Mecanismos de promocao
do crescimento vegetal em
bactérias nao rizobianas pro-
venientes de nédulos de Ara-
chis spp.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de bactérias nao rizobianas,
endofiticas de n6dulos de amendoim (Arachis hypogaea L.), na sintese de au-
xinas, solubilizagéo de fosfato de calcio e a presenga de um fragmento do gene
nifH. Para obter a quantificagdo de compostos inddlicos, uma aliquota de 100
ML do sobrenadante bacteriano foi adicionado em microplaca com 96 pocgos e
sobre este 100 pL de reagente Salkowski. As amostras foram lidas em espec-
trofotdbmetro a 540 nm. Para a solubilizacdo de fosfato de calcio, os isolados
foram inoculados em meio GL suplementado com CaCl, e K,HPO,. Os isolados
foram avaliados quanto a presenca do gene nifH pela a técnica de Nested-
-PCR. Dentre os isolados avaliados, todos foram capazes de produzir auxinas,
no entanto, apenas quatro isolados foram capazes de solubilizar fosfato de
calcio. Quanto ao gene nifH, todos foram considerados positivos.

Palavras-chave: bactérias endofiticas, leguminosas, gene nifH, inoculante.

Introducgao

Diversas espécies de vegetais se associam com bactérias diazotroficas e a
associagéo entre as plantas da familia Fabaceae (Leguminosas) e os rizébios
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sdo os exemplos mais estudados (Dobereiner, 1990). Rizébios s&o bactérias
altamente especializadas capazes de se associar a leguminosas, formando
estruturas radiculares ou caulinares denominadas “nédulos”. A associagao
entre rizdbio-leguminosa é muito importante para a agricultura porque pro-
move aumento significativo do nitrogénio no sistema solo-planta (Costa et
al.,, 2013). Entretanto, tem se verificado uma diversidade de bactérias ndo
rizobianas endofiticas de nédulos radiculares, e muitos dos isolados n&o rizo-
bianos obtidos nos processos de isolamento de bactérias fixadoras de N es-
tdo coabitando os n6dulos com os rizébios (Martinez-Hidalgo; Hirsch, 2017).

As bactérias nao rizobianas, podem apresentar atividade significativa no inte-
rior do noédulo, atuando de forma direta, na promogao do crescimento vegetal,
por meio de diversos mecanismos que devem ser investigados.

A eficiéncia dos inoculantes disponiveis pode ser otimizada por meio da coino-
culacdo dos rizébios com bactérias n&o rizobianas promotoras de crescimento
habitantes do ambiente nodular pela sua compatibilidade com os rizébios e
adaptagdo ao mesmo nicho ecoldgico (Dhole et al., 2016). Neste contexto, o
conhecimento e a caracterizagéo de isolados n&o rizobianos fornece um cam-
po alternativo para a obteng&o de microrganismos com potencial biotecnologi-
Co, uma vez que esses isolados ainda ndo sdo explorados comercialmente e
podem ser uma nova estratégia para a agricultura sustentavel.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar isolados n&o rizobianos associados
ao amendoim quanto ao seu potencial biotecnolégico por meio da avaliagao
in vitro de trés mecanismos de promog&o do crescimento vegetal.

Material e Métodos

As 14 bactérias avaliadas neste trabalho foram obtidas e selecionadas por
meio do sequenciamento parcial do gene 16S RNA por Santos (2017). Estes
isolados estdo depositados na Colegao de Culturas de Microrganismos de
Interesse Agricola da Embrapa Semiarido a -80° C. Estas bactérias foram iso-
ladas de espécies de Arachis, cultivadas em diferentes solos do Semiarido.

As bactérias foram reativadas em meio de cultura YM e para a quantificagdo
de compostos indodlicos foi adotada a metodologia colorimétrica proposta por
(Sarwar; Kremer, 1995). A solubilizagdo de fosfato de calcio foi feita em pla-
cas com meio GL, de acordo com Sylvester-Bradley et al. (1982).

As bactérias foram submetidas a avaliagdo da capacidade em solubilizar fos-
fato inorganico. Os isolados foram cultivados em meio liquido YM e aliquotas
de 10 pl foram inoculadas em meio GL sélido. As placas foram incubadas por
15 dias e a capacidade de solubilizagdo do fosfato foi avaliada por meio da
formagéo do halo translucido ao redor das colbnias.
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Os isolados foram avaliados quanto a presenca do gene nifH, que codifica a
enzima dinitrogenase redutase do complexo enzimético nitrogenase, por meio
de PCR. A extragdo do DNA foi realizada pelo método de lise alcalina (Reis
Junior et al., 2004).

A PCR para o nifH amplificou um fragmento de aproximadamente 360 pb uti-
lizando-se a abordagem de nested-PCR, sendo a primeira reagéo realizada
com os inicidores PolF e PoIR e a segunda reagdo com os iniciadores NifHfor
e NifHRev (Soares et al., 2006). Os produtos da PCR foram submetidos a ele-
troforese em gel de agarose 1,5% a 100 V por 60 minutos e observados em
transiluminador UV.

Os experimentos foram conduzidos com trés repeticdes e os dados da avalia-
¢ao da produgéo de auxinas foram submetidos a analise de variancia e com-
paragdo de médias por meio do teste de Scott-Knott (p>0,05) utilizando-se o
programa Sisvar 5.0.

A amplificagdo do gene nifH e a solubilizagéo de fosfatos foi avaliada qualitati-
vamente determinando-se a presencga ou auséncia da caracteristica.

Resultados e Discussao

A produgéo de compostos indélicos pelas bactérias isoladas do amendoim, no
ensaio, apresentou valores que variaram entre 39,78 ug mL-"a 191,21 yg mL-"
para os isolados S6AD 24 e S6AM 2 respectivamente (Tabela 1). Os isolados
considerados mais promissores foram os pertencentes ao género Bacillus, sen-
do o isolado S6AD 24, superior a referéncia BR 3262 e estatisticamente igual a
bactéria de referéncia Ab-V5.

Espécies de Bacillus sp. tém sido apontadas, cada vez mais frequentemente,
como endofiticos de nédulos, relatados em varias espécies de leguminosas
(Costa et al., 2013). Os géneros nao rizobianos, como o Bacillus, aumentam a
nodulagcdo quando coinoculadas com um simbionte rizobiano por meio da pro-
dugao de auxinas, capacidade de solubilizar fosfato, uma vez que essas subs-
tancias atuam no crescimento radicular, fornecendo para a planta uma maior
amplitude quanto a exploracado do solo e, assim, atraindo um namero significa-
tivo de simbiontes rizobianos, estabelecendo influéncia significativa no desen-
volvimento e rendimento de culturas de interesse agricola (Tariq et al., 2012).

Quanto a presencga do gene nifH, todos os isolados amplificaram na reagdo
de Nested-PCR. Sendo a amplificagdo do gene nifH, uma forma de selegéo
para isolados potencialmente diazétroficos, ou seja, fixadores de N. Avaliando
a atividade significativa de nao rizébios em nédulos de amendoim, Dhole et al.
(2016) também verificaram o potencial biotecnologico desses isolados a partir
da amplificagdo do gene nifH, corroborando com os resultados deste trabalho.
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Tabela 1. Mecanismos para a promogé&o do crescimento vegetal por isolados nao rizobianos provenientes de nédulos de

Arachis spp.

Isolados
S6AM30
S6AM23
S5AD16
S6AD 4

S3AB 11
S4AM 2

S3AB 10

S6AIPII
S2AB 5
S2AIPIII
S6AD 24
S6AD 27
S6AM 2
S2AIPII

BR 3262

Ab-V5

Letras minusculas:

Hospedeiro
magna
magna
duranensis
duranensis
batizocoi
magna

batizocoi

ipaensis
batizocoi
duranensis
duranensis
duranensis
magna

>PrPrrx>> > >>>>>>

ipaensis

Género
Bacillus
Chitinophaga
Dyella

Dyella
Leifsonia
Paenibacilluis

Paraburkhol-
deria

Ralstonia
Burkholderia
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus

Bradyrhizo-
bium i

Azospirillum

Auxinas (ug mL-")
61,92¢

43,11c

54,78c

58,35¢

111,45b

125,97b

53,59¢c

88,11b
52,64c
50,97¢c
191,21a
104,30b
39,78¢c
44 54c

41,45¢
242,64a

Solubilizagao de CaP

comparagao entre os isolados; letras iguais: ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p>0,05).

nifH (direto)
+

+

nifH (nested)

+ o+ o+ + + + 4+

+ + 4+ 4+ + + 4+
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Conclusao

Os isolados nao rizobianos avaliados apresentam potencial para a promogao
do crescimento, por meio da produgéo de auxinas, e capacidade de solubi-
lizar fosfato de calcio, além da presencga do gene nifH, com destaque para o
isolado S6AD 27, de Bacillus sp.
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