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RESUMO

O sorgo € um cereal de grande importancia comercial. Todavia, essa graminea ndo se adapta
bem a solos de baixa fertilidade tornado a cultura dependente do uso de fertilizantes industriais.
Na busca para solucionar esse problema, a os beneficios que podem ser proporcionados
interacdo entre bactérias associadas a plantas tém sido objeto de estudo de vérios trabalhos de
pesquisa. No entanto, atualmente existem poucos estudos sobre bactérias isoladas do sorgo. O
objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo polifasica (morfoldgica, bioguimica e
genética) de bactérias endofiticas isoladas de raizes de sorgo. Foram selecionadas um total de
24 isolados usando o meio semisseletivo de NFb-lactato, LGI-P e YMA. A caracterizacao foli
baseada nos aspectos de morfologicos; bioquimicos com énfase no potencial para producéo de
enzimas e genético pela analise da regido intergénica 16S-23S rRNA. Todos os isolados foram
classificados como gram-negativo e apresentaram grande resisténcia a antibioticos e ampla
flexibilidade metabolica quanto ao uso de diferentes fontes de carbono. A maioria dos isolados
(95,8%) mostrou atividade enzimatica para de catalase, urease, redutase de nitrato e
nitrogenase. Entre as enzimas hidroliticas, as bactérias isoladas de sorgo apresentaram maior
potencial para producéo de lipases (70,8%) e celulases (50%). Mais de 90% dos isolados foram
capazes de solubilizar o fosfato. A andlise de similaridade permitiu identificar uma grande
diversidade morfofisioldgica e genética entre as bactérias isoladas das raizes de sorgo. Foi
possivel ainda constatar que varios isolados apresentaram mecanismo relacionado a promog¢éo
do crescimento da planta e podem ser considerados promissores como inoculantes ou como
novas fontes de enzimas para uso biotecnoldgico.

Palavras-chave: Microrganismos endofiticos, testes bioquimicos, solubilizagdo de fosfato,
enzimas, PCR 16S-23S.
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ABSTRACT

Sorghum is a cereal of great commercial importance. However, this grass does not adapt well
to soils of low fertility making the crop dependent on the use of industrial fertilizers. In the
quest to address this problem, the benefits that can be provided for interaction between bacteria
associated with plants have been the subject of study of various research papers. However, there
are currently few studies on bacteria isolated from sorghum. The objective of this work was to
characterize polyphase (morphological, biochemical and genetic) of endophytic bacteria
isolated from sorghum roots. A total of 24 isolates were selected using the NFb-lactate, LGI-P
and YMA semi-insulin medium. The characterization was based on morphological aspects;
biochemicals, directed to enzymatic potential and genetic by PCR of the 16S-23S rRNA
intergenic region. All isolates were classified as gram-negative and showed high resistance to
antibiotics and wide metabolic flexibility regarding the use of different carbon sources. Most
of the isolates (95.8%) showed enzymatic activity for catalase, urease, nitrate reductase and
nitrogenase. Among the hydrolytic enzymes, the bacteria isolated from sorghum presented
higher potential to produce lipases (70.8%) and cellulases (50%). More than 90% of the isolates
solubilize phosphate. The analysis of similarity allowed identify morpho-physiological and
genetic diversity between the bacteria isolated from the roots of sorghum. It was also possible
to verify isolates with mechanisms related to the promotion of plant growth, which can be
considered as promising as inoculants or as new sources of enzymes for biotechnological use.

Key words: Endophytic microorganisms, biochemical tests, phosphate solubilization,
enzymes, PCR 16S-23S
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1. INTRODUCAO

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) € o quinto cereal mais cultivado no mundo, com
alto valor agronémico e nutritivo, sendo bastante utilizado para alimentacéo animal (ARAUJO-
NETO et al., 2014). O sorgo é uma graminea que, apesar de sua resisténcia ao estresse hidrico
e a elevadas temperaturas, ndo se adapta a solos degradados de baixa fertilidade (COELHO,
2011). A tecnologia da inoculagdo utilizando bactérias endofiticas no cultivo de plantas de
interesse econdémico, é uma alternativa que tem demonstrado promover respostas positivas
significativas em culturas de cereais e gramineas. Essa tecnologia tem se demonstrado
promissora para promogao do crescimento das plantas, manejo do solo e qualidade ambiental
(BERGAMASCHI et al., 2007; ROESCH et al., 2007; ERMAWAR et al., 2015).

As bactérias endofiticas sdo representadas por diferentes grupos filogenéticos. Esses
microrganismos podem ser encontrados no ambiente em vida livre, em simbiose ou associados
a plantas (PEREZ et al., 2015). Os microrganismos endofiticos tém despertado o interesse da
comunidade cientifica, especialmente por apresentar potencial na producdo de compostos de
interesse econdmico (SOUZA et al., 2004). Entre esses compostos se destacam as enzimas,
amplamente utilizadas em diversos processos biotecnoldgicos sendo empregadas
principalmente na modificacdo de compostos organicos (BALDO et al., 2013; GRIEBELER et
al., 2015).

As enzimas bacterianas sdo cada vez mais requeridas, na busca por novos métodos e
processos que sejam mais ecoldgicos e que resultem na obtencéo de produtos mais competitivos
para o setor biotecnoldgico. Deste modo, atualmente os esfor¢os se concentram nao sé na
producdo dessas enzimas, mas também na caracterizacdo de bactérias que sejam capazes de
produzir tais compostos (VERMELHO et al., 2013).

Os meétodos classicos de fenotipagem como a avaliacdo de aspectos bioquimicos,
morfolégicos e fisioldgicos foram por muito tempo o principal meio para a caracterizagdo de
microrganismos. No entanto, nas ultimas décadas as técnicas moleculares passaram a integrar
a caracterizacao de bactérias em uma abordagem que prioriza a adogéo de critérios polifasicos
visando uma identificacéo e classificacdo microbiana mais eficiente (IKEDA et al., 2013).

Portanto, a caracterizacdo de estirpes bacterianas é uma ferramenta importante na
descoberta e obtencdo de enzimas e substancias, que ap6s estudos mais aprofundados possam
ser exploradas na formulacdo de bioprodutos, tais como inoculantes e agentes de biocontrole

pela industria biotecnoldgica em diversos setores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Cultura de Sorgo

O sorgo vem ganhando espaco no mercado mundial de grdos devido a sua ampla
adaptabilidade, versatilidade e rusticidade. Planta nativa da Africa, o sorgo pertencente a
familia Poaceae e é produto da domesticacdo do homem (PEREIRA FILHO; RODRIGUES,
2015; SANTOS et al., 2015). A partir de 1950, o0 sorgo passou a ser estudado por institutos de
pesquisa e universidades, que visavam sua introducdo no Brasil (PURCINO, 2011). No ano de
2015, a cultura do gréo representou a sexta maior area plantada (732.631 ha) e o sexto maior
indice de producdo no Brasil, perdendo apenas para soja, milho, algoddo, arroz e feijdo. A
regido Centro-Oeste é hoje a maior produtora de sorgo, sendo o estado de Goias responsavel
pela producao de aproximadamente 341,7 mil toneladas do gréo apenas na safra de 2015/2016
(IBGE, 2016; CONAB, 2016).

O sorgo nos diferentes tipos (granifero, forrageiro e sacarino) pode ser comparado ao
milho em relagéo ao seu valor agrondmico e nutritivo. Apesar de seu valor de mercado menos
convidativo quando comparado ao milho, 0 sorgo apresenta a vantagem de ser uma espécie que
se adaptada bem a ambientes extremos, sendo resistente a estresses abidticos, como temperatura
e umidade. (MOLINA et al., 2000; RODRIGUES et al., 2002). Assim, 0 sorgo vem se
destacando principalmente nas regies de pouca precipitacdo, como substituicdo ao milho na
alimentacdo animal, demonstrando ser uma alternativa interessante em termos de exigéncias
nutricionais e de producdo (FIALHO et al., 2002; PURCINO, 2011).

A facilidade de adaptacdo do sorgo as regides mais secas, aliado ao seu alto potencial
de producdo, boa adequacdo a mecanizacdo, versatilidade (feno, silagem e pastejo direto) e ao
fato de poder ser utilizado como ragéo animal, contribuem para que 0 sorgo seja uma cultura
mais segura (PURCINO, 2011; TOLENTINO, 2014). Contudo, apesar de varias vantagens
econdmicas, a producdo do sorgo ainda depende do uso de fertilizantes nitrogenados, que além
de elevar os custos de producdo, pode acarretar em serios danos ambientais, como
contaminacdo dos solos e eutrofizagcdo de rios (LARA CABEZAS et al., 2000; TEIXEIRA
FILHO et al., 2010).

Dentre as alternativas para amenizar os impactos ambientais causados pelo uso da
adubacdo nitrogenada, tem se destacado a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) através da
inoculagéo de bactérias fixadoras de nitrogénio, ou diazotrdficas. Essa técnica e atualmente
caracterizada como o0 mais bem-sucedido exemplo de aplicagdo biotecnoldgica de
microrganismos na agricultura (NOGUEIRA; HUNGRIA, 2013). No Brasil, a cultura da soja
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apresenta os melhores resultados utilizando a inoculacdo de bactérias fixadoras de N, sendo
constatado nessa pratica melhores rendimentos em produtividade (HUNGRIA et al., 1997,
URQUIAGA et al., 2006). Assim, com 0 mesmo objetivo da cultura da soja, estudos tém sido
desenvolvidos visando a utilizacdo da inoculagdo com bactérias para reduzir ou eliminar o uso

de fertilizantes nitrogenados na producédo de sorgo.

2.2 Associacao entre bactérias e plantas

A interacdo entre bactérias e plantas em diversas culturas de interesse agronémico tem
sido estudada devido seu potencial biotecnoldgico, que pode aumentar a produtividade e reduzir
o0s custos da producdo agricola. As interacdes entre bactérias e plantas sdo divididas em trés
categorias: simbiotica, patogénica e associativas e podem ocorrer em todos os estagios de
desenvolvimento da planta (ROMEIRO, 2012).

Os diazotroficos compreendem uma gama de microrganismos procariotos, que incluem
arqueobactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e negativas (TEIXEIRA,;
FERREIRA; SANTOS, 2008; MOREIRA et al., 2010). Esses microrganismos podem ser
encontrados tanto sob formas de vida livre quanto associados a espécies vegetais, e podem se
comportar como bactérias diazotroficas associativas ou ainda estabelecer uma relacdo de
simbiose com plantas leguminosas (MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006; MOREIRA et al., 2010;
HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2014).

A relacdo de simbiose mais conhecida ocorre entre bactérias diazotroficas, comumente
denominadas rizobios com leguminosas. Nessa relacdo simbidntica as bactérias fornecem o
nitrogénio que a planta necessita e em troca a planta hospedeira fornece nutrientes necessarios
ao crescimento bacteriano. Esse tipo de interacdo bactéria-leguminosa é tipicamente
caracterizado pela inducéo da formacdo de nédulos nas raizes da planta hospedeira, e sdo nessas
estruturas hipertréficas que ocorre a fixagdo do nitrogénio atmosférico (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2006; SOARES-NETO, 2015).

Diferentemente do que ocorre com leguminosas, na associacdo bactéria-graminea, nao
ocorre, a formacdo de estruturas especializadas para a fixagdo do nitrogénio (VIDEIRA,
ARAUJO; BALDANI, 2007; GARCIA, 2014). A interagio simbidntica bactéria-leguminosa é
a mais amplamente estudada, todavia, a associagdo de bactérias a varias especies de plantas da
familia Poaceae também tém mostrado potencial significativo na FBN (STRALIOTTO;
RUMJANEK, 1999; VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007).
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2.3 Bactérias endofiticas

Dentre as bactérias que se encontram associadas a plantas, existe um grupo denominado
endofitico. A principal caracteristica desses microrganismos é a capacidade de se estabelecerem
inter e/ou intracelularmente em tecidos vegetais, mantendo interacGes bioquimicas ativas com
seu hospedeiro (WILSON, 1993; BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA, 2006;
VERMA,; GANGE, 2014). Os microrganismos procariotos endofiticos estdo representados por
uma variedade de bactérias pertencentes a diferentes grupos filogenéticos, sendo a maior parte
pertencente ao filo das proteobacterias (CHELIUS; TRIPLETT, 2001). Apesar da importancia
das bactérias endofiticas, ainda ha poucos estudos explorando o potencial destes
microrganismos visando a identificacdo e desenvolvimento de produtos naturais passiveis de
aplicacdo biotecnoldgica (GOVINDASAMY; FRANCO; GUPTA, 2014).

Os microrganismos endofiticos desempenham fungdes importantes para seu hospedeiro.
Bactérias endofiticas, por exemplo, podem apresentar uma série de mecanismos envolvidos na
promoc¢do do crescimento da planta sendo, portanto, denominadas bactérias promotoras de
crescimento de plantas - PGPB do inglés: Plant Growth-Promoting Bacteria, cujos efeitos
podem ser diretos ou indiretos (TEIXEIRA et al., 2007; MAREQUE et al., 2015).

Entre os mecanismos de efeito direto das bactérias promotoras de crescimento de plantas
pode ser citada a FBN (TEIXEIRA et al., 2007). Também se destaca a solubilizacdo de fosfato
(P) que promove a conversao de fosfatos inorganicos em organico, tornando-o disponivel a
planta (SHARMA et al., 2013; LIU et al., 2014). Outro efeito direto importante é a capacidade
de produzir fitohormonios de crescimento e substancias andlogas tais como: auxinas,
citoquininas e giberelinas (GLICK, 2012). J& os mecanismos indiretos incluem o controle
bioldgico contra fitopatdgenos através da sintese de antibidticos e enzimas liticas, a producéo
de siderdforos e ainda a competicdo por nutrientes e nichos (GLICK, 2012; BRADER et al.,
2014).

2.4 Caracterizagado de bactérias

Um dos principais problemas enfrentados no atual cenario da pesquisa microbioldgica
é a falta de caracterizacdo de estirpes nativas. Tal fato limita a descoberta e identificagdo de
enzimas e outros bioprodutos com potencial aplicagdo biotecnologica (BERGAMASCHI et al.,
2007; MOREIRA et al., 2013).

Tradicionalmente métodos classicos de caracterizagcdo microbioldgica se baseavam nas

caracteristicas morfofisioldgicas desses microrganismos. J& nos Gltimos anos, com o avango e
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acessibilidade as novas tecnologias, a diversidade microbiana vem sendo determinada
principalmente pelo uso de técnicas moleculares (CHAGAS JUNIOR; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2010; IKEDA, 2010).

Apesar de atualmente serem menos utilizados para determinacdo de relacbes
filogenéticas, a avaliagdo de caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas bacteriana ndo deixam
de ser importante e ainda sdo consideradas etapas iniciais na identificagdo de novos grupos
taxondémicos de microrganismos (SILVA et al., 2007; CHAGAS JUNIOR; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2010; IKEDA, 2010). Hoje é possivel verificar uma tendéncia na adocdo de
critérios polifasicos na identificagdo taxon6mica de microrganismos, aliando caracteristicas
bioquimicas, morfolégicas, fisioldgicas e genotipicas por meio de métodos moleculares
desenvolvidos nas Gltimas décadas (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999; CHAGAS JUNIOR;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2010).

2.4.1 Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica

Na caracterizacdo de bactérias nativas, os estudos sdo focados inicialmente na avaliacao
de aspectos fisiologicos e bioquimicos tais como informacgbes de cultivo e adaptabilidade
metabdlica do microrganismo (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007). Também sio bastante
utilizadas caracteristicas como crescimento em diferentes temperaturas, pH e umidade,
resisténcia a antibioticos, capacidade de utilizacdo de vérias fontes de carbono e producéo de
enzimas (SILVA et al., 2007; CHAGAS JUNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2010).

Morfologia

Caracteristicas morfoldgicas observadas em coldnias bacterianas, por exemplo, podem
ser consideradas estratégias de sobrevivéncia ou forma de protecdo dessas bactérias contra
estresses ambientais e ataque de diferentes organismos (OLIVEIRA, 2015). Além das
caracteristicas morfoldgicas pertinentes a colénia bacteriana, um aspecto ainda bastante
analisado é sua morfologia celular, isso porque bactérias podem apresentar tipos morfoldgicos
distintos. Devido as diferentes composicGes da parede celular, as bactérias sdo passiveis de
serem dividas em dois grandes grupos: gram-positivas e gram-negativas. A distin¢do entre esses
grupos se da por meio da técnica de coloracdo de Gram, que consiste em exposicdo rapida e
sucessiva das células bacterianas a diferentes corantes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
NOGUEIRA; MIGUEL, 2009).
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Resisténcia a antibidticos

Outro fator muito utilizado na caracterizacdo de bactérias estd relacionado sua
variabilidade metabdlica e a capacidade de responder rapidamente as mudancas ambientais.
Entre os diversos mecanismos evolutivos que ampliam a capacidade das bactérias em colonizar
habitats pouco favordveis esta a resisténcia a antibidticos. Essa caracteristica pode ser
amplamente benéfica e tende a se fixar na espécie, favorecendo que bactérias resistentes se
tornem predominantes no ambiente (OLIVEIRA et al., 2009; BAPTISTA, 2013).

Além disso, a sintese de diferentes antibioticos é frequentemente associada a capacidade
de PGPB indireta, e atua prevenindo, por exemplo, a proliferacdo de fungos fitopatdgenos,
representando assim uma alternativa promissora para o controle biolégico (COMPANT et al.,
2005; GLICK, 2012).

Fontes de carbono

Um aspecto também importante na caracterizacdo de bactérias € a capacidade de
crescimento em diferentes fontes de carbono. A avalicdo dessa caracteristica pode revelar o
potencial do isolado bacteriano em utilizar carbono presente em moléculas com diferencas em
sua natureza quimica. Essa flexibilidade metabdlica caracteriza uma alta capacidade de
adaptacdo, sendo esta uma importante vantagem ecolégica para os microrganismos (LEITE,
2011).

Solubilizacéo de fosfato

A capacidade solubilizar fosfato é outra caracteristica visada na identificagdo de
bactérias nativas. 1sso porque o P desempenha um papel critico na fotossintese, influenciando
tanto no crescimento quanto no desenvolvimento da planta. Apesar do fosforo (P) ser abundante
em solos em formas inorganicas e organicas, € um dos principais limitantes para o crescimento
de plantas (SHARMA et al., 2013). Essa limitacdo é decorrente em grande parte do P presente
no solo se encontra em formas de dificil solubilizag&o e assimilagdo (P nédo labil), ficando
indisponiveis a absorcdo da planta. Atualmente nas praticas agricolas é empregada a aplicagdo
fertilizantes quimicos a fim de sanar essa deficiéncia de P (KHAN et al., 2009; SHARMA et
al., 2013).

No entanto, 0 uso excessivo desses fertilizantes pode causar impactos ambientais
imprevistos, ocasionando, por exemplo, danos a estrutura e composic¢éo solo, além disso, séo

caros e elevam o custo da producdo. Isso reforca a importancia da identificacdo de bactérias
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solubilizadoras de P, que figuram como alternativa em potencial, uma vez que possam ser
utilizadas como fertilizantes bioldgicos em substituicdo aos fertilizantes quimicos (SHARMA
etal., 2013; KAUR; REDDY, 2015).

Producéo de sideroforos

A producdo de sider6foros é um trago de importancia significativa na caracterizacao de
bactérias. E através da producéo de siderdforos que o Fe®* é absorvido pela membrana celular
das bactérias, reduzido a Fe? * e liberado do sideréforo para a célula. Tal mecanismo é
importante pois, apesar de presente no ambiente, o ferro é encontrado principalmente como
Fe*™® e tende a formar hidréxidos e oxihidroxidos insolGveis, tornando-o em grande parte
indisponivel para os microrganismos (RAJKUMAR et al., 2010).

Em condi¢des de baixa disponibilidade ou limitacdo de ferro, as bactérias PGPB
produzem uma gama de tipos de sider6foros com afinidades de ligacdo extremamente elevadas,
aglutinando o ion férrico facilmente mesmo que esse elemento esteja em niveis extremamente
baixos (RAJKUMAR, et al.; 2010; MADIGAN et al., 2012). Trata-se de uma caracteristica de
efeito indireto das PGPB, pois permite as essas bactérias atuarem forma antagénica contra

microrganismos fitopatogénicos protegendo assim a planta hospedeira (GLICK, 2012).

2.4.2 Caracterizacdo genética

As caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas foram amplamente
utilizadas na identificacdo de bactérias. Todavia, para tal abordagem era imprescindivel a
obtencdo de culturas puras, 0 que em grande parte das vezes era um fator limitante ao estudo,
pois a maior parte dos microrganismos nao € cultivavel por técnicas de rotina
(BITTENCOURT, 2005; NEIVERTH, 2012). Nas ultimas décadas o interesse em estudos
taxonémicos microbianos tomou novo félego com o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular, as quais trouxeram a tona uma grande quantidade de métodos que permitem a
identificacéo e classificacdo rapida e precisa (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999).

Dentro das técnicas de andlises genotipicas mais empregadas estdo todas as
metodologias direcionadas ao estudo das moléculas de DNA ou RNA (STRALIOTTO;
RUMJANEK, 1999). A comparacdo das sequéncias de acidos ribonucleicos ribossomais

(rRNA) ainda que pouco utilizada na década de 1990, ja dava indicios de que seria uma
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ferramenta poderosa ao permitir a deducéo de relagGes filogenéticas e evolutivas entre bactérias
(WEISBURG et al., 1991).

Entre as principais tecnologias empregadas na obtencdo de dados moleculares
encontram-se a eletroforese de “pulsed-field”, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e 0
sequenciamento automatizado (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999). A deteccédo por PCR é a
abordagem mais utilizada, e € privilegiada por apresentar precisdo, rapidez e sensibilidade
(KRISHNAN, 2015). A técnica permite que fragmentos especificos do genoma bacteriano
sejam sinteticamente amplificados em proporcdo exponencial com o uso de uma DNA
polimerase termoestdvel (Taq DNA polimerase) e oligonucleotideos iniciadores
complementares a uma sequéncia especifica de interesse (SAIKI et al.,1985).

O RNA bacteriano apresenta trés genes distintos (rRNAs 16S, 23S e 5S) e exibem uma
organizacdo em operons como unidades de transcri¢cdo funcional. De modo geral esse tipo de
organizagdo consiste em uma regido promotora, uma sequéncia que codifica o rRNA 16S, um
espacador ou uma sequéncia intergénica (que pode apresentar sequéncias de codificacdo para
tRNA), uma sequéncia codificadora de rRNA 23S, e em seguida a sequéncia que codifica o
rRNA 5S. (GURTLER, STANISICH, 1996; BARRY, 1991).

Os rRNAs (RNA ribossémico) sdo hoje considerados as moléculas mais adequadas para
estudos de diversidade (REIS JUNIOR; REIS; TEIXEIRA, 2006). Isso porque, 0s genes de
rRNA se encontram universalmente distribuidos e permanecem altamente conservados em toda
a sua extensdo e estrutura (BITTENCOURT, 2005; REIS JUNIOR; REIS; TEIXEIRA, 2006).
Assim, no caso de eventuais substitui¢fes de nucleotideos, esses passam a funcionar como um
relégio para a histdria evolutiva do organismo (BITTENCOURT, 2005).

O uso da sequéncia de nucleotideos do gene que codifica 0 16S rRNA é estabelecida
como método padrdo de analise para bactérias (IKEDA, 2010). A PCR do 16S rRNA ¢
considerada ideal, pois essa sequéncia é caracterizada por ser altamente conservada e ainda
assim, apresentar variacdo e quantidade elevada de informacgdes (WEISBURG et al., 1991,
FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003). Isso permite que essa sequéncia seja
utilizada para a identificagdo taxonémica ou das relagdes filogenéticas entre as espécies
bacterianas. Ap6s a amplificacdo a sequéncia do gene ribossomal 16S obtida pode ser utilizada
em estudo comparativo por similaridade com sequéncias ribossomais das estirpes de referéncia
de especies bacterianas ja depositadas em bancos de dados como o GenBank do NCBI -
National Center for Biotechnology Information (VIDEIRA, 2008; NEIVERTH, 2012).
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A anélise da regido espacadora intergénica localizada entre os genes 16S e 23S é outra
abordagem bastante utilizada em avaliagdes genéticas de procariotos. Trata-se de uma
sequéncia gque apresenta muitas variacbes, mas que esta localizada entre regides altamente
conservadas do genoma bacteriano (genes 16S-23S rRNAS). Tal caracteristica a torna ideal para
andlises mais apuradas de diversidade intra e inter-especifica entre individuos com elevado grau
de semelhanca genética, pois permite a identificacdo de polimorfismo (GARCIA-MARTINEZ
etal., 1999; REIS JUNIOR; REIS; TEIXEIRA, 2006, BOAKYE et al., 2016).

2.4.3 Enzimas bacterianas

Além de todas as caracteristicas morfofisiol6gicas e genéticas, as bactérias endofiticas
podem ainda apresentar potencial para producdo de diferentes tipos de bioprodutos, entre 0s
quais se destacam as enzimas como um dos produtos mais explorados pela industria
biotecnoldgica (SILVA, 2009). A diversidade de processos biotecnoldgicos que envolvem o
uso de enzimas bacterianas impulsiona o avanco de pesquisas que visam solucfes sustentaveis,
ambientalmente favoraveis e economicamente viaveis (ADRIO; DEMAIN, 2014).

Um importante fator a ser considerado para utilizacdo, elaboracdo e desenvolvimento
de produtos biotecnoldgicos derivados de bactérias tem como ponto principal a seguranca da
sua utilizacdo (MAGNUSSON et al., 2012). Assim, tendo em vista a necessidade de uma
avaliacdo formal dos riscos na utilizagdo desses microrganismos, no Brasil a Comissédo de
Biosseguranca em Saude (CBS) do Ministério da Saude estabelece a “Classificacdo de Risco
dos Agentes Biologicos” e determina para esses agentes algumas classes de risco. Os critérios
de classificacdo se baseiam em aspectos como: gravidade de infeccdo; disseminagdo no meio
ambiente; viruléncia; modo de transmisséo; estabilidade do agente; e origem do material
(BRASIL, 2010).

Bactérias endofiticas sdo comumente encontrados habitando tecidos vegetais de plantas
utilizadas na alimentagdo humana “in natura” tais como: milho, arroz, banana, abacaxi, tomate,
alface e outras (CRUZ et al., 2001; BARRETTI; SOUZA; POZZA, 2008; SANTOS, 2008;
DIAS, 2012; KOZUSNY-ANDREANI; ANDREANI JUNIOR, 2014). Assim, as bactérias
endofiticas apresentam menor probabilidade de serem nocivas ao organismo humano e podem
ser classificadas na classe 1 que caracteriza microrganismos de baixo risco individual e coletivo
(BRASIL, 2010).

Outro aspecto a ser considerado é o aumento da utilizacdo e consumo dessas enzimas

no dia-a-dia do homem comum e no setor biotecnoldgico que tem como consequéncia o
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aumento na demanda mundial (GOPALAN; NAMPOOTHIRI, 2016). No atual cenéario
econdmico, o setor de enzimas contribui significativamente para a receita anual global. A
expectativa e que até 2021 alcance a marca de 6,3 bilhdes de ddlares, considerando uma taxa
de crescimento anual composta (CAGR) de 4,7% entre 2016-2021 (BBC-RESEARCH, 2017;
SINGH et al., 2016; VANDENBERGHE et al., 2016).

Entre os diversos tipos de enzimas ja classificadas pela Comissdo de Enzimas (EC -
Enzyme Commission), destaca-se a catalase (EC 1.11.1.6.), uma enzima oxidoreductase cuja
atividade metabdlica € caracterizada pela decomposi¢do do peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio (2H20, — Oz + 2H20). A catalase foi uma das primeiras enzimas a serem descritas
em bactérias. Essa enzima é altamente eficiente a catalase e ndo pode ser saturada por H.02 em
qualquer concentracdo (HERBERT; PINSENT; 1948; LLEDIAS; RANGEL; HANSBERG,
1998; CARVALHO, 2007).

A urease EC 3.5.1.5, € uma enzima cuja atividade proporciona as bactérias a capacidade
de utilizar ureia como Unica fonte de nitrogénio. A enzima urease é capaz de hidrolisar a ureia
em duas moléculas de amonia (NH3) e uma de anidrido carbénico (COz). Esse processo consiste
em uma etapa do ciclo do nitrogénio que disponibiliza este elemento as plantas (SIRKO;
BRODZIK, 2000; LIU et al., 2003; CASSINI, 2005).

A acgéo da enzima nitrato redutase microbiana culmina na reducédo de nitrito (NO2") e
nitrato (NOs™) com a liberacdo de nitrogénio molecular e 6xido nitroso (N20), processo
chamado de desnitrificacdo enzimatica. Na desnitrificacdo o N é perdido ou volatilizado para a
atmosfera. A nitrato redutase € uma enzima cuja sintese e atividade sdo induzidas pelo substrato,
sendo ativada apenas quando o suprimento de oxigénio é insuficiente para satisfazer a demanda
biolégica (CASSINI, 2005; REIS; FURLANI-JUNIOR; HAGA, 2007; IKEDA, 2010).

Outra enzima importante a ser destacada é a nitrogenase, enzima responsavel por
catalisar a redugdo do nitrogénio atmosférico (N2) em amdnio (NH**), forma metabolicamente
utilizavel pela planta (MOREIRA et al., 2010). Essa caracteristica é responsavel pela FBN
promovida por bactérias diazotroficas associadas a plantas. Essas bactérias atualmente se
destacam como alternativa eficaz principalmente na substituicdo parcial ou total de fertilizantes
nitrogenados. Além dessa importante funcdo, a enzima nitrogenase pode ainda reduzir outros
substratos, como o acetileno em etileno que pode ser detectado atraves de cromatografia gasosa
(GALLOWAY et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2007; MARTINS, 2013; ESKIN; VESSEY,;
TIAN, 2014).
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As bactérias sdo uma extraordinaria fonte de enzimas devido & sua diversidade
biogquimica, sua capacidade de crescimento rapido em espago muito pequenos tornando esses
microrganismos fontes preferenciais para producdo de enzimas extracelulares (KARN;
KUMAR, 2015; SHARMA et al., 2015). Atualmente cerca de 20 tipos de enzimas de origem
microbiana sdo produzidos em escala industrial. Do total de enzimas utilizadas pela inddstria
cerca de 75% séo enzimas classificadas como hidroliticas. (ROBINSON, 2015; Ll etal., 2012).
Entre as principais enzimas exploradas pela industria biotecnoldgica encontram-se as proteases,
amilases, celulases e lipases utilizadas para a degradacao de varias substancias naturais (LI et
al., 2012).

Proteases

As enzimas proteoliticas constituem o maior grupo de enzimas usado na industria
(SUNAR; KUMAR; DESHMUKH, 2016). Classificadas como hidrolases peptidicas ou
peptidases (EC 3.4), as proteases podem ser divididas em endopeptidases (EC 3.4.21-24 e EC
3.4.21-99) e exopeptidases (EC 3.4.11-19). Essas enzimas hidroliticas sdo capazes de clivar
ligacGes peptidicas em proteinas e fragmentos de proteinas (RAO et al., 1998; SOUZA et al.,
2015). Com ampla variedade de aplicagdes, as proteases representam mais de 60% do mercado
global de enzimas (ADRIO; DEMAIN, 2015; KARN; KUMAR, 2015).

Dentre as principais aplicacfes industriais, nas quais é empregado o0 uso de proteases,
podem ser citados a industria de alimentos, participando do processamento de carne e
fabricacdo de queijos; a industria téxtil, em que sdo empregadas no tratamento do couro; a
fabricacdo de seda; e de produtos agroquimicos (SANTIAGO; MOTTA, 2008; ADRIO;
DEMAIN, 2015). As proteases podem também apresentar grande aplicabilidade relacionada ao
biocontrole de patdgenos de plantas, uma vez que essa enzima pode promover a degradacédo de
parede celular de fungos fitopatogénicos (KIM; CHUNG, 2004).

Amilases

Ja as amilases (E.C: 3.2.1.0) sdo enzimas classificadas como hidrolases glicosidicas e
representam o segundo maior grupo com 25 a 30% do mercado de enzimas (DEB et al., 2013;
AMID; MANAP, 2014). As amilases podem se apresentar em trés tipos principais: a-amilase
(E.C.3.2.1.1), B- amilase (EC 3.2.1.2) e y-amilase (EC 3.2.1.3), definidas de acordo com seus
papéis nas reacOes enziméaticas (SUNDARRAM; MURTHY, 2014). Essas enzimas quando
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extracelulares sdo capazes de hidrolisar ligagdes a-1,4-glicosidicas em polissacaridos contendo
trés ou mais unidades de glicose, como 0 amido (DEB et al., 2013; AMID; MANAP, 2014).
Em comparagdo as amilases obtidas a partir de plantas e de animais, as amilases
microbianas apresentam maior estabilidade e possibilidade de producdo em massa de forma
econdmica e de facil manipulagcdo (OLIVEIRA et al., 2007; GURUNG et al., 2013). As
amilases de maior aplicacdo comercial sdo produzidas majoritariamente por bactérias do género
Bacillus, tais como: B. licheniformis, B. stearothermophilus e B. amyloliquefaciens. Essas
enzimas possuem diferentes empregabilidades, atuando na hidrolise de amido para fabricacao
de papel, na indUstria téxtil e alimenticia; na preparagdo de tintas; na producdo de xaropes de
acucar a partir de amido, bem como em setores da agroindustria e engenharia ambiental
(ENSHASY, 2007; BOZIC et al., 2011; ABD-ELHALEM et al., 2015). Amilases, por
catalisarem a hidrolise de grandes moléculas de carboidratos em moléculas menores que
posteriormente podem ser absorvidas pela célula, podem ser utilizadas ainda na transformacéo
de poluentes e remediacdo de aguas residuais (GIANFREDA; RAO, 2004; ALl et al., 2014)

Lipases

As lipases ou éster hidrolases de triacilglicerol (EC 3.1.1.3) sdo uma classe de enzimas
hidroliticas com capacidade de catalisar a hidrdlise de triacilglicerol em glicerol e &cidos graxos
livres. As lipases catalisam ainda a hidrdlise, a transesterificagdo e a sintese de ésteres e exibem
propriedades enantiosseletivas (TREICHEL et al., 2010; SALIHU; ALAM, 2015). As lipases
sdo consideradas enzimas-chave devido suas propriedades multifacetadas, como a elevada
estabilidade em solventes organicos.

Geralmente essas enzimas ndo dependem de cofatores para catalise, e por isso podem
ser amplamente utilizadas em diferentes reacdes de hidrolise que é determinada pelo tipo de
solvente (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; AKOH et al., 2007; SALIHU; ALAM, 2015).
Processos catalisados por lipases oferecem uma boa relagédo custo-eficacia, em comparacéao a
processos tradicionais que podem frequentemente apresentar problemas como grande consumo
de energia e resultar em subprodutos toxicos (SPERB et al., 2015).

Encontradas em uma ampla gama de organismos as lipases produzidas por bactérias
possuem propriedades Unicas. As estruturas quimicas assim como as caracteristicas cinéticas
da enzima podem variar dependendo do microrganismo, género, espécie e da cepa que a produz.
Isso permitem que as lipases microbianas tenham potencial para aplicacdes biotecnolégicas
distintas (MESSIAS et al., 2011; SALIHU; ALAM, 2015).
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Os avangos na biotecnologia associados a clonagem, expressdo e mutagénese, as
técnicas de evolucdo dirigida, bem como as particularidades fisioldgicas dos microrganismos
podem conferir as lipases aspectos importantes como pH e termoestabilidade especificos
necessarios a cada tipo de aplicacdo biotecnolégica (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006;
GOSWAMI; BASU; DE, 2013; SALIHU; ALAM, 2015).

Uma diversidade de setores da indUstria emprega o uso de lipases, tais com: industrias
de alimentos, detergentes, produtos quimicos finos, cosméticos, biodiesel e produtos
farmacéuticos e agroguimicos (SIMONE; HOESL; BUDISA 2016). Existem varias bactérias
produtoras de lipase, mas apenas algumas sd@o comercialmente exploradas como estirpes
selvagens ou recombinantes. Dentre 0s géneros bacterianos produtores de lipase mais utilizados
estdo: Bacillus, Pseudomonas e Burkholderia (GURUNG et al., 2013). Segundo Khoo e
Ibrahim (2009) e Salihu e Alam (2012) lipases alcalinas produzidas pelas bactérias Bacillus sp.
B207 e Pseudomonas paucimobilis podem ser utilizadas como aditivos na formulagdo de
detergente por apresentarem excelente estabilidade em pH entre 7,0 e 9,0 e temperatura
variando entre 30 a 50 °C. Outro uso para as lipases pode ser no tratamento de efluentes com
alto teor de gordura, como evidenciado por Durli, (2007) que observou eficiéncia na remocao
de 6leos e gorduras entre 70 e 90% promovida por lipases de Burkholderia cepacia LTEB11

no tratamento de efluente da inddstria de laticinios.

Celulases

As celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais
celuldsicos, promovendo sua hidrélise (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010). Celulases
pertencem as enzimas carboidratos-ativo (CAZymes), que sdo enzimas com madulos cataliticos
e de ligacdo a hidratos de carbono (ou dominios funcionais) que degradam, modificam ou criam
ligagbes glicosidicas (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2016). Uma celulase por si s ndo é capaz
de despolimerizar completamente a celulose. A hidrélise dessa substancia requer o emprego de
um sistema de celulases (BROWN; BROWN, 2013). Sao necessarios trés tipos de celulases
principais que sinergicamente conferem a hidrdlise completa da celulose. JUTURU; WU,
2014). A endoglucanase (EC 3.2.1.4) ataca as regides de baixa cristalinidade da fibra de
celulose, nas regides internas do polimero, enquanto a exoglucanase (EC 3.2.1.91) remove as
unidades de celobiose da regido livre nas extremidades de cadeia de celulose e finalmente a 3-
glucosidase (EC 3.2.1.21) hidrolisa as unidades de celobiose em glicose (GUPTA; VERMA,
2015).
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Amplamente utilizadas em varias aplicaces industriais, a celulase tem despertado o
interesse ndo so6 da industria de bioetanol, mas também na industria de celulose e papel, téxtil,
detergente, alimentos e racOes, cervejeira e agricola no controle de doencas e patégeno de
plantas e na germinacéo melhorada de sementes (KUHAD, GUPTA, SINGH, 2011; FAWZYA
et al., 2013). A hidrdlise de celulose por enzimas bacterianas é uma estratégia econémica, isso
porque as celulases de origem bacteriana apresentam alta atividade enzimética e
termoestabilidade (GOYAL et al., 2014; SILVA; CARUSO, 2015; MORRELL-FALVEY;
ELKINS; WANG, 2015). Ha atualmente um interesse crescente na celulase bacteriana devido
ao bom potencial de utilizacdo e producdo (FAWZYA et al., 2013). Os avangos nas pesquisas
sobre celulases ocorrem em diversas areas do conhecimento e visam estratégias para otimizagéo
do rendimento, as quais variam do isolamento de novas cepas produtoras ao aumento da
expressdo dessas celulases por meio de manipulagio genética (CASTRO; PEREIRA JUNIOR,
2010).

Dentre as celulases que sdo produzidas por bactérias sobressaem a celulase (EC 3.2.1.4)
alcalina que é expressa pela espécie Bacillus subtilis, que apresenta excelentes propriedades
para as condi¢bes de detergente (JONES; QUAX, 1998). Ja as celulases produzidas pela
bactéria Thermomonospora fusca € utilizado na obtencdo do aspecto desgastado do jeans e
movimenta aproximadamente US $ 40 milhdes em vendas por ano (IRWIN et al., 1998; QUAX,
2013). As celulases podem ainda serem empregadas na hidrolise de biomassas levando ao
aproveitamento integral de residuos agroindustriais, sendo caracterizada atualmente como uma
das mais emergentes aplicaces das enzimas do complexo celulolitico (CASTRO; PEREIRA
JUNIOR, 2010).

Assim, tendo em vista a grande diversidade microbiol6gica, o isolamento, selecdo e
caracterizacdo linhagens bacterianas associadas a plantas de sorgo cultivado no Cerrado é uma
ferramenta fundamental, ao possibilitar a identificacdo de isolados selvagens com potencial
para producéo de enzimas e bioprodutos de qualidade, que resultem em processos que geram

menos prejuizos ambientais.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo morfologica, bioquimica e molecular de bacterias endofiticas
associadas a raizes de plantas de sorgo (Sorghum bicolor, L. Moench) cultivado no Cerrado

goiano.

3.2 Objetivos especificos

l. Selecionar bactérias endofiticas isoladas de sorgo;

. Realizar a caracterizacdo morfoldgica, bioquimica e genética dos isolados
endofiticos de sorgo selecionados;

I Identificar a capacidade para produzir enzimas extracelulares e determinar o indice
enzimatico (IE) dos isolados bacterianos;

IV.  Avaliar a capacidade dos isolados em solubilizar fosfato e determinar o indice de
solubilizacéo (IS);

V. Realizar a analise polifasica com base nos resultados morfofisiolégicos e genéticos

das bactérias endofiticas isoladas de sorgo.
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4, METODOLOGIA
4.1 Material bioldgico

Foram utilizadas bactérias isoladas de sorgo (Sorghum bicolor, L. Moench) cultivado
no Cerrado goiano, mantidas pelo Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da
Universidade Estadual de Goias (UEG), Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas
(CCET).

4.2 Selecdo e manutencao dos isolados

Inicialmente, 300 bactérias foram obtidas a partir de raizes de sorgo cultivadas em solo
de Cerrado, o isolamento foi realizado de acordo com Ferreira, Knupp e Martin-Didonet (2014).
A partir destes isolados, a selecéo das bactérias que foram utilizadas neste estudo foi realizada
com base na capacidade de crescimento em trés meios de cultura (Anexo I). Dois meios sem
fonte de nitrogénio: NFb-lactato (PEDROSA; YATES, 1984) usado para o isolamento de
bactérias do género Azospirillum (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999) e meio
LGI-P semisseletivo para purificacdo e caracterizacdo de Gluconacetobacter spp.
(DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999). Também foi utilizado o meio YMA
semisseletivo para o isolamento de bactérias da familia Rhizobiaceae (HUNGRIA; ARAUJO,
1994) (Anexo I).

De cada meio foram selecionados 8 isolados, totalizando 24 isolados bacterianos
utilizados neste trabalho. Além disso, foram utilizadas em todos 0s ensaios as estirpes padrao:
Azospirillum brasilense (estirpe FP2), Gluconacetobacter diazotroficus (estirpe Pal5) cedidas
pela Universidade Federal do Parana e Rhizobium tropici (estirpe BR 322) cedida pela Embrapa
Agrobiologia.

As bactérias selecionadas foram purificadas em meio sélido (NFb-lac., LGI-P e YMA)
pela técnica de estriamento e incubadas por 72 h a 32 °C. Apds esse periodo, coldnias isoladas
foram inoculadas em 5 ml de meio NFb-lac., LGI-P e YMA em frascos de vidro estéreis e
mantidas sob agitacdo de 140 rpm a 28 °C por 48 h. A etapa seguinte consistiu na transferéncia
de 1,5 mL de cultura bacteriana para micro tubos estéreis, os quais foram centrifugados a 13.000
rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e a massa de células concentrada
foi adicionado 30 pL de glicerol 30%. As amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C,
sendo todo esse processo realizado com periodicidade de seis meses para a renovacao e

manutencao dos estoques.
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4.3 Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica
4.3.1 Coloracao de Gram

Para o teste de coloracdo de Gram foi adotada a metodologia descrita pelo Ministério
da Saude (2001) com modificacdes (Anexo I). Para o teste as amostras foram crescidas em
diferentes meios solidos (NFb-lac., LGI-P e YMA) por 48 h. Uma coldnia foi entdo colocada
em lamina de microscopia, sendo realizado o esfregaco da amostra acrescentando 10 pL de
solucéo fisioldgica estéril. Apds a secagem as laminas foram fixadas em chama, seguida de
coloracéo por cristal violeta (1 min.); lavagem com agua destilada; solugédo de lugol (1 min.);
lavagem com agua destilada; lavagem com etanol-acetona por (20 s); lavagem com &gua
destilada; solugdo de safranina (1 min.) e uma lavagem com agua destilada para finalizar
(Anexo I).

A analise morfoldgica foi realizada por meio de microscopia dptica na objetiva de 100X,
utilizado o microscoépio Leica ICC50 HD. As células foram classificadas quanto a coloracdo
em: bactérias gram-negativas quando apresentaram coloracdo em tons rosa e gram-positivas
para as coradas em violeta (MINISTERIO DA SAUDE, 2001) e quanto & forma segundo
Cappuccino; Sherman (2014).

4.3.2 Morfologia

Para avaliacdo morfoldgica das colbnias, as bactérias foram estriadas em placas de Petri
contendo os meios sélidos (NFb-lac., LGI-P e YMA) e incubadas a 32 °C por 24 h. Para a
analise da morfologia da colénia bacteriana foram adotados os critérios: 1) forma: circular,
irregular, filamentosa ou puntiforme; 2) elevacdo: plana, lenticular, convexa, pulvinada,
umbonada, umbilicada; 3) bordas: lisa, ondulada, lobada, denteada ou filamentosa; 4)
superficie: lisa, rugosa, papilada; 5) brilho: opaca, translicida ou transparente; 6) coloracdo:
pigmentada amarela, creme, branca ou incolor e 7) produgdo de muco: presente abundante,
moderado, escasso ou ausente (HUNGRIA; SILVA, 2011)

4.3.3 Teste de sensibilidade a antibioticos

Na avaliacdo de resisténcia a antimicrobianos o método agar-diluicdo (ANVISA, 2008),
que consistiu na preparacdo dos meios solido NFb-lactato, LGI-P e YMA, acrescidos das
concentragdes de: 30 pg mL™2, 50 ug mL?, 100 ug mL™? e 200 pug mL* dos antibioticos: acido
nalidixico (NAL), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CLO), estreptomicina (EST) e tetraciclina
(TET) preparados de acordo com Hungria; Aradjo (1994).
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O teste foi realizado em triplicatas e o controle negativo consistiu nos meios sélidos
utilizados sem adicéo de antibioticos. Foram inoculadas aliquotas de 10 uL dos pré-indculos
crescidos previamente em caldo batata (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)
(Anexo 1), por 24 h em agitacdo de 140 rpm a 28 °C. As placas inoculadas com as 24 bactérias
e as estirpes padréo FP2, Pal5 e BR322 foram incubadas em estufa por 7 dias a 32 °C ao abrigo
de luz para evitar fotodegradacéo dos antibidticos (HUNGRIA; ARAUJO, 1994). Apds esse
periodo as amostras foram avaliadas quanto ao seu crescimento ou ndo em comparacao ao

controle negativo.

4.3.4 Teste de crescimento em fonte de carbono

Para avaliar a capacidade dos isolados bacterianos para metabolizar diferentes fontes de
carbono, os 24 isolados e as estirpes padrdo (FP2- A. brasilense, Pal5- G. diazotroficus e BR
322- R. tropici) foram cultivados em caldo minimo (HUNGRIA; ARAUJO, 1994) (Anexo I),
acrescido individualmente das fontes de carbono: &cido maleico, &cido mélico, &cido nicotinico,
acido succinico, arabinose, glicerol, glicose, frutose, inositol, manitol, manose, sacarose,
sorbitol e trealose.

Os ensaios foram realizados em triplicatas e os pré-inoculos utilizados foram crescidos
em caldo batata submetidos a agitacdo de 140 rpm e temperatura de 28 °C por 24 h. Aliquotas
de 50 uL de amostra foram inoculada em 1 mL de caldo minimo utilizando para incubacao
placas “deep well” de 96 pogos sob agitacdo por 72 h. Apos esse periodo 200 uL. das amostras
foram transferidas para placas de fundo chato e submetidas a leitura no Espectrofotdmetro de
Microplacas Epoch® sob o comprimento de onda de 600 nm para verificar o crescimento
bacteriano por meio da densidade Optica.

Ja para avaliar a utilizacdo da fonte de carbono citrato de sédio foi usado o meio sélido
citrato de Simmons de acordo com Teixeira; Ferreira; Santos (2008) (Anexo I). O teste foi
realizado em triplicatas e consistiu na distribuicdo de 5 mL de meio solido em frascos de vidro
estéreis. Apos secagem foram inoculados 10 pL de pré-indculo crescido em caldo batata por 24
h a 28 °C sob agitacdo a 140 rpm. A avaliacdo do resultado foi determinada de acordo com
padrdes de alteracdo de cor do meio, sendo interpretado como positivo quando houve mudanga
da coloragéo de verde para azul, resultante da formac&o de carbonato de sodio. A permanéncia
da coloragéo verde do meio foi designada como negativo para uso de citrato como fonte de

carbono.
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4.3.5 Deteccao de sideréforos

Na deteccéo da presenca de compostos com atividade quelante de Fe3*, empregou-se o
método universal CAS (Cromo Azul S) (SCHWYN; NEILAND, 1987). Para o ensaio, foi
utilizada placa de fundo chato, na qual foram pipetados 100 pL de pré-indculo crescido por 24
h em caldo batata e adicionado 100 pL do reativo de CAS. O branco consistiu em 100 pL de
caldo batata sem in6culo acrescido de 100 pL de solugdo CAS, o teste foi realizado em triplicata
e deixado reagir por 30 minutos protegido da luz. O resultado foi avaliado e determinado como

positivo quando houve alteracao da cor.

4.3.6 Testes enzimaticos
4.3.6.1 Teste de catalase

A atividade da enzima catalase foi avaliada segundo MacFaddin (1980) em meio sélido
semisseletivo (NFb-lac., LGI-P e YMA). O teste, realizado em triplicatas, consistiu na
inoculacdo de 10 uL de pré-indculo crescidos em caldo batata por 24 h a 28 °C sob agitacdo a
140 rpm. Apds este periodo, as amostras foram incubadas em estufa a 32 °C por 48 h e entéo
foi adicionado sobre a colonia 50 pL de peréxido de hidrogénio (H202) a 3%. Apds 3 min., foi
verificado se houve liberacdo de O> na forma de bolhas sendo constatado como resultado
positivo para atividade da catalase (MADIGAN et al., 2012).

4.3.6.2 Teste de urease

Para a atividade da enzima urease, foi utilizado o meio sélido uréia (CHRISTENSEN,
1946), seguindo a metodologia de analise proposta por Teixeira; Ferreira; Santos (2008) (Anexo
). O teste foi feito em triplicatas e para sua realizacdo o volume de 5 mL de meio ureia foi
distribuido em frascos de vidro que em seguida foram inoculados com 10 pL de pré-inoculo.
As amostras foram mantidas sob incubacdo a 32 °C durante 72 h. A interpretacdo da reagéo
positiva ou negativa da acéo da urease foi realizada por observacéo de alteracdo da cor do meio.
A atividade positiva da urease foi detectada pela alteracdo de amarelo para a cor rosa-pink,

sendo interpretado como negativo a permanéncia da coloracdo amarela.

4.3.6.3 Teste de reducédo de nitrato
A atividade da enzima nitrato redutase foi realizado utilizando a metodologia proposta
por Neyra et al. (1977). As bactérias foram crescidas por 48 h em diferentes meios sélidos (NFb,

LGI-P e YMA) a 32 °C. O teste foi realizado em triplicatas e o procedimento consistiu na
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inoculagdo dessas bactérias em frascos de vidro contendo 4 mL do meio de cultura semissdlido
NFb-lac. acrescido de nitrato de potassio (KNOs) 1 g L em seguida as amostras foram
incubadas a 32 °C por 72 h. ApoOs esse periodo de incubacdo os tubos foram agitados
vigorosamente para verificar a presenca de 6xido nitroso. Foram consideradas como positivas
as culturas onde a formacéo de bolhas foi constatada, o que indica, a fermentacdo anaerdbica
resultante da conversdo de nitrato (NO*) em 0Oxido nitroso (NO2) (NEYRA et al., 1977). A

auséncia de bolhas foi considerada como negativo para atividade da enzima nitrato redutase.

4.3.6.4 Avaliagéo qualitativa da enzima nitrogenase

Para este teste as bactérias isoladas de sorgo e estirpes padrdo FP2, BR322 e Pal5, foram
inoculadas em 4 mL dos meios de cultura semissélido NFbHP livre de nitrogénio (PEDROSA;
YATES, 1984) (Anexo I). A determinacdo da provavel capacidade de fixar nitrogénio se deu
de acordo com a formacdo de uma pelicula aerotéxica tipica de aparéncia leitosa proximo a
superficie do meio (DOBEREINER et al., 1995).

4.3.6.5 Teste de deteccdo de enzimas extracelulares

A deteccdo da producdo de enzimas extracelulares foi realizada segundo a metodologia
descrita por Cappuccino; Sherman (2014). Os isolados bacterianos utilizados no estudo foram
testados quanto a capacidade de producdo de enzimas extracelulares com base no cultivo em
meio de cultura sélido em placas de Petri acrescido do substrato especifico para cada enzima

extracelular testada, conforme (Tabela 1).

Tabela 1. Relagdo da atividade enzimética, meios de cultura e periodo de incubacdo para o teste de triagem de
atividade enzimatica dos isolados bacterianos estudados.

Enzima Substrato Periodo de incubacéo
Amilases Amido 5 dias
Proteases Leite 3 dias
Celulases CMC 7 dias

Lipases Tween 5 dias

Para avaliacdo da atividade da celulase em meio CMC, o halo de degradacéo foi
revelado pelo acréscimo de solucdo de vermelho congo 0,1% seguido de lavagem com solucéo
de NaCl 1 mol L (DINESH et al., 2015). Para a avaliacio da atividade enzimatica foi
determinado segundo Hankin e Anagnostakis (1975), o indice enzimatico (IE) obtido pela

férmula;
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IE = Oh

Onde:

IE = indice enzimatico;

@c = diametro da colonia (cm);
@h = diametro do halo (cm).

Para determinacao da eficiéncia da producédo de enzimas extracelulares os valores de IE
< 0,99 foram considerados negativos para producdo de halo de degradagao e valores de IE >
1,0 foram considerados positivos. As bactérias que apresentaram valores de indice enzimatico
(IE) superior a 1,5 foram consideradas boas produtoras de enzimas extracelulares.

4.3.6.6 Solubilizacéo de fosfato

A fim de verificar a capacidade de solubilizagdo de fosfato foram utilizados os meios:
GL (SYLVESTER-BRADLEY et al. 1982), Pikovskaya - PVK (PIKOVSKAYA, 1948), e
NBRIP (NAUTIYAL, 1999) (Anexo I). Para avaliar a capacidade de solubilizar fosfato de
aluminio (P-Al), foi utilizado o meio GL adaptado de acordo com Hara; Oliveira (2005) o qual
foi acrescido de KoHPO4 e AICI3 e 0 pH ajustado para 4,5. Os testes foram feitos em triplicatas
e 0s pré-indculos foram crescidos em caldo batata por 48 h mantidos sob agitacéo a 140 rpm a
uma temperatura de 28 °C.

Apos este periodo, uma aliquota de 10 pL foi inoculada em placa contendo os meios
solidos NBRIP, PVK, GL (P-Ca) e GL (P-Al). As placas foram incubadas a uma temperatura
de 32 °C por 7 dias para avaliacdo em meio PVK e por 15 dias nos meios solido NBRIP, GL
(P-Ca) e GL (P-Al). A avaliacdo da capacidade de solubilizar fosfato se deu pela determinacao

do indice de solubilizacdo (IS) segundo Hankin e Anagnostakis (1975).

IS = Q)h/@c

Onde:
IS = indice enzimatico;
@c = diametro da colbnia (cm);

@h = diametro do halo (cm).



35

Os isolados que apresentaram IS igual ou abaixo de 0,99 foram considerados negativos
para producdo de halo solubilizacdo de fosfato. Os valores de IS > 1,0 foram considerados

positivos e isolados com IS > 1,5 foram considerados bons solubilizadores de fosfato.

4.4 Caracterizacdo genética
4.4.1 Extracdo DNA

Para realizacdo de andlises moleculares, as 24 bactérias isoladas de sorgo e estirpes
padrdo FP2, BR322 e Pal5 foram submetidas ao procedimento de extracdo de DNA adaptado
de Reis Janior et al. (2004). As bactérias foram crescidas em meio NFb-Lactato, LGI-P e YMA
acrescidos de 10 pg mL™* de ampicilina e 20 ug mL™ de acido nalidixico e incubadas por 24-
72 ha 28 °C sob agitacdo a 140 rpm. Apos esse periodo, aliquotas de 4 mL foram centrifugadas
por 3 min., e o sobrenadante descartado. A massa de células concentrada foi entdo lavada com
solucdo salina (NaCl 0,9%) e novamente centrifugado para remocdo de residuos do
metabolismo celular e do meio de cultura.

O concentrado de células foi ressuspendido e delicadamente homogeneizado em 1.000
uL da solugdo de lise e incubado em banho termostatizado por 10 minutos a 80 °C. Em seguida
as amostras foram submetidas a resfriamento em banho de gelo por 5 minutos, e entdo
acrescidas de 8 pL de solugao de RNAse (10 mg mL™?) e incubados por 1 h a 37 °C. Para
interrupcdo da atividade enzimatica da RNAse as amostras foram novamente levadas ao
resfriamento em banho de gelo por 5 minutos. A precipitacdo do DNA foi obtida pela adicéo
de 200 pL de NaCl (0,5 M) as amostras foram incubadas por 30 minutos sob a temperatura de
-20 °C e entéo centrifugadas a 13.000 rpm por 30 min.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo ja contendo 600 pL de isopropanol
gelado sendo novamente incubados por 30 minutos sob a temperatura de -20 °C, seguido de
nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 25 minutos. O sobrenadante ent&o foi descartado e foram
adicionados 600 pL de solug¢do de etanol 70% com posterior centrifugacao a 13.000 rpm por
15 minutos para lavagem do precipitado. Apds o descarte do sobrenadante, os tubos foram
deixados em posicdo invertida para secagem por aproximadamente 1 h em temperatura
ambiente. O DNA extraido foi entdo, ressuspendidos em 30 pL de tampao T10E1 (10 mM Tris-
Cl,pH 7.5e 1 mM EDTA) a fim de conservar o DNA e prevenir a agdo de exonucleases. As
amostras foram armazenadas a -20 °C em ultra freezer (Q315U-32 Quimis®) para utilizagédo

em analises posteriores.
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4.4.2 Amplificacdo em PCR da regido espacadora intergénica 16s-23S rRNA

Os DNAs extraidos dos 24 isolados de sorgo e estirpes padrdo FP2, BR322 e Pal5 foram
utilizados na caracterizacdo molecular realizada por meio da técnica de PCR. A amplificacdo
em PCR foi realizada para a regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA onde foram
utilizados os primers: pHr (reverse) (5’-TGC GGC TGG ATC ACC TCC TT-3") e p23SROI
(5>-GGC TGC TTC T AA GCC AAC-3") (MASSOL-DEYA et al.,1995) (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢do da mistura reacional PCR regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA.

Mistura reacional para PCR Volume
H>0 estéril 14,6 L
Tampéo PCR - GeneDireX® 2,0 uL
dNTP 0,2 uL
Primer 1 Sigma-Aldrich® 0,2 uL
Primer 2 Sigma-Aldrich® 0,2 uL
Taq polimerase - GeneDireX® 15U
DNA 1,0 ulL
Volume da Reagdo 20 uL

O protocolo de ciclos para amplificacdo em PCR da regido espagadora intergénica 16S-
23S rDNA foi modificado de Reis Junior et al. (2004) e consistiu em quatro etapas: primeiro a
desnaturacao inicial ocorrida a uma temperatura de 94 °C durante 4 min. em apenas um ciclo;
a segunda etapa englobou a desnaturacédo a 94 °C por um min., seguida do anelamento a 62 °C
por 45 s e extensdo com temperatura de 72 °C também por 45 s com 30 repeticGes e finalmente
a extensdo terminal a 75 °C durante 5 min. composta por apenas um ciclo.

Os produtos de PCR obtidos da amplificacdo da regido espacadora intergénica 16S-23S
foram revelados por eletroforese com gel de agarose. Para isso foi utilizada uma amostra de
1uL da reacdo de PCR, e gel de agarose 1,2% imerso em tampé&o TBE 1X (Tris-borato-EDTA,
pH 8,0), sendo aplicada uma corrente elétrica de 90 volts durante 1 h. Para comparacdo do
padrdo eletroforético obtido, foi utilizado o marcador de peso molecular 1Kb-DNA-Ladder da
BioLabs®. O gel foi corado em brometo de etidio (1 mg mL™?) (SAMBROOK, FRITSCH,
MANIATIS, 1989) e entdo observado e fotografado por meio do transiluminador UV Multi
Doc-It Imaging System® (UVD) com camera digital acoplada.

4.5 Analise de dados
Os dados morfoldgicos e bioquimicos assim como o0s indices enzimaticos e de
solubilizacdo foram analisados por estatistica descritiva cujos resultados foram expressos em

porcentagem usando o software Microsoft Excel® pacote Office 2016.
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Os dados bioquimicos e moleculares também foram submetidos separadamente a
andlise de agrupamento. Os dados foram utilizados para gerar uma matriz binaria (presenca /
auséncia) para avaliar a similaridade entre os 24 isolados e as 3 estirpes padrdo. Os indices de
similaridade foram estimados pelo coeficiente de similaridade de Jaccard (J) e o agrupamento
foi realizado pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method WithArithmetic Mean),
utilizando o software NTSY Spc 2.02i Applied Biostatistics (Ikeda et al., 2013).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de 300 bactérias isoladas de sorgo, foram selecionados um total de 24 isolados
a partir dos trés meios semisseletivos utilizados (NFb-lac., LGI-P e YMA). Oito bactérias foram
selecionadas do meio NFb-lac.: NS14, NS15, NS23, NS24, NS32, NS37, NS48, NS77. Em
meio LGI-P foram selecionados os isolados: LS2, LS6, LS23, LS28, LS29, LS62, LS80, LS82.
No meio YMA foram obtidos os isolados: YS10, YS25, YS26, YS27, YS54, YS59, YS63 e
YS66.

5.1 Caracterizacdo morfologica e bioquimica
5.1.1 Coloragéo de Gram e morfologia celular

Apesar da morfologia celular bacteriana ser uma determinacdo genética, variacdes
podem ocorrer em decorréncia das condi¢des ambientais as quais 0 microrganismo esta
submetido (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). A partir da coloragdo de Gram, todas as
bactérias isoladas de sorgo assim como as estirpes padrdo FP2, BR322 e Pal5 foram
classificados como bactérias gram-negativas. Entre os 24 isolados de sorgo selecionados 25%
apresentaram morfologia de bacilos e 75% de cocos. As estirpes padrdo utilizados pertencem
aos géneros: Azospirillum (FP2), Rhizobium (BR322) e Gluconacetobacter (Pal5), e foram
classificados como bacilos gram-negativos, estando de acordo com a literatura (HALL; KRIEG,
1984; BODDEY; URQUIAGA; DOBEREINER, 1991; HUNGRIA; ARAUJO, 1994;
GARRITY; HOLT, 2001).

Os resultados obtidos diferem dos observados por Pérez et al. (2010), que verificou entre
37 bactérias isoladas de sorgo produzido em Cuba, apenas 29,7% isolados gram-negativos. De
acordo com Moreira e Siqueira (2006) a ampla diversidade morfoldgica das bactérias esta

intimamente ligada a grande diversidade existente de espécies associadas a plantas.

5.1.2 Morfologia da colénia

Para as caracteristicas morfoldgicas foi verificado que 62,5% das bactérias isoladas de
sorgo apresentaram elevacdo umbilicada, presenca de coldonias com pigmento creme e borda
lobada da col6nia (Tabela 3). A producdo de muco foi observada em 66,7% dos isolados. Foi
identificada forma irregular em 50% dos isolados, enquanto brilho translicido foi verificado
em 41,7% das bactérias (Tabela 3).



39

Tabela 3. Morfologia da coldnia de 24 bactérias isoladas de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrdo FP2
(A. brasilense), BR322 (R. tropici) e Pal5 (G. diazotrophicus).

Morfologia da colbnia

Bacterias Forma Elevacdo Bordas Superficie Brilho Cor Muco
NS14 Circular Umbilicada Lisa Lisa Opaca Creme Escasso
NS15 Circular Lenticular Lisa Rugosa Opaca Creme Ausente
NS23 Circular Umbilicada Lisa Lisa Opaca Creme Ausente
NS24 Circular Umbilicada Lisa Lisa Opaca Creme Ausente
NS32 Circular Umbilicada Lisa Lisa Opaca Creme Escasso
NS37 Circular Umbilicada Lisa Lisa Opaca Creme Escasso
NS48 Puntiforme ~ Umbonada Lobada Papilada Translucida Creme Ausente
NS77 Puntiforme ~ Umbonada Lobada Papilada Translucida Creme Ausente

LS2 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Escasso
LS6 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Escasso
LS23 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Ausente
LS28 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Escasso
LS29 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Escasso
LS62 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Escasso
LS80 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Escasso
LS82 Irregular Umbilicada Lobada Lisa Transparente  Incolor Escasso
YS10 Circular Umbilicada Lisa Lisa TranslGcida ~ Amarelo Escasso
YS25 Circular Convexa Lobada Lisa Transllcida Creme Ausente
YS26 Irregular Convexa Lobada Lisa Translicida Creme Escasso
YS27 Irregular Convexa Lobada Lisa Translucida Creme Escasso
YS54 Filamentosa  Convexa Filamentosa Lisa Transllcida Creme Ausente
YS59 Irregular Umbilicada  Filamentosa Lisa Translucida Creme Escasso
YS63 Circular Convexa Lobada Lisa Transltcida Creme Escasso
YS66 Irregular Convexa Lobada Lisa Translucida Creme Escasso
FP2 Circular Convexa Lisa Lisa Transllcida Creme Ausente
Pal5 Circular Convexa Lobada Lisa TranslGcida ~ Amarelo Ausente
BR322 Circular Convexa Lisa Lisa Transllcida Creme Escasso

Pérez et al. (2010) caracterizaram bactérias endofiticas isoladas de raiz de sorgo e 70,3%
dos isolados apresentaram colonias de elevagdo umbilicada e forma irregular (81%), similares
aos resultados obtidos para os isolados aqui avaliados. Os resultados foram diferentes para cor
e o brilho da colénia, onde 83,8% dos isolados destes autores apresentaram col6nias brancas
opacas.

Para Neiverth (2012), a caracterizacdo morfoldgica da colénia pode ser util como
ferramenta para o estudo de um maior nimero de representantes das populagdes, tornando
possivel agrupar individuos morfologicamente semelhantes. Segundo Gaiero et al. (2013) a
caracterizagdo e analise morfoldgica das colbnias é parte complementar aos testes moleculares
atualmente utilizados.

Como resultado foi possivel ainda observar que entre as 24 bactérias estudadas houve
uma tendéncia de similaridade das caracteristicas apresentadas entre os isolados de um mesmo

meio semisseletivo (Tabela 3). Moreira et al. (2010) destacam a importancia de se conhecer as
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caracteristicas fenotipica de uma populagdo bacteriana associadas a plantas, uma vez que aliada
a aspectos genéticos sao importantes ferramentas para compreensdo dos fatores que influenciam

a fisiologia desses microrganismos.

5.1.3 Teste de sensibilidade a antibioticos

Segundo Hawkey (1998) os mecanismos de resisténcia aos antibioticos podem ocorrer
naturalmente como resultante de aspectos biolégicos do proprio microrganismo. Nos testes de
sensibilidade a antibidticos foi considerado para avaliacdo dos resultados a concentracdo
méxima testada de 200 ug mL* (Figura 1).

Figura 1. Isolados bacterianos resistentes a concentragdo de 200 pg mL™* dos antibidticos EST (estreptomicina),
AMP (ampicilina), TET (tetraciclina) e CLO (clorafenicol).

AMP CLO

EST TET
€) - NS14, NS23, NS48, LS6, LS29, LS82, Pals ©-1s23
© - YS10, YS25, YS26, YS27, YS63 0O - YS66
© - NS15,NS37,L.S28, LS80 © - 1S2, LS62, BR322
© - NS24, NS32,NS77 ©-rp2

Dos 24 isolados testados 62,5% apresentaram sensibilidade ao antibidtico
estreptomicina (EST) e 41,7% ao antibidtico ampicilina (AMP). Assim como a estirpe padrdo
FP2 33,3% e 20,8% dos isolados foram sensiveis a tetraciclina (TET) e cloranfenicol (CLO)
respectivamente. Todos os isolados e estirpes padréo (FP2, Pal5 e BR322) utilizadas no teste
apresentaram resisténcia ao acido nalidixico (NAL) (Tabela 4).
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Tabela 4. Resisténcia de 24 isolados de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrio para concentragdes (30, 50, 100 e 200 ug mL?) de diferentes antibiéticos.

Bactéria Ampicilina Cloranfenicol Estreptomicina Tetraciclina Acido nalidixico %
30 50 100 200 30 50 100 200 30 50 100 200 30 50 100 200 30 50 100 200 CIDAC

NS14 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100
NS15 + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + 80
NS23 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100
NS24 - - - - + + + + - - - - + + + + + + + + 60
NS32 + - - - + + + + - - - - + + + + + + + + 65
NS37 + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + 80
NS48 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100
NS77 - - - - + + + + - - - - + + + + + + + + 60
LS2 + + + + + + + - + + + + + + + + + + + + 95
LS6 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100
LS23 + + + + + + + - + + - - + + + + + + + + 85
LS28 + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + 80
LS29 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100
LS62 + + + + + + - - + + + + + + + + + + + + 90
LS80 + + + + + + + + + - - - + + + + + + + + 85
LS82 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100
YS10 + - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 45
YS25 - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 40
YS26 + - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 45
YS27 + + - - + + + + - - - - - - - - + + + + 50
YS54 - - - - + + - - - - - - - - - - + + + + 30
YS59 - - - - + - - - + + + - - - - - + + + + 40
YS63 + + + - + + + + + + + - + + + - + + + + 85
YS66 + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + 95
FP2 + + + + + - - - + + + + - - - - + + + + 65
Pal5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100

BR 322 + + + + + + + - + + + + + + + + + + + + 95

CII(;/?AC 815 704 66,7 63,0 100 92,6 852 74,1 59,3 55,6 519 444 741 741 741 66,7 100 100 100 100

%CIDAC - Percentual de crescimento do isolados nos diferentes antibiéticos e concentracdes.
%CIPAC - Percentual de crescimento dos isolados por antibiotico em cada concentracao.



42

A versatilidade genética e metabdlica das bactérias sdo fatores que influenciam a
eficiéncia adaptativa tornando-as eficientes colonizadores de ambientes ricos em recursos ou
de extrema competicdo. Frente as pressdes ambientais, a resisténcia a antibidticos que as
bactérias apresentam é um tipo de estratégia de sobrevivéncia, adaptacdo e competitividade por
habitat (LEVY, 1997; BRADER et al., 2014).

Ikeda et al. (2013) na caracterizacdo de 217 bactérias endofiticas isoladas de milho
verificou que 87% de isolados foram sensiveis a tetraciclina (50 pg mL™). Altos percentuais
também foram verificados entre isolados de sorgo no Uruguai em um estudo desenvolvido por
Mareque et al. (2015), que observou resisténcia de 63% a acido nalidixico, 89% a
estreptomicina e 81% a tetraciclina das 188 bactérias avaliadas na pesquisa. Esses resultados
sdo divergentes ao verificado para os isolados de sorgo aqui testados que foram sensiveis aos
antibidticos estreptomicina, tetraciclina, ampicilina e cloranfenicol, e apresentaram resisténcia
a &cido nalidixico (Tabela 4). Isso sugere que as bactérias isoladas de sorgo apresentam alta
capacidade de adaptacdo e competicdo, tendo em vista a grande a diversidade e o estresse

abiotico que o bioma Cerrado proporciona.

5.1.4 Teste de crescimento em fonte de carbono

Os 24 isolados de sorgo avaliados foram capazes de utilizar a maioria das diferentes
fontes de carbono utilizadas, demonstrando grande amplitude metabdlica quanto ao uso de
fontes de carbono (Tabela 5). Entre as fontes testadas a mais restritiva ao crescimento
bacteriano foi 0 acido nicotinico para o qual ndo houve crescimento dos isolados bacterianos
testados e estirpes padrdao FP2, BR322 e Pal5. O acido maleico foi a segunda fonte mais
restritiva, onde 91,7% dos isolados ndo apresentaram crescimento (Tabela 5).

Os isolados foram mais eficientes na utilizacdo das fontes de sacarose, trealose e citrato
(100%), seguido de manitol (96,3%) e acido succinico, glicose, manose e sorbitol com 92,6%
das bactérias testadas (Tabela 5). Os isolados NS32, NS37 e YS10 apresentaram crescimento
em 86,7% das fontes testadas e, portanto, foram considerados os mais eficientes no uso das

diferentes fontes de carbono fornecidas (Tabela 5).
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Tabela 5. Utilizacdo de fontes de carbono para as 24 bactérias isoladas de sorgo e estirpes padrdo FP2 (A. brasilense), PAI5 (G. diazotrophicus) e BR322 (R. tropici).
Bactéria IMA° MaA NCA SCA ARA  FTS GCS GCR INT MNT MNS SCS SBT TLS CTT % CIDFC

NS14 + - - + - - + + - + - + + + + 60
NS15 + - - + - + + - - + + + + + + 66,7
NS23 + - - + - + + - - + + + + + + 66,7
NS24 + + - + + + + - - + + + + + + 80
NS32 + - - + + + + + + + + + + + + 86,7
NS37 + - - + + + + + + + + + + + + 86,7
NS48 + - - + - + - - + - + + + + + 60
NS77 + - - + - + + + + + + + + 66,7
LS2 + - - + - + + - - + + + + + + 66,7
LS6 + - - + - + + - + + + + + + 66,7
LS23 - - - + - + + - - + - + + + + 53,3
LS28 + - - + - + + - - + + + + + + 66,7
LS29 + - - + - - + - + + + + + + + 66,7
LS62 + - - + - + + - - + + + + + + 66,7
LS80 - - - + - - + - - + + + + + + 53,3
LS82 + - - + - - + - - + + + + + + 60
YS10 + - - + + + + + + + + + + + + 86,7
YS25 + - - + - + - - - + + + + + + 60
YS26 + + - + - + + - - + + + + + + 73,3
YS27 + - - - - + + - - + + + - + + 53,3
YS54 + - - + - + + - + + + + + + + 73,3
YS59 + - - - - - + + + + + + - + + 60
YS63 + - - + - + + - - + + + + + + 66,7
YS66 + - - + + - + - + + + + + + + 73,3
Pal5 - - - + + + + + - + + + + + + 73,3
FP2 + - - + - - + - - + + + + + + 60
BR322 + - - + - - + + + + + + + + + 73,3

% ICPFC 88,9 7.4 0 92,6 22,2 66,7 92,6 25,9 37 96,3 92,6 100 92,6 100 100
!Fontes de carbono: MA= acido malico, MaA= acido maleico, NCA= acido nicotinico, SCA= acido succinico, ARA= arabinose, FTS= frutose, GCR= glicerol, GCS= glicose,
INT= inositol, MNT= manitol, MNS= manose, SCS= sacarose, SBT= sorbitol TLS= trealose e CTT= citrato.
%CIDFC - Percentual de crescimento do isolado nas diferentes fontes de carbono. %ICPFC - Percentual de isolados com crescimento positivo para cada fonte de carbono.
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A capacidade de utilizar uma grande variabilidade de fontes de carbono é observada por
Ikeda et al. (2013) e Mareque et al. (2015) que também verificaram ampla capacidade no uso
de diferentes fontes de carbono por isolados bacterianos de milho e de sorgo respectivamente.
Esses dados corroboram com o estudo de Fernandes Junior et al. (2012), que relatam a
eficiéncia de bactérias endofiticas isoladas de guandu, na utilizacdo de frutose (92%) e glicose
(89%), ja para a utilizacdo de &cido mélico para os isolados de guandu (19%) a percentagem
foi bem inferior aos resultados obtidos para os isolados de sorgo estudados (Tabela 5).

A exemplo dos isolados testados, a estirpe padrdo BR322 (R. tropici) também néo foi
capaz de crescer quando fornecido &cido nicotinico como fonte de carbono, estando de acordo
com os achados de Berge et al. (2009) que evidencia que a baixa capacidade para metabolizar
esse tipo de fonte de carbono, é uma caracteristica apresentada por bactérias Rhizobium.

A eficiéncia no uso de citrato também foi observada por Khalifa et al. (2016) na
caracterizacdo de bactérias endofiticas isoladas de raizes de espécies de plantas de ndo-
nodulantes. Teixeira; Ferreira; Santos (2008) observaram que isolados de milho foram mais
eficientes na utilizacdo de citrato em comparacdo a isolados de cana-de-agUcar e outras
gramineas que apresentaram resultados negativos.

A variagdo da capacidade me metabolizacdo de diferentes fontes de carbono estéo
diretamente relacionados com a maquinaria metabolica, sendo possivel supor que os isolados

de sorgo estudados possuem uma ampla capacidade metabdlica.

5.1.5 Deteccao de sideroforos

No teste de deteccdo de sideroforos foi verificado que os 24 isolados bacterianos
testados, assim como as estirpes padrdo FP2 e BR322, apresentaram resultado negativo. A
estirpe padrdo Pal5 foi a Unica a apresentar alteracdo de cor sendo, portanto, considerada
positiva para a presenca de siderdforos.

A capacidade de producdo de sideréforo é uma caracteristica de efeito indireto sobre a
promogcéo de crescimento das plantas (GLICK, 2012). Uma vez que sideroforos promovem o
sequestro da maioria do Fe*3 disponivel no ambiente, bactérias que produzem esses compostos
apresentam a capacidade de prevenir a proliferacdo de fitopatogenos no ambiente rizosfeérico,
facilitando assim o crescimento vegetal (OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003). Desta
forma, ndo foram detectados atividade de sideroforos para os isolados de sorgo estudados pela

metodologia utilizadas, mas novos testes deveréo ser realizados para confirmacao destes dados.
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5.1.6 Testes enzimaticos
5.1.6.1 Catalase

No teste de atividade de catalase 95,8% dos isolados, assim como as estirpes padrao
FP2, Br322 e Pal5, apresentaram resultado positivo (Tabela 6), apenas para o isolado NS23 foi
considerado negativo para essa enzima. Resultados semelhantes foram observados por Kumar
etal. (2012) e Carvalho et al. (2016), na avaliacéo de bactérias isoladas da rizosfera, onde todos
os isolados bacterianos testados no estudo foram capazes de produzir catalase.
Tabela 6. Avaliagdo da atividade enzimética de catalase, nitrato redutase, urease e nitrogenase para as 24

bacteérias isoladas de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrdo FP2, BR322 e Pal5 (G. diazotrophicus).
Atividade enzimatica

Bactéria

CLS URS NTT NTG % IAE
NS14 + + + + 100
NS15 + + + + 100
NS23 - + + + 75
NS24 + + + + 100
NS32 + + + + 100
NS37 + + + + 100
NS48 + + + + 100
NS77 + + + + 100
LS2 + + + + 100
LS6 + + - + 75
LS23 + + + + 100
LS28 + + + + 100
LS29 + + + + 100
LS62 + - + + 75
LS80 + + + + 100
LS82 + + + + 100
YS10 + + + - 75
YS25 + + + + 100
YS26 + + + + 100
YS27 + + + + 100
YS54 + + + - 75
YS59 + + + + 100
YS63 + + + + 100
YS66 + + + + 100
Pal5 + - + + 75
FP2 + + + + 100
BR322 + + + - 75
% IAEPE 96,3 92,6 96,3 88,9
+ = atividade positiva ; - = atividade negativa

%IAE - Percentual de isolados com atividade enzimatica.
%I AEPE - Percentual de isolados com atividade enzimatica positiva por enzima.

A catalase distinguem-se mais notavelmente de outras enzimas metabolizadoras de
peroxidos por ndo exigir um redutor ao catalisar uma reacéo e exibem elevada especificidade

para H2O. (MHAMDI et al., 2010). A atividade da catalase pode ser potencialmente vantajosa
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para as estirpes bacterianas, pois estas tendem a ser altamente resistentes ao estresse ambiental,
mecénico e quimico (KUMAR, et al., 2012). Assim, a atividade da enzima catalase identificada
em 95,8% dos isolados avaliados pode conferir resisténcia a essas bactérias tornando-as
promissoras, por exemplo, para a pesquisa cientificas que necessitem testes em condicdes de

estresse ambientais.

5.1.6.2 Urease

A atividade positiva para urease foi observada em 95,8% dos isolados bacterianos
avaliados. Apenas o isolado LS62 e a estirpe padrdo Pal5 G. diazotrophicus apresentaram
resultados negativos para este teste (Tabela 6). Esses resultados diferem dos observados por
Gayathri et al. (2010) e Teixeira; Ferreira; Santos (2008), onde obtiveram resultados negativos
para urease na maioria das bactérias isoladas de solos de Cerrado e de plantas de algod&o, milho
cana-de-acgUcar e outras gramineas. A urease, e os fatores que influenciam em sua atividade,
tem importancia elevada tendo em vista seu papel na ciclagem de nutrientes do solo e atuacédo
no ciclo do nitrogénio apresentando, portanto, grande potencial para aplicacdo em praticas
agricolas como fertilizante (MOBLEY; HAUSINGER, 1989; SOARES-NETO, 2015). Assim,
uma vez que 23 dos 24 isolados bacterianos apresentaram reacao positiva para urease, € possivel
inferir que esses isolados possuem a capacidade de utilizar uréia e, portanto, sdo promissores

para a utilizacdo na formulagéo de inoculantes e testes a campo.

5.1.6.3 Reducéo de nitrato

No teste de capacidade de reducéo do nitrato, apenas o isolado LS6 apresentou resultado
negativo, sendo os demais isolados (95,8%) considerados positivos para esse teste (Tabela 6).
Esses resultados séo similares aos relatados por Braga (2012) com 65% e lkeda (2010) com
81% dos isolados avaliados com atividade nitrato redutase positiva, a partir da caracterizacdo
de bactérias endofiticas isoladas de arroz e milho, respectivamente.

A enzima nitrato redutase atua no primeiro passo da reducéo do nitrogénio a partir de
nitrato. Essa enzima é importante na incorporacdo de nitrogénio inorganico em moléculas
organicas complexas, sendo a atividade da redutase de nitrato pode ser fator determinante desse
processo bioldgico essencial (SILVA et al., 2011). Assim, os isolados de sorgo testados foram

considerados como atuantes na ciclagem de nitrogénio inorgéanico.
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5.1.6.4 Avaliacdo qualitativa da enzima nitrogenase

Dos 24 isolados de sorgo avaliados 22 (91,7%) assim como as estirpes padrédo FP2 e
Pal5 apresentaram resultado positivo, evidenciado pela formacéao de pelicula aerotaxica tipica.
Os isolados YS10 e YS54 foram negativos para a presenca da enzima nitrogenase no teste
qualitativo para formacdo de pelicula de fixacdo em meio livre de nitrogénio (Tabela 6).

Ikeda (2010) e Braga (2012) obtiveram resultados similares, nos quais foi observada a
formacdo da pelicula em mais de 90% das bactérias associadas a graminea. Esta técnica é
frequentemente utilizada para identificacdo de bacterias fixadoras de N2, sendo indicado a
realizacdo de testes complementares de carater quantitativo da acdo da nitrogenase, tais como,
o0 teste de reducdo de acetileno a etileno para confirmagdo da capacidade de FBN dessas
bactérias (IKEDA, 2010; BALDANI et al., 2014).

Apesar de estar presente em abundéncia na natureza, o nitrogénio é quase totalmente
encontrado sob a forma molecular (N2), essa forma diatdmica o torna inacessivel as plantas em
decorréncia da forte ligacdo tripla que une as duas moléculas (GALLOWAY et al., 2003). Para
manter o alto rendimento, na agricultura moderna essa limitacdo de nitrogénio é contornada
com a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados produzidos pelo processo de Haber-Bosch
(GALLOWAY et al., 2003; GEDDES et al., 2015). No entanto, o uso de fertilizantes
nitrogenados industriais eleva o0s custos de producdo e manutencdo da lavoura
(WILLIAMSON, 2011). Além disso, a utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados pode
desencadear problemas ambientais por apresentar perdas elevadas por lixiviagdo (CRISPINO
etal., 2001).

Portanto, o uso de bactérias FBN representa atualmente uma alternativa ao uso de
fertilizantes industriais e permite a reducdo no custo da producdo agricola, com a vantagem de
ser uma técnica ecoldgica e que torna possivel a conservacdo do equilibrio em sistemas
agroambientais (LOPES; MORAES; LANG, 2016). Nessa perspectiva, os isolados aqui
avaliados podem ser considerados PGPB com potencial para futuramente serem empregados

como inoculantes para sorgo e outras gramineas.

5.1.6.5 Producéo de enzimas extracelulares
Para producdo de enzimas extracelulares lipase celulase e protease nos isolados
apresentaram indices enzimaticos (IE) variando entre 1,0 e 2,2. Em 70,8% dos isolados foi

identificada a atividade de lipase, 50% para celulase e 4,2% para protease (Figura 2). Valores
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de IE superiores a 1,5 foram observados 50% isolados no teste de lipase e 25% bactérias em
meio CMC, e apenas o isolado NS77 no teste de protease representando 4,2% (Figura 2).

Na avaliacdo de atividade da enzima amilase os resultados obtidos foram negativos para
todas as bactérias. Diferentemente Oliveira et al. (2006), utilizando 67 isolados identificaram

que 32,8% apresentaram atividade amilolitica para os isolados de rizobio nativos da Amazonia.

Figura 2. Percentual de isolados de sorgo com indice enzimético igual ou superior a 1,0 (IE > 1,0= positivos/ IE
> 1,5= bons produtores de enzimas extracelulares).
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Na triagem para producao de protease, apenas o isolado NS77 (IE 1,7) apresentou halo
de degradacao em meio leite indicando a atividade proteolitica assim como para a estirpe padrdo
BR322 com IE de 1,7 (Figura 3). O percentual de bactérias testadas com atividade protease foi
negativa em 95,8%, evidenciando baixo desempenho para produgdo dessa enzima nos isolados.

Esses resultados séo divergentes do obtido por Oliveira et al. (2006) cujo percentual de
28,4% dos isolados da rizosfera de plantas de feijdo, mandioca, couve, jerimum, pepino, quiabo
e gramineas testados em seu estudo apresentaram atividade proteolitica positiva, com IE entre
1,3 e 6,6. Ja Oliveira (2015), obteve valores de IE entre 1,19 e 2,10 e um percentual de 50%

das bactérias isoladas de solo do Cerrado avaliadas exibiram producdo de protease.
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Figura 3: Halos de degradagdo enzimdtica para protease, lipase e celulase produzidas pelas bactérias isoladas de
sorgo. A: Isolado NS77 - halo de hidrélise de proteinas do leite; B: Isolado LS6 - halo de degradagdo de Tween;
C: Isolado YS54 - halo de hidrolise de carboximetilcelulose.

Fonte: A autora.

Para a atividade lipolitica o IE mais alto foi verificado na amostra NS24 de 2,2 e 0 menor
IE foi apresentado pela bactéria YS26 com 1,0 (Tabela 7). Valores de IE para lipase superior a
esses sao relatados por Castro (2011) em um estudo sobre comunidade bacteriana endofitica

cultivavel associada a manguezais de Séo Paulo, cujo IE variou entre 1,4 € 4,3.

Tabela 7. indices enziméticos das 24 bactérias isoladas de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrdo FP2 (A.
brasilense), BR322 (R. tropici) e Pal5 (G. diazotrophicus).

L IE
Bactéria Lipase Celulase Protease Amilase
NS14 15+0,2 18+0,.1 - )
NS15 20+0,2 - - i
NS23 - - - i
NS24 22+0,2 1,9+02 - -
NS32 - - - i
NS37 - - - i
NS48 1,4+01 - ) i
NS77 1,4+0,2 - 17+02
LS2 21+0,1 - - -
LS6 1,4+0,1 - - -
LS23 1,9+0,3 16+0.1 - )
LS28 15+03 - - i
LS29 15+0,1 15+01 - )
LS62 1,7+0,3 1,4+0,2 - -
LS80 1,8+0,3 1,4+0,2 - -
L.S82 1,4+0,1 1,4+0,1 - -
YS10 15+03 - ) i
YS25 ND 1,3+0,1 - -
YS26 1,0+0,2 1,4+0,1 - -
YS27 1,5+0,3 1,3+01 - -
YS54 - 2,0+0,2 - -
YS59 - 15+0,2 - -
YS63 15+03 - - i
YS66 - - - i
FP2 - - i )
Pal5 13+01 - - i
BR322 - - 1,7+01
Media 1,6 1,56 1,67 -

- 1IE <0,99; ND- Ndo determinado
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Oliveira (2015) identificou em bactérias isoladas de solo do Cerrado atividade lipolitica
de 17,8% dos isolados, com IE variando entre 1,2 e 2,9, valor maior ao verificado para os
isolados de sorgo avaliados. Ja no estudo de Silva (2015) na bioprospeccéo e caracterizacao de
microrganismos endofiticos de isolados de sementes de guaranazeiro, identificou resultado
negativo em todos os isolados para atividade da lipase.

Isolados bacterianos que apresentem producdo de lipases tem grande potencial para
estudos aprofundados visando suas aplicacGes em processos de biorremediacéo podendo serem
empregados no tratamento de efluentes da industria de biodiesel (ROCHA et al., 2013). Uma
vez que exibem mdltiplas aplica¢des na industria as lipases bacterianas extracelulares tém sua
importancia comercial reforcada. A facilidade de producdo em massa aliada a grande
diversidade, possibilita a identificacdo novas linhagens bacterianas menos nocivas que
representem menor perigo bioldgico ao ser humano e que possam ser fontes para obtencédo
dessas enzimas (MESSIAS et al., 2011; GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). Assim, os isolados
NS15, NS24 e LS2 foram considerados promissores para estudos posteriores da atividade
lipolitica.

No teste de producdo de celulase, 12 dos isolados demonstraram capacidade em
degradar carboximetilcelulose (Figura 2 e 3; Tabela 7). A média do IE para celulase foi de 1,5
sendo que o isolado YS54 apresentou maior IE (1,97) e o menor IE (1,3) foi verificado nos
isolado YS25 e YS27 (Tabela 7). Na avaliacdo geral, 20,8% dos isolados testados foram
considerados bons produtores de enzima celulase com IE > 1,5 (Tabela 7). Silva; Martin;
Martins (2015) verificaram que 80 isolados de solo do semiarido cearense, previamente
identificados como Streptomyces, que 75%, apresentavam atividade celulolitica positiva, com
IE de até 6,9, valor de IE superior ao observado para os isolados de sorgo.

A utilizacdo de bactérias para producdo de enzimas celuloliticas tem sido
extensivamente estudada devido ao potencial como degradantes de estruturas de biomassa
vegetal, como destaca Goyal et al. (2014) ao verificar o potencial de bactérias do género
Bacillus como fonte de producdo de enzimas celulases. A capacidade em secretar enzimas
celuloliticas confere ao microrganismo funcdo importante no processo de bioconverséo, e
indica a capacidade de colonizar substratos complexos tais como a parede celular de plantas e
de agir na parede celular de fungos fitopatogénicos (Silva Martin e Martins, 2015). Nesse
sentido os resultados aqui obtidos revelam o potencial para exploracdo de seis bactérias isoladas
de sorgo (NS14, NS24, LS23, LS29, YS54 e YS59) como promissoras na obtencdo de enzimas
celuloliticas.
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Das estirpes padréo utilizadas neste estudo (FP2, Pal5 e BR322), apenas a R. tropici
(BR322) apresentou atividade enzimética e somente para enzima protease com IE de 1,7 e G.
diazotrophicus (Pal5) para lipase com IE 1,3. Assim, é possivel verificar que os isolados de
sorgo apresentam alta diversidade enzimatica quando comparados as estirpes padrao utilizadas
no presente estudo. Oliveira et al. (2006) ressaltam que a descoberta de novas fontes
microbianas € de interesse estratégico para garantir o suprimento de enzimas em variados
processos industriais independentes dos realizados a partir de enzimas vegetais ou animais. Nos
testes realizados neste trabalho para identificar a producéo de enzimas extracelulares (amilase,
protease, lipase e celulase), foi possivel constatar que ha entre as bactérias avaliadas isolados
promissores para obtencdo de lipases e celulases.

5.1.6.6 Solubilizacéo de fosfato

A capacidade de solubilizar fosfato foi identificada em 95,8% dos isolados quando
utilizado os meios NBRI-P e PVK, desses 87,5% apresentaram IS > 1,5 em meio NBRI-P e
62,5% em meio PVK (Figura 4). Os IS médio foi de 1,8 em meio NBRI-P e de 1,5 em meio
PVK.

Figura 4. Percentual de isolados de sorgo com indice de solubilizagdo igual ou superior a 1,0 (IS > 1,0= positivos/
IS > 1,5=bons produtores de enzimas extracelulares).
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Na avaliagéo de solubilizacdo de fosfato os maiores valores de 1S foram obtidos no meio
NBRI-P, quando comparado ao meio PVK. Os isolados com maiores 1S foram YS54 e LS80
com IS de 2,1 em meio NBRI-P. Ja no meio PVK o isolado Y S54 também apresentou o melhor
IS (2,1) (Tabela 8). Muthukumarasamy et al. (2017) ao avaliar isolados de rizosférico e ndo
rizosférico de cana-de-aclcar na india, também observaram solubilizacio de P elevada em meio
solido NBRI-P. Para Ordofiez et al. (2016) bactérias que apresentam capacidade de solubilizar
fosfato tém grande potencial de melhorar a disponibilidade de P para a planta, tornando-se uma

alternativa aos fertilizantes industriais atualmente utilizados.

Tabela 8. indice de Solubilizacéo (IS) de 24 bactérias isoladas de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrio
FP2 (A. brasilense), BR322 (R. tropici) e Pal5 (G. diazotrophicus).

» B
Bacteria NBRI-P PVK GL (Ca-P) GL (Al-P)
NS14 1,8+0,1 14+0,1 - -
NS15 1,8+02 1,6+0,2 - -
NS23 - - - -
NS24 1,7+03 1,5+0,2 - -
NS32 14+0,1 1,8+02 - -
NS37 1,3+0,2 1,7+02 - -
NS48 1,6+0,1 1,3+0,1 - -
NS77 1,7+0,1 14+02 - -
LS2 1,8+02 14+0,1 - -
LS6 2,0+0,2 1,8+0,2 - -
LS23 2,0+0,1 1,4+0,1 - -
LS28 2,0+0,1 1,4+0,1 - -
LS29 2,0+02 1,5+0,1 - -
LS62 1,8+0,3 1,6+0,2 - -
LS80 21+0,3 1,7+0,1 - -
LS82 1,9+0,1 1,6+0,1 - -
YS10 1,6+0,1 1,3+0,1 - -
YS25 1,9+0,1 1,6+0,1 - -
YS26 1,8+02 1,6+0,2 - -
YS27 1,7+0,1 14+02 - -
YS54 21+0,1 21+03 1,9+0,3 -
YS59 1,7+0,2 1,8+0,2 22402 -
YS63 1,8+02 15+0,1 - -
YS66 1,9+0,1 1,5+0,2 - -
FP2 - - - -
Pal5 1,6+0,1 1,4+0,2 2,3+0,2 -
BR322 1,3+0,1 1,7+0,1 - -
Media 18 15 2.1 -
-IE<0,99

Nenhum dos isolados testados apresentou capacidade de solubilizar fosfato de aluminio
(Al-P) (Tabela 8). No meio GL modificado para detec¢do da solubilizagdo de fosfato de célcio
apenas os isolados YS54 (IS de 1,89) e YS59 (IS de 2,17) apresentaram halos de solubilizagéo
(figura 5). Entre as estirpes padrdo utilizadas apenas a bactéria FP2 (A. brasilense) nao
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apresentou atividade positiva para solubilizacdo de fosfato. J& a estirpe padrdo Pal5 (G.
diazotrophicus) apresentou bons indices de solubilizagdo de fosfatos, principalmente em meio
GL-CaP com IS superior a 2. Diferentemente, Hara; Oliveira (2005) identificaram que entre 0s
30 isolados bacterianos (rizobios) de plantas avaliados, 60% apresentaram capacidade de

solubilizar o fosfato de aluminio e célcio, com valores de IS variando entre 1,0 e 1,6.

Figura 5. Halos de degradacéo enzimética para protease, lipase e celulase produzidas pelas bactérias isoladas de
sorgo. A: Isolado NS77 - halo de hidrélise de proteinas do leite; B: Isolado LS6 - halo de degradacéo de Tween;
C: Isolado YS54 - halo de hidrolise de carboximetilcelulose.

Fonte: A autora.

Qureshi et al. (2012) utiliza o termo “eco friendly” em referéncia a microrganismos
solubilizadores de fosfato. Os autores destacam as vantagens econdmicas e ambientais
resultantes da utilizagdo de bactérias solubilizantes de fosfato (PSB) em detrimento de caras
fontes inorganicas de fertilizantes P, de alto custo e que sdo largamente utilizados pelo setor
agricola.

O percentual de isolados com IE e IS superiores a 1,5 observados permitiu constatar que
as bactérias estudadas foram mais eficientes para solubilizar fosfato do que para producéo de
enzimas extracelulares. Assim, os resultados sugerem que os isolados testados tém potencial

para uso no setor biotecnoldgico podendo ser empregados como biofertilizantes.

5.2 Analise de similaridade para caracteristicas morfologicas e bioquimicas

Para analise conjunta dos dados fenotipicos foi construida uma matriz de similaridade
e obtido um dendrograma (Figura 6) onde foi possivel identificar a formacdo de sete grupos
com similaridade > 75%. Os grupos com maior quantidade de isolados agrupados foram G1,
G2 e G3 com 11, cinco e quatro isolados, respectivamente. No grupo G1 houve similaridade de
100% entre os isolados NS15 e LS28. (Figura 6).
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A partir do dendrograma é possivel observar uma tendéncia do agrupamento de isolados
de sorgo em funcdo do meio de isolamento, fato evidenciado em G1 formado pelo agrupamento
de 11 bactérias, das quais oito foram isoladas em meio LGI-P (Figura 6). Essa caracteristica
também é verificada no grupo G2, onde quatro das cinco bactérias componentes do grupo foram

isoladas em meio YMA (Figura 6).

Figura 6. Dendrograma gerado no software NTSYSpc (versdo 2.02i) definido pelo método de agrupamento
UPGMA utilizando o coeficiente de Jaccard com base na comparacdo entre os testes morfofisioldgicos e
bioquimicos realizados para 24 bactérias isoladas de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrdo FP2 (A.
brasilense), BR322 (R. tropici) e Pal5 (G. diazotrophicus). Testes inseridos na anélise: morfolégico (coloragéo de
Gram); bioguimicos (antibiograma, teste de crescimento em fonte de carbono e teste de citrato); enzimaticos
(catalase, urease, reducdo de nitrato, avaliacdo qualitativa da enzima nitrogenase, producdo de enzimas
extracelulares e solubilizacéo de fosfato).
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Foi observada a formacao de grupos com apenas dois componentes em G4, G6 e G7. O
grupo G4 foi composto pelo isolado NS77 e estirpe padrdo BR322, com aproximadamente 82%
de similaridade. Em G6 o isolado NS23 agrupou com a estirpe padrdo FP2 com indice de
similaridade proximo a 84%. Ja em G7 foi observada o agrupamento dos isolados YS54 e Ys59,
ambos obtidos em meio YMA. A baixa ocorréncia de agrupamentos com 100% de similaridade
evidencia uma variabilidade fenotipica entre as bactérias testadas isoladas de sorgo. A partir
deste dado é possivel inferir que os isolados de sorgo apresentam uma variabilidade fenotipica
que pode representar uma comunidade de bactérias endofiticas com capacidade de tolerar as

varia¢des do ambiente de Cerrado e serem competitivas no estabelecimento dentro da planta.

5.3 Caracterizacao genética

Na avaliacdo de aspectos genotipicos por meio da amplificacdo em PCR da regido
espacadora intergénica 16S-23S rRNA foi possivel verificar que entre 0,7 e 3 kpb (kilo pares
de bases) houve a formacéo de até 12 produtos de para os 24 isolados avaliados, com variacdo
na ocorréncia de 1 a 9 fragmentos por isolado (Figura 7). Esses resultados diferem dos
observados por Oliveira (2016) que obteve 1 a 3 fragmentos de produtos de PCR da regido IRS
16-23S distribuidas entre 0,7 e 1,5 kpb, obtidas de bactérias isoladas de raizes de arroz. A maior
varia¢ao no tamanho e quantidade dos fragmentos observadas para os isolados de sorgo inferem
que esses possuem um maior grau de polimorfismo em comparacéo a isolado de arroz.

Foi possivel observar que a estirpe padrdo FP2 apresentou a formacdo de dois
fragmentos localizado entre 1,0 e 0,8 kpb (Figura 7). Essa caracteristica esta de acordo com o

verificado por Reis Junior et al. (2006) para a espécie A. brasilense.

Figura 7. Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR da regido espagadora intergénica (16S-23S rRNA) para
24 isolados de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrdo FP2, BR322 e Pal5 em gel de agarose (1,2%) com
marcador molecular 1 kb-DNA-Ladder.
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Os produtos da PCR da regido intergénica 16S-23S rRNA verificados para os isolados
de sorgo aqui estudados, se apresentaram de maneira diversa, assim como constatado por Reis
Junior et al. (2006) para amplificacdo da regido intergénica 16S-23S rRNA de A. amazonense
isolados de gramineas. Uma vez que, a regido intergénica 16S-23S rRNA varia
significativamente no comprimento e na sequéncia de nucleotideos entre espécies bacterianas,
a utilizacdo da andlise da regido intergénica 16S-23S rRNA se torna uma ferramenta poderosa
na pesquisa de varias investigacdes bacterianas (DINGMAN, 2012).

Figura 8. Dendrograma gerado no software NTSYSpc (versdo 2.02i) definido pelo método de agrupamento
UPGMA utilizando o coeficiente de Jaccard com base nos fragmentos amplificados da regido intergénica 16S-23S
rRNA por PCR de realizado para 24 bactérias isoladas de sorgo (S. bicolor, L. Moench) e estirpes padrdo FP2 (A.
brasilense), BR322 (R. tropici) e Pal5 (G. diazotrophicus).
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A partir dos fragmentos obtidos foi elaborada uma matriz de dados e gerado um
dendrograma de similaridade, onde houve a formacao de oito grupos com similaridade > 60%
entre as bactérias avaliadas (Figura 8). De acordo com o aspecto genotipico avaliado G2 foi o
grupo mais numeroso com 12 componentes distribuidos em dois subgrupos com cinco e sete
isolados, apresentando 100% de similaridade entre si.

O segundo maior grupo é o G3, composto por dois subgrupos com agrupamentos de
quatro isolados similares em 100% e trés isolados com similaridade de 100% com a estirpe
padrdo Pal5 (Figura 8). Os grupos G1, G4, G5, G7 e G8 apresentaram apenas um componente
e 0 G6 foi composto por dois isolados, YS54 e YS59, com similaridade de 100% (Figura 8).

A amplificacdo de genes entre a sequéncia do rRNAs 16S-23S pode proporcionar uma
discriminacdo a nivel intra-especifico (LAGUERRE, et al., 1996). Isso porque, além do
comprimento e / ou a sequéncia da regido intergénica do rRNA 16S-23S varia dentro de uma
espécie, representando diferentes tipos de operons, 0s segmentos da sequéncia de DNA variavel
localizam-se entre os genes de rRNA altamente conservados (DINGMAN, 2012).

A formacdo de grupos que agregam mais de um isolado (G2, G3 e G6) e grupos com
isolados de similaridade abaixo de 60% (G1, G4, G5, G7 e G8) sugere variabilidade genotipica
entre os 24 isolados de sorgo estudados. E possivel observar que assim como na analise de
similaridade para aspectos fenotipicos a mesma avaliacdo feita para caracteristicas genotipica
também apresentou uma tendéncia de agrupamento entre as bactérias isoladas em um mesmo
meio semisseletivo, evidenciado em G3 cujos subgrupos foram compostos por isolados obtidos
em meio LGI-P e YMA (Figura 8).

De acordo com Messias et al. (2011), é importante priorizar isolamento e selecdo de
novas cepas microbianas selvagens, tendo em vista a biodiversidade de microrganismos
existentes nos diferentes habitats e ambientes. Neste trabalho foi possivel observar que ha
diversidade fenotipica e genética entre os isolados de raiz de plantas de sorgo. Verificando a
existéncias isolados promissores para estudos mais aprofundados direcionados a aplicagédo

biotecnologica e elaboracéo de bioprodutos com caracteristicas diversas.
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6. CONCLUSAO

e Foram selecionadas de 24 bactérias endofiticas isoladas de sorgo, sendo 8 utilizando o
meio semisseletivo NFb, oito isolados em meio LGI-P; e oito em meio YMA, que foram
utilizados em todos os testes.

e As avaliacOes de aspectos morfoldgicos e bioquimicos permitiram verificar que 0s
isolados obtidos a partir de raizes de sorgo apresentaram variabilidade morfoldgica e
ampla flexibilidade metabolica. Os isolados apresentaram ainda diversidade na
atividade de enzimas com destaque para lipase e celulase, e eficiéncia na capacidade
para solubilizar o fosfato.

e Os produtos da PCR da regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA permitiram a
observacao do polimorfismo genético entre os 24 isolados de sorgo avaliados indicando
gue a maioria possui mais de um operon para 0s genes ribossomais.

e Foram detectados isolados de sorgo que poderéo ser utilizados para o uso relacionado a
exploracdo de enzimas extracelulares hidroliticas como os isolados NS15 e LS2 para
lipase e os isolados NS14 e YS54 para celulase, com destaque para o isolado NS24 que
apresentou indice enzimatico alto para ambas as enzimas.

e Nos testes de solubilizacdo de fosfato dos 24 isolados de sorgo os que foram
considerados promissores foram: LS6, LS80 e Y S54, que deverdo ser testados in vitro
para observar a eficiéncia na promoc¢éo do crescimento vegetal.

e Os isolados de sorgo NS24, NS32, NS37 e YS54 foram considerados 0s mais
promissores como promotores de crescimento vegetal, indicando seu potencial para

aplicacdo biotecnoldgica na area agricola.
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ANEXO |

Meios de Cultura, Reagentes e Solucdes.
Meio NFb — Lactato modificado (PEDROSA; YATES, 1984)

[ ot L0 IR o101 SO P TP 10 mL
MUOSO4. TH20 ..ot 0,29
NN F= T 0,1g
CACI2.2H20 ettt bbbt ene s 0,029
FESOA.TH2O .. ittt ettt et b ettt r et et ne et e et e nreas 20 mg
SOIUGAO A8 MICTONULIIENTES .....cvieeieitiecieeie et e e nbesnaenre s 10 mL
T T0) ] SRR 0,1 mg
T SO 18g.L*
AU oottt q.s.p 1L
0] SRRSO 6,8
Fonte de Nitrogénio

N T I (1Y ISP 20 mL
Solucgéo de Fosfatos

K2HP O et b et 120 g.L?
KIH2PO 4 s 80 g.L?

Meio NFbHP semi-solido (PEDROSA; YATES, 1984) — (para teste de fixacdo de

nitrogénio)

NFD - Lactato (LIQUIO) ...cvoeieiieieiesieeese et 89 mL
N I I Tol - L (o I (510 ] 1o [ ) USSR SOPI 16 mL
GIULAMALO (L) ettt b ettt 50 puL
Solucéo de Fosfatos

K2HPO s 120 g.L*
KIH2PO4 ettt s et et b et b e n e n et 80g.L?

Os meios foram misturados com temperatura superior a 50 °C.

Meio YMA (HUNGRIA, ARAUJO, 1994)

V= 2110 R 10,09
KIH2P O 4 ettt ettt e et be et 059
10 1O i = L USSR 0,29
N =T PR TPSR 0,1g
L= (oI 0 [N (A VZ<To 11 - SRR 059¢g
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Meio LGI-P (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999)

Y- (07 | (01 TS 100,09
N {2 O R 0,29
K2HPO ... 064
MUOSO4. TH20 ..t 0,29
O8O TR 0,02 ¢
AN FE 1 (1@ T o Y LSRR 0,002 g
=] 1D 1 AN 0,066 g
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH ........oooiiiiiiiiicee e 2mL
T T0) (] - SRR 0,1 mg
T ST 2g.L1
AU oottt q.s.p. 1L
0] OSSPSR 5,4

Caldo Batata (DOBEREINER, ANDRADE, BALDANI, 1999)

Batata iNGIeSa COZITA ........ooiiiiiiieieee e 200 g
Foi utilizado o caldo filtrado

ACTHO MNELICO .ottt et ettt ettt et ettt e e e ettt et et et e et et eee e e e eeaeas 250.L1
AcUcar Cristal COMEICIAl ...........coviiiiieie e 250.L1
T T0) ] T TR 0,1 mg
SOIUGAO A& MICIONULIIENTES ...evieiieie ettt e re e e e 2 mL
0] I TP PP RPN 6,8

NN EE 1Y/ 01 0,29
IVInSO04 +ovvvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ettt 0,235 g
HOBOS wovvvvvveveeeeseeeseeeseeeeeeeee e e e e e e e e e oo e e oo 0,28 g
CUSOA oo 0,008 g
A1 O VT4 o 11O RSN 0,024 g
AGUR ettt ettt q.s.p. 1L
0L T ST PP PPPT TP 6,8

Meio Minimo (HUNGRIA et al., 1994)

Solucéo 1

(NH)2HPO4 ittt sttt et st sb e e e eneenreas 30g
KIH2P O .ttt 159
K2HPOL v e et e s s e s eee s s ee s eees e eee s eeseend 259
NN F= T R 2549
AGUA (.5.D: oottt ettt ettt ettt e ettt ettt 1L
Solucéo 2

MGSO4.7TH20 (LIM) .ottt st ra s et e sn e renreeneene e 20 mL

Solugéo 3
AL 1ttt 22,59
F N0 [V E W0 R0 T TSP P R PPRPTPPRPPIN 1L
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Meio Citrato Simmons (TEIXEIRA; FERREIRA; SANTOS, 2012)

NAZCEHEO7. ..t 24
Y T o Vi {5 P oo 029
(NH.)2HPO A ...ttt ettt et e et e s be e teene e s be e teeneesreenteannennaenees 19
KHPO A e bbb nre e 19
N L SRRSO 5¢
Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH ........cccooiiiiiiiinnecee e 15mL
AT <ottt 209
U 31 TR 1L
[0 PSP UPRTPPPRP 6,8

Meio Uréia (CHRISTENSEN, 2012)

o] 010 - OO PT TR 19
(] 1T OSSR 19
N O TSROSO T ST PT PP TROROR 59
KHEPO .o eeeeeeeeeesseses e 222222t reee 29
VErmMEINO 08 FENOI ...t e e s e e e s e be e e e eares 0,012g
T ST 14 g
AGUA (.50 1ottt sttt ettt ettt sttt aen s 1L
DH oottt et e e et e e 6,8
Solucéo de Agar

AAGAE oottt ettt 18,0 g
AGUER G50, oot see et na sttt n e 800,0 mL

Solucéo de Sais

T 1Yo VAo 30,0 g
KH2P Ol e et 15,0 g
(NHE)2HPO 4o e s e 254
AN F= T R 2,59
AGUA (.5.D. coreeeeeeee ettt ettt e ettt ettt ettt 1L

Meio Leite Sélido

SOIUGAD MQSO4. 7TH20 (M) .t 1,0 mL
ST ] (U= oo [ Y- VLSS 200,0 mL
SOIUGAOD dE LEITE (2090) ..eoveeeeeiiie ittt 200,0 mL
SOIUGHD U8 AGAT ..ottt 800,0 mL
0] ST 7,0

Meio Carboximetilcelulose (CMC) Sélido

MOSO4.TH20 LM .ttt sttt ne e ne e 1,0 mL
SOIUGAOD UB SAIS ... ittt ettt b e r e e e enes 200,0 mL
SOIUGED A& CIMEC (B90) ....veveeieeiieieiee ittt bbbt 200,0 mL

SOIUGHD UE AGAN ...oevveeecice ettt 800,0 mL
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Meio Tween Sélido

MUOSOA.THZO 1M ..ttt st e et sae et esneeene e 1,0 mL
10 ] (U= oo [ - UL S PR 200,0 mL
BT LT S 10,0 mL
Yo ) [RTor: (o L3N - LT 800,0 mL
[0 TSP UPPT PP 7,0

Meio Pikovskaya’s - PVK (PIKOVSKAYA, 1948)

EXIrato de IEVEUUNA ......cevevieie ettt re e eas 0,59
€ 170 TSR 10,0 ¢
O T (@ ) USSR 5049
(NHZ)2S0014 .t b bbb b ettt 0,59
O TSSOSO PRSPPI 0,29
MOSOL.THZO ..ottt 0,19
IMNSOZAH20 ..ottt b ettt bbb b reas 0,0001 g
I @ B o LSS 0,0001 g
o U T q.s.p. 1L
N - TR PT PR 1509
0] SRRSO 7,0

Meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)

©] 1 ToT0 L] TSSO STSOPORN 10,09
CA3(POA)2 ettt bbbttt b e bt 5090
IMGCT2.8H200 e eeeeeeeeeeeeeeeeeseses e e s seee e e eesse e e 509
ICCL ovvvveveeeeeseeeesee s e e e e e e o222 2222224212224 2 5222222222225 02g
IMIGSOATH20 e eeeeeeeeveeeeeeeoes e eessseesees e e e esssssses e 0,25¢
(NHZ)2S0014 .ttt b bbbttt bbbt 0,19
AGUR ettt g.s.p. 1L
AGA ettt 15,0 g
DH oottt e e e et s e 7.0

GHICOSE .t bbbt e bt bbbttt b e bbb ene s 10g
EXTrato de [EVEAUIA.......c.eiiiie e et e et 29
(O T ) RSP 509
AAGAC ettt 18,0
AU ..ottt n e g.s.p. 1L
0] ST SSSRSR 6,8
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AAE ot s s 25,09
N0 U R TP TPR PP g.s.p. 1L
0] TSP P PP OUP TR 4,5

Reagente para a coloragio de Gram (MINISTERIO DA SAUDE, 2001)
Solucéo cristal de Violeta

Violeta de MELHA .......ooeee e 49
CoHBN2OA ettt ettt ae e 49
CH3 CH2OH ..ottt ettt re et se e se e 100 mL
(O o @ RSP PRSP 100 mL
T o TR« 600 mL
Solucéo de lugol

10det0 de POLASSIO (KI) .vieiiiieieiee et 4,5¢
[T [0 4 =1 LTRSS SRR 39
AU G.S.D. cooerieeiieeieeee et ee ettt ettt 450 mL

Solucéo de safranina
SATTANING ..ot et e e re e e ra e reeneenras 2,5¢

Reagente CAS (SCHWYN; NEILAND, 1987)

Solucéo A

CrOMO AZUL'S oot s e e e be et e e e e s reente e e e reenre e 12,2 mg
O LSS 10 mL
Esterilizado por filtracéo

Solucéo B

HCI (CONCENITAAD) ... bbbt 84uL
[ PO I (0 LT T0 a1 T2 o - ) ST TRPRPR 100 mL
FECL3. BH20 (IMIM) oottt 27mg
Solugéo C

HDTIMA et b ettt b e b et e b e et e e st e st et sbenbenbeareaneereas 21,9 mg
[ PO I (0 T T a1 o - ) ISP 25 mL
Solucéo D

Piperazina anidra (PIPE) .......ccooiiiiiiiii ettt 4,307 g

o PO I (o LT T a 1T o - ) SO PSP 40 mL


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio

