Caracterizacao Molecular e
Capacidade de Promocao
do Crescimento Vegetal
de Bactérias Diazotréficas
Isoladas do Sorgo
(Sorghum bicolor (L.)
Moench)

Resumo

Este trabalho teve como objetivo caracterizar bactérias
potencialmente diazotréficas associadas ao sorgo cultivado no
Semiarido pernambucano e avaliar estes isolados selecionados quanto
a eficiéncia na promocao do crescimento vegetal. As bactérias foram
crescidas em meio liqguido e o DNA extraido com kit comercial.

A amplificacao foi realizada utilizando-se um par de marcadores
universais e a purificacao realizada com kits comerciais para
posterior sequenciamento. As sequéncias foram comparadas com as
disponiveis no banco de dados EzBioCloud para a identificacao. Para
avaliar a eficiéncia de inoculacao os isolados foram inoculados em
sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) cultivado em vasos a pleno sol,
junto aos tratamentos controle. As 11 bactérias foram enquadradas
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nos géneros Kosakonia, Klebsiella, Enterobacter, Rhizobium e
Paraburkholderia. Ao avaliar os resultados de eficiéncia na promocao
do crescimento foram observadas diferencas significativas para as
variaveis N total acumulado e teor de N, onde alguns isolados se
destacaram pela eficiéncia de inoculacao em comparacao com os
tratamentos nitrogenado e a estirpe de referéncia utilizada. Estes
resultados indicam que o sorgo cultivado no Semidrido se associa a
bactérias diazotréficas potenciais para a utilizacao como promotores
de crescimento nesta cultura.

Palavras-chave: gramineas, inoculante, fixacao bioldgica de nitrogénio,
diversidade.

Introducao

O Semiarido brasileiro é caracterizado por condicoes edafoclimaticas
adversas a producao vegetal, o que dificulta o estabelecimento

das culturas anuais. Muitas espécies forrageiras sao caracterizadas
pelas adaptacoes as condicoes de elevada temperatura e baixa
disponibilidade hidrica. Desse modo, o cultivo de plantas forrageiras
torna-se uma das melhores estratégias produtivas para a regiao. O
sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma das culturas tradicionais
gue se destaca pelo bom rendimento em condicoes de deficiéncia
hidrica, o que o torna uma das gramineas mais cultivadas nas regioes
semiaridas do mundo (CIAMPITTI; PRASAD, 2016).

Na rizosfera das plantas cultivadas, como o sorgo, encontram-se
bactérias capazes de contribuir com a nutricao nitrogenada das
plantas a partir da fixacao biolégica de nitrogénio. Variedades

de plantas nao leguminosas tém sido relatadas em associacao a
diferentes géneros e espécies de bactérias diazotréficas (BALDANI,
et al., 2014). A selecao dessas bactérias pode colaborar para a
reducao, ou mesmo a dispensa, do uso dos fertilizantes nitrogenados,
reduzindo assim os custos de producao e o impacto ambiental da
atividade agropecuaria.
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Atualmente, a inoculacao de bactérias em plantas do sorgo podem
promover respostas significativas (BERGAMASCHI et al., 2007).
Porém, nao ha indicacao de inoculantes para esta graminea, sendo
assim necessario estudos a fim de selecionar estirpes com grande
potencial biotecnoldgico (REIS, 2007).

Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias
potencialmente diazotréficas associadas ao sorgo cultivado no
Semidarido pernambucano e avaliar estes isolados selecionados quanto
a eficiéncia na promocao do crescimento vegetal.

Material e Métodos

As 11 bactérias avaliadas neste trabalho foram previamente obtidas
e selecionadas por apresentarem a amplificacao positiva de um
fragmento do gene nifH e elevada producao de compostos indélicos
in vitro (SILVA, 2017).

Os 11 isolados selecionados foram identificados por meio do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Para tanto, o DNA foi
extraido utilizando o Kit de comercial e a PCR foi realizada utilizando
os iniciadores universais 27F e 1492R (WEISBURG et al., 1991).

As amostras de DNA foram purificadas com o kit comercial e
enviadas para o sequenciamento na plataforma 3037 x/ na empresa
Macrogen (Seul, Coreia do Sul). A qualidade das sequéncias foi
avaliada utilizando-se o programa SeqScanner v 2.0 (Applied
Biosystems) e a identificacao de cada bactéria foi feita por meio

da comparacao com as sequéncias disponiveis no banco de dados
EzBioCloud (www.ezbiocloud.net).

Para avaliar a eficiéncia na promocao do crescimento vegetal dos
isolados, um ensaio foi conduzido com o cultivo de sorgo ‘BRS
Ponta Negra’ em vasos a pleno sol. Os tratamentos consistiram
na inoculacao das sementes no momento do plantio com as 11
bactérias, além da estirpe de referéncia Ab-V5 (Azospirillum
brasilense), dois tratamentos sem inoculacao e com a adubacao
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nitrogenada (50% e 100% de uma dose de 100 kg N ha') e a
testemunha absoluta (sem inoculacao e sem adubacao) em quatro
repeticoes.

As plantas receberam agua diariamente e foram coletadas aos 55
dias apds o plantio para a determinacao da massa das raizes e partes
aéreas secas por pesagem. As amostras das partes aéreas seca foram
moidas para quantificacao do N por meio do método de combustao
seca.

Os dados foram avaliados quanto a distribuicao normal e submetidos
a analise de varidncia e comparacao de médias por meio do teste de
Skott-Knott (p>0,1%) utilizando-se o programa Sisvar 5.0.

Resultados e Discussao

Com a identificacao dos 11 isolados por meio da comparacao de
suas sequéncias parciais do gene 16S rRNA com as disponiveis
no banco de dados EzBioCloud, observou-se que seis bactérias
foram classificadas como pertencentes ao género Kosakonia, duas
ao género Klebsiella, e os géneros Rhizobium, Paraburkholderia e
Enterobacter apresentaram uma bactéria, cada (Tabela 1).

Esses géneros sao comumente isolados de gramineas (FERNANDES-
JUNIOR et al., 2015; HAIYAMBO et al., 2015), entretanto, a sua
capacidade de promocao do crescimento vegetal é variavel, o que
justifica a necessidade de estudos para avaliar a sua ocorréncia e o
seu potencial em plantas cultivadas no Semiarido (SILVA, 2017).
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Tabela 1. Eficiéncia na promocao do crescimento vegetal de bactérias
associativas isoladas inoculadas em sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) cultivado em condicdes de casa de vegetacao.

(tr:::;é;:\io) |dentificagdo MPAS MRS TS -(r:lgl}g'\)l (mI;/:)cl’at\zlta)
S02 Kosakonia 2,59 3,942 6,542 18,65° 35,87¢
S03 Kosakonia 4,212 6,45° 10,72 14,09¢ 59,83°
S04 Kosakonia 4,25% 5,712 9,962 10,32¢° 42,36°
S05 Kosakonia 3,17° 4,38° DS 19,49¢ 55,69°
S06 Kosakonia 3,267 4,792 8,06° 17,37¢ 54,02
S07 Kosakonia 3,16° 5,692 8,857 15,64¢ 43,56°
S11 Enterobacter 2,72° 3,692 6,412 19,71° 52,32
S12 Klebsiella 4,242 6,30° 10,5° 122,888 53,18
S13 Rhizobium 4,432 4,36° 8,80° 14,46° 65,03°
S15 Klebsiella 2,51° 4,282 6,80° 15,64° 36,16°
S16 Paraburkholderia  3,67° 4,53 8,212 16,29¢° 53,33
100N - 4,372 4,10° 8,482 34,972 142,132
50N - SHGE 4,002 7,542 22,85° 76,41°

Test. Abs - SRS 3,45° 6,61° 13,64° 40,15¢
Ab-V5 A. brasilense 3,43° 6,05° 9,49° 115, BEF 51,39°

Letras mindsculas comparacao entre os isolados; letras iguais ndao diferem pelo teste de
Skott-Knott a 10% (p<0,1). MPAS: massa seca da parte aérea, MRS: massa seca da raiz,
MTS: massa total seca, N total: nitrogénio total da parte aérea, Teor N: teor de nitrogénio.

Na avaliacao da promocao do crescimento vegetal, os isolados
inoculados foram avaliados em comparacao com os tratamentos
controles e nao apresentaram diferencas significativas entre as médias
para os parametros correspondentes a massa da raiz seca e massa total
seca. Diferencas foram observadas em relacao a massa da parte aérea
seca com alguns isolados inferiores aos controles avaliados.

Os resultados mais positivos foram os observados em relacao aos
parametros da nutricao nitrogenada, destacando-se o teor de N na parte
aérea para as plantas inoculadas com o isolado S11 de Enterobacter
sp., que apresentaram meédias iguais a observada no tratamento com
50% de N, sendo ainda superiores a estirpe de referéncia Ab-V5.
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Avaliando-se o N total acumulado na parte aérea, sete isolados, sendo
S03, SOb e SO6 de Kosakonia sp.; S 11 de Enterobacter sp.; S12

de Klebsiella sp.; S13 de Rhizobium sp. e S16 de Paraburkholderia

sp. apresentaram a capacidade de induzir o acimulo de N em médias
estatisticamente iguais aquela apresentadas pelos tratamentos
nitrogenado com 50% de N e Ab-V5.

Esses resultados demonstram que estes isolados apresentam a
capacidade de fornecer parcialmente o N demandado pela cultura do
sorgo, indicando que estas bactérias podem ser aplicadas, quando
associadas a outras estratégias de inoculacao ou adubacao, para
suprir parcialmente a demanda de N fertilizante (TRABELSI; MHAMDI,
2013). O potencial das estirpes avaliadas indicam que os isolados
devem ser testados em condicoes de campo, para assegurar o seu
desempenho como promotor de crescimento vegetal.

Conclusao

As 11 bactérias avaliadas foram enquadradas em quatro diferentes
géneros que abrigam bactérias com potencial para a promocao

do crescimento vegetal. Os isolados apresentam potencial para a
promocao do crescimento do sorgo, com destaque para o isolado S11
de Enterobacter sp., cuja inoculacao resultou em plantas com maiores
teores de N na parte aérea e N acumulado na parte aérea.
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