar quais mecanismos de fato estdo

certamente envolvidos na promocao de crescimento das plantas em condi¢cbes de
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estresse osmoético, pois, € necessario que haja um maior entendimento sobre as

relagdes ecoldgicas entre plantas e micro-organismos (MONTANEZ et al., 2012)
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5 CONCLUSOES

1.

Os isolados que foram capazes de crescer em meio com baixa atividade de
agua possuem mecanismos de protecdo contra a dessecacgao, mecanismos
de acao que envolvem a producao de EPS, biofilme e a presenca da enzima
ACC deaminase.

As bactérias com caracteristicas para tolerancia a seca, possuem pelo menos
algum tipo de macanismo que esta envolvido na promocao de crescimento de
plantas, sendo mecanismos diretos e/ ou indiretos de acdo. Os mecanismos

dominantes foram: producgéo de EPS, biofilme, AlA e fixagdo de nitrogénio.

O bioensaio realizado sob fornecimento normal de agua sugere que as
linhagens de Bacillus sp. (W201) e Leucobacter SP. (W714) promovem o
crescimento de Glycine max L. nos dois parametros analisados, sendo eles a
parte aérea e sistema radicular nas plantas de soja. A promocao de
crescimento vegetal pode ter sido conferida por alguns dos mecanismos de
acao identificados nos isolados, como a producdo do fitohérmonio de
crescimento AlA, e a fixacdo de nitrogénio ou até mesmo por outro

mecanismo nao aprofundado no presente estudo.

Os resultados de plantio de Glycine max L. sob condicbes de estresse hidrico
sS40 promissores, pois sugerem que as linhagens de Paenibacillus sp. (N610),
Bacillus sp. (W201) e W608, mitigaram os efeitos negativos impostos pelo
estresse hidrico, protegendo as plantas de soja contra a dessecacao. Esta
protecdo pode ter sido ocasionada pela producdo de EPS, biofiime, ACC
deaminase, ou ainda por algum outro mecanismo de acédo nédo verificado no

presente estudo.
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