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RESUMO

O bioma Caatinga ¢é exclusivo do Brasil e inexplorado em relacdo ao isolamento de micro-
organismos produtores de substancias importantes para agroindustria. As actinobactérias sdo
bactérias filamentosas Gram positivas distribuidas na natureza e sdo capazes de produzir
auxinas e substdncias antimicrobianas, além de disponibilizar nutrientes como fosfato e
nitrogénio favorecendo o desenvolvimento de plantas. O presente trabalho teve como objetivo
analisar 80 actinobactérias isoladas de rizosferas de plantas da Caatinga produtoras de
metabdlitos bioativos que auxiliam na promocdo de crescimento vegetal. A producdo de
auxina foi avaliada e observado que 86,25% (69) das linhagens produziram auxina em
concentragBes variando de 1,75 a 76,48 pg.mL™. Também foi determinado o indice de
Solubilizacdo (IS) de fosfato nos meios de cultura VERMA e NBRIP e observado que
93,75% (75) das linhagens solubilizaram o fosfato nos dois meios com IS variando de 1,15 a
2,25, sendo o meio VERMA estatisticamente melhor para solubilizacdo de fosfato. A
producdo de fosfatases foi evidenciada em 97,5% (78) das actinobactérias. A atividade
antimicrobiana contra bactérias e fungos fitopatdgenos mostrou que 15,0% (12) produziram
substancias antimicrobianas contra os fungos (Fusarium oxysporum UFPEDA 2455 e
Colletotrichum sp. UFPEDA 2419) e 6,25% (5) apresentaram atividade para Xanthomonas
campestres UFPEDA 407. A produgédo de amonia foi observada em 80% (64) das linhagens
em concentracdes variando de 3,59 a 292,31 pug.mL™. A analise de variancia e a comparagéo
entre as médias pelo teste de Tukey (5%) evidenciaram que as actinobactérias PR 34 e TUR
704 sdo as linhagens que se destacaram em relacdo aos teste realizados. Através das analises
cromatograficas foi possivel identificar e quantificar o &cido 3-indolacético produzido pela PR
34. As linhagens pertencem ao género Streptomyces pela técnica de microcultivo, confirmado
pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, o qual indicou que as linhagens PR 34 e TUR 704
sdo similares as actinobactérias Streptomyces fimbriatus NBRC15411 e Streptomyces
xanthocidicus NBRC 13469, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que as
actinobactérias da Caatinga apresentam potencial biotecnolégico, pois apresentam
mecanismos que auxiliam no desenvolvimento vegetal, sendo necessario avaliar a viabilidade
destes micro-organismos em plantas visando a diminui¢do do uso de defensivos agricolas na

agroindustria.

Palavras-chave: Acido 3-indolacético; aménia; atividade antimicrobiana; Caatinga; crescimento

vegetal; fosfatases; rizobactérias; solubilizagéo de fosfato.



ABSTRACT

The Caatinga is unique biome of Brazil and it is unexplored in relation to the isolation of
microrganisms producers of substances for agribusiness. The actinobacteria are filamentous
bacteria Gram positive distributed in nature and are capable of producing auxin and
antimicrobial substances, besides providing nutrients such as nitrogen and phosphate favoring
plant development. This study aimed to analyze 80 actinobacteria isolated from plant’s
rhizosphere of Caatinga producing bioactive metabolites which assists in plant growth
promotion. The auxin production was assessed and found that 86.25% (69) of isolates
produced auxin at concentrations ranging from 1.75 to 76.48 pg.mL™. It was also determined
Posphate Solubilization Index (PSI) in the media VERMA and NBRIP and found that 93.75%
(75) of the strains solubilized phosphate in both media with IS ranging from 1.15 to 2.25, and
VERMA statistically better medium for phosphate solubilization. The production of
phosphatases was observed in 97.5% (78) of actinobacteria. The antimicrobial activity against
bacterial and fungal phythopathogens showed that 15.0% (12) produced antimicrobial
substances against fungi (Fusarium oxysporum UFPEDA 2455 and Colletotrichum sp.
UFPEDA 2419) and 6.25 % (5) had activity for Xanthomonas campestris UFPEDA 407. The
ammonia production was observed in 80% (64) of the strains at concentrations ranging from
3.59 to 292.31 ug.mLL. Analysis of variance and comparison of means by Tukey test (5%)
showed that the actinobacteria PR 34 and TUR 704 are the strains that stood out in relation to
the test performed. Through chromatographic analysis it was possible to identify and quantify
the 3-indoleacetic acid produced by PR 34. The strains belong to the genus Streptomyces by
microculture technique, confirmed by sequencing of the 16S rRNA gene, which indicated that
the PR 34 and TUR 704 strains are similar to actinobacteria Streptomyces fimbriatus
NBRC15411 and Streptomyces xanthocidicus NBRC 13469, respectively. The results suggest
that the actinobacteria of Caatinga biomed have biotechnological potential as they include
mechanisms that assist in plant development, and it is necessary to evaluate the feasibility of
these microrganisms in plants aiming to reduce the use of pesticides in the agricultural

industry.

Key words: ammonia; antimicrobial activity; Caatinga biome; indoleacetic acid; plant

growth; phosphatases; rhizobacteria; phosphate solubilization.
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1) INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores consumidores mundiais de defensivos agricolas que sdo
utilizados para o controle de pragas e sua aplicacdo vem sendo bastante questionada pelos
impactos negativos que vem causando a salde humana e ao meio ambiente (ANVISA, 2007).
Por isso, buscas por alternativas para tentar diminuir a aplicacdo de produtos quimicos sao
realizadas com a finalidade de reduzir os impactos causados ao ambiente, pois além de poluir,
causam desequilibrio ecoldgico (LIMA, 2009).

As rizobactérias sdo bastante utilizadas no controle biolégico como biofertilizantes
uma vez que favorecem o desenvolvimento vegetal através de mecanismos como a producao
de diversas substancias reguladoras de crescimento, além de competicdo através da
metabolizacdo de compostos especificos produzidos pelas plantas e supressdao de
fitopatdgenos pela producdo de metabdlitos antimicrobianos. Estas bactérias podem também
auxiliar na disponibilizagdo de nutrientes na rizosfera, através da solubilizacdo de fdsforo
insoltvel e fixacdo bioldgica do nitrogénio sendo denominadas Rizobactérias Promotoras de
Crescimento em Planta (RPCP) (OLIVEIRA et al., 2003).

Existem varios representantes bacterianos denominados como RPCP, entre eles o filo
Actinobacteria, que atua como biofertilizante, promotor de crescimento vegetal e/ou agente de
controle bioldgico apresentando mecanismos como: antibiose, producdo de sideréforos,
competicdo e inducdo de defesas do hospedeiro.

A promocdo do crescimento vegetal por via microbiana pode estar associada a varios
mecanismos, entre eles podemos citar a producdo de fitohormoénios, como 0s grupos das
auxinas, citocininas e giberelinas. A auxina é o principal grupo de fitohorménios que regula o
crescimento da planta, atuando sobre a divisdo, a elongacdo e diferenciacdo celular. Entre as
auxinas, o acido 3-indolacético (AlA) é de maior ocorréncia nas plantas que ird proporcionar
a formacgdo de raizes adventicias no caule e aumento da extensdo nas raizes primarias
(OLIVEIRA et al., 2003).

Outra caracteristica que permite selecionar as actinobactérias com potencial de
favorecer o crescimento das plantas é a eficiéncia destes micro-organismos em solubilizar
diferentes fosfatos (ZAPATA; AXMANN, 1995).

As bactérias solubilizadoras de fosfato atuam sobre o fosforo insolivel por meio de
fosfatases, principalmente fosfatases acidas, produzindo acidos organicos e inorganicos e/ou
reducdo do pH, originando o fosfato disponivel para as plantas. O fosforo é um elemento

muito limitado e os micro-organismos solubilizadores de fosfato sdo importantes para suprir a
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necessidade nutricional das plantas. As RPCPs se destacam durante o processo de
colonizagdo, pois podem fornecer o fosforo para o desenvolvimento das plantas
(KUKLINSKY-SOBRAL, 2003).

As actinobactérias, por apresentar caracteristicas de promover o crescimento de
plantas, tem sido amplamente estudadas nas ultimas décadas como uma alternativa ao uso de
defensivos agricolas (BETTIOL; GHINI, 1995; OLIVEIRA et al., 2003). Estes micro-
organismos que apresentem mais de uma caracteristica para a promog¢do de crescimento
vegetal, como por exemplo, mineralizacdo de nutrientes, solubilizacdo de fosforo e/ou
producdo de auxinas sé@o importantes para aplicagdo no campo visando o desenvolvimento
sustentavel da agricultura.

A Caatinga ainda é um bioma subestimado em relacdo a biodiverdidade microbiana
como também a ocorréncia de micro-organismos, principalmente de rizobactérias produtoras
de metabdlitos bioativos importantes economicamente que podem ocasionar 0 crescimento
vegetal de culturas de interesse para o Brasil visando o melhoramento da prética agricola.

Por este motivo, estudos de actinobactérias isoladas da rizosfera da Caatinga sao
importantes para o conhecimento do papel ecolégico neste bioma inexplorado permitindo
assim um melhor conhecimento entre o habitat e os micro-organismos investigados. Além
disto, é possivel avaliar a capacidade destes micro-organismos em produzir substancias que
podem ser aplicadas na agricultura visando diminuir o uso de defensivos agricolas na

agricultura brasileira.
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2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O bioma Caatinga

A origem do termo ‘Caatinga’ vem da linguagem indigena que significa ‘caa’, mata e
‘tinga’, aberta, branca e clara, ou seja, “mata branca”, que se refere as caracteristicas da
vegetacdo no periodo de seca (EGLER, 1951; MMA; IBAMA, 2011).

Este bioma é Gnico no mundo e ocupa uma parte do territorio brasileiro, situando-se
entre os paralelos 3°- 17°S e os meridianos 35°- 45°W (CARNEIRO-TORRES et al., 2011). E
encontrado em sua maioria nos estados do nordeste como Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, e Sergipe, além de parte de Minas Gerais,
com area total em torno de 826.411 km?, representando aproximadamente 10% do territdrio
brasileiro (IBGE, 2004; MMA; IBAMA, 2011).

O bioma apresenta uma vegetacdo com varias fisionomias, que incluem tanto
vegetacdo arbustiva rala e baixa além de florestas secas, quanto cerrados e florestas Umidas,
chamadas ‘Brejos de altitude’. A vegetacdo natural também é caracterizada pela presenca de
espécies deciduas e microfilas, além de adaptacfes tais como caules e folhas suculentas,
aculeos e espinhos (TABARELLI; SILVA, 2000; ZAPPI, 2008).

A vegetacdo da Caatinga era inicialmente reconhecida como sendo pobre em termos
de espécies de plantas. Entretanto, nos ultimos anos inimeras investigacGes tem demonstrado
a riqueza da flora deste bioma onde foram encontrados até 0 momento 510 géneros e 5.344
espécies de plantas vasculares, das quais 18 géneros e 318 espécies sdo endémicas
(CARNEIRO-TORRES et al. 2011).

O bioma Caatinga é o ecossistema mais seco do territorio brasileiro (AMORA et al.,
2013). O clima é variavel nesta regido, e pode ser desde o semiarido com indice pluviométrico
entre 300-500 mm/ano e chuvas restritas durante o ano até super imido em torno de 2.000
mm/ano nas serras com altitudes entre 1.000 a 2.000 m. Segundo o Ministério do Meio
Ambiente e IBAMA (2011): “O conjunto de contrastes fisicos e climéticos condiciona o
aparecimento de diferentes tipos vegetacionais, muitas vezes na forma de um mosaico.”.

Vérias pesquisas envolvendo o isolamento de actinobactérias em ambientes extremos
(como a temperatura elevada ou muito baixa, por exemplo) tem recebido consideravel atencéo
devido a grande diversidade de mecanismos bioquimicos que estas linhagens podem

apresentar, como a produgdo de novas substancias bioativas (BERNARDO, 2012).
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Soares-Jr. et al. (2012) afirmam que a existéncia de micro-organismos que sobrevivem
em ambientes extremos com condic¢Ges climéticas adversas podem produzir metabdlitos de
interesse econémico representando assim uma fonte de recursos genéticos, bioquimicos e de

novos produtos naturais promissores para a bioprospeccao.

2.2 Agricultura e alternativas para diminuicédo do uso de defensivos agricolas

A populacdo mundial vem crescendo bastante ao longo dos anos, e em decorréncia
deste aumento, se faz necessario aumentar a producdo de alimentos para atender as
necessidades da populagéo (FIGUEIREDO et al., 2008).

O Brasil esta entre os paises que mais importam e exportam produtos agroindustriais
tornando-se mais participativo neste mercado ao longo do tempo, e vem crescendo no
mercado internacional. Segundo Nassar (2004), os produtos como a soja, agucar, café, suco de
laranja concentrado, fumo, papel, celulose e carnes respondem por cerca de 85% do total
exportado. Dentre os produtos, o feijao-caupi é o grdo mais importante da regido semi-arida
brasileira (NASCIMENTO et al., 2008).

Devido a grande participacdo do Brasil no mercado agroindustrial internacional, o pais
atualmente se encontra entre os maiores consumidores mundiais de agroquimicos que sdo
utilizados para diminuicdo ou eliminacdo de doencas causadas por insetos ou micro-
organismos que interferem no cultivo dos produtos agroindustriais (FARIA, 2012).

De todos os agroquimicos produzidos mundialmente, aproximadamente 19% séo
utilizados no Brasil. A venda destes produtos movimenta 0 mercado internacional, e somente
em 2010 foram vendidos aproximadamente 940 mil toneladas, movimentando 7,3 bilhdes de
dolares (OLIVEIRA; LUCCHESE, 2013).

Os defensivos agricolas sdo definidos como substancias e agentes de processos
bioldgicos, fisicos ou quimicos altamente toxicos utilizados no controle e na mortalidade de
organismos indesejaveis para melhoramento das praticas agricolas, podendo ser bactericidas,
fungicidas, inseticidas, acaricidas, herbicidas, entre outros (OLIVEIRA; LUCCHESE, 2013;
SILVA etal., 2011).

O uso de produtos quimicos para o controle de pragas € bastante questionado pela sua
toxicidade, pois a maioria destes produtos atua em organismos alvo e ndo alvo, ou seja,
apresenta atividade tanto para micro-organismos fitopatdgenos e insetos praga como também

para micro-organismos e insetos benéficos ao homem e animais (ANVISA, 2007).
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Os agroquimicos podem levar risco a salde humana, como intoxicaces a exposicao,
além de varios distarbios cronicos, incluindo tipos de céancer, efeitos genotoxicos,
imunolodgicos, neuroldgicos, reprodutivos e teratogénicos (CREMONESE et al., 2012). Tais
fatos mostram a importancia em diminuir a dependéncia de fertilizantes quimicos e a
necessidade de praticar a agricultura com impactos negativos menores ou inexistentes
(FIGUEIREDO et al., 2010).

A ideia da “agricultura sustentavel” tem se mostrado importante nos dias atuais, pois a
sua pratica engloba o uso de estratégias que permitam aumentar a producdo agricola sem
prejuizo ao meio ambiente e a saide humana e animal (FIGUEIREDO et al., 2008).

A utilizacdo de micro-organismos que atuem como promotores do crescimento vegetal
e agentes de biocontrole apresenta uma opc¢do viavel de aplicacdo na agricultura para que
ocorra diminuicdo da dependéncia do uso de defensivos agricolas, visando uma tendéncia

para desenvolvimento da agricultura sustentavel (DASTAGER et al., 2011).

2.3 Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal

Vérias espécies de micro-organismos ocorrem em diversos solos, pois é um habitat
rico e complexo que disponibiliza agua e nutrientes necessarios para 0 crescimento,
multiplicacdo e sobrevivéncia dos mesmos (DANTAS et al., 2009).

Em um grama de solo coexistem mais de 10 mil espécies de micro-organismos, um
bilhdo de bactérias, um milhdo de actinobactérias e 100 mil fungos, indicando a alta
diversidade metabdlica existente neste habitat. Além disto, estes micro-organismos podem
interagir de diferentes maneiras entre si, da mesma espécie ou ndo, sendo na rizosfera a
maioria destas interacbes (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; MENDES et al., 2011).

Lugtenberg e Kamilova (2009) alegam que a rizosfera € a parte do solo influenciada
diretamente por raizes de plantas e se caracteriza como um habitat mutavel, pois as plantas
podem modificar as caracteristicas quimicas do solo perto das raizes enriquecendo o solo com
uma variedade de compostos organicos, além de outras caracteristicas, podendo assim
influenciar 0s processos biogeoquimicos que ocorrem naturalmente no ecossistema
(DANTAS et al., 2009).

Os micro-organismos que ocorrem no solo podem ser classificados em grupos de
acordo com suas funcBes nos processos biologicos do ecossistema, tais como 0s micro-
organismos participantes no ciclo do nitrogénio (diazotroficos, desnitrificantes,

amonificantes) e os que participam do ciclo do carbono (ZILLI et al., 2003).
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Dentre os micro-organismos encontrados na rizosfera, as rizobactérias tem despertado
interesse entre os pesquisadores e também agricultores, uma vez que podem promover o
crescimento das plantas, e sdo denominadas de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas (RPCP) (ARAUJO; PEDROSO, 2013; MA et al., 2011).

As RPCP se estabelecem no solo devido a sua elevada adaptabilidade numa ampla
variedade de ambientes, possuem uma taxa de crescimento rapida como também versatilidade
nos processos bioquimicos em metabolizar varios compostos naturais e xenobioticos
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

As RPCP podem estimular o crescimento de plantas através de mecanismos como
fixagdo de nitrogénio, solubilizagcdo de fosfato inorgéanico, producdo de fitohormonios e
sideroforos (SHAHAB et al., 2009; VASCONCELLOS et al., 2010).

A identificacdo das RPCP mostra que elas pertencem a diferentes filos: Cianobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria. Nestes amplos grupos, bactérias
dos géneros Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Streptomyces, entre outros,
sdo 0s agentes de biocontrole e promotores de crescimento vegetal mais avaliados e estudados
atualmente (FIGUEIREDO et al., 2011; MEHNAZ et al., 2010). Com destaque para as
actinobactérias que sdo de importancia para a manutencdo da dindmica do ambiente
rizosférico e, além disto, sdo caracterizadas como o principal grupo produtor de metabdlitos
secundarios bioativos (FIGUEIREDO et al., 2008).

Atualmente, alguns produtos agroindustriais utilizando actinobactérias sdo
comercializados, e entre eles podemos citar o Actinovate® (Stretomyces lydicus WYEC108) e
Mycostop® (Streptomyces griseoviridis K61), que sdo importantes no controle bioldgico de
fungos fitopatogenos (TIAN; ZHENG, 2013).

2.4 Actinobactérias: caracteristicas e producdo de metabdlitos

As actinobactérias sdo bactérias Gram positivas filamentosas que estdo amplamente
distribuidas na natureza, pois ocorrem frequentemente no solo, em especial na rizosfera
(PROCOPIO et al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2010). O género Streptomyces representa
aproximadamente 20% das bactérias que vivem ou colonizam o solo (JAVAID; SULTAN,
2013).
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Estas bactérias filamentosas apresentam ciclo de vida saprofitico e a maioria é
aerdbica, entretanto alguns géneros sdo anaerdbios facultativos ou obrigatorios, como o
género Actinomyces (BERNARDO, 2012).

Dentre outras caracteristicas, 0s actinomicetos possuem alto teor de G+C (>50 %) e
identificacdo a nivel de género ocorre pela observagdo da presenca de cadeias de esporos que
se apresentam de formas variéveis e atualmente a amplificagdo do gene 16S rRNA confirma a
identificacdo a nivel de género (MAIER; PEPPER, 2009).

As actinobactérias produzem esporos que permitem a sobrevivéncia em habitats
extremos conferindo protecéo e eles s&o normalmente correlacionados com sua diversidade
morfoldgica.

O ciclo de crescimento de algumas actinobactérias esta voltado principalmente para as
fases de esporulacdo. Apos a germinacdo de esporos, 0 micélio vegetativo (substrato) cresce
na superficie e interior do meio de cultura com &gar, até que se diferencia em micélio
reprodutivo (aéreo) onde ocorre a formacdo de esporos (YAGUE et al., 2013). E na fase da
formacgdo desses esporos que sdo produzidos pigmentos e substdncias antimicrobianas
ocorrendo a ativacdo do metabolismo secundario (BERNARDO, 2012).

Em relacdo a estrutura das hifas, Brooks et al. (2011) observaram que a formacéo de
hifas pelas actinobactérias confere maior competitividade em relacdo ao crescimento de
fungos ectomicorrizicos.

Na ultima edigdo do ‘Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ (WHITMAN et
al., 2012) foi relatado que as actinobactérias sao classificadas dentro do filo Actinobacteria, o
qual compreende seis classes Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria e Thermoleophilia, além de 23 ordens, 53 familias, 145 géneros e centenas de
espécies.

As actinobactérias possuem metabolismo extremamente rico e, frequentemente,
produzem metabdlitos secundarios de extraordinaria diversidade quimica, 0s quais atraem 0
interesse de diversas industrias (SOARES et al., 2012).

Vérios produtos naturais com estruturas quimicas diferentes sdo sintetizados pelas
actinobactérias, principalmente pelo género Streptomyces, o qual, produz inimeros
antibioticos e continua sendo considerado uma fonte rica de novos metabolitos bioativos
(GOODFELLOW,; FIEDLER, 2010). A producdo da maior parte das substancias
antimicrobianas é especifica de cada espécie, e esses metabolitos sdo importantes para as
actinobactérias, pois conferem competitividade a outros micro-organismos no ambiente
(PROCOPIO et al., 2012).
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O estudo com actinobactérias isoladas do bioma Caatinga visa a obtencdo de produtos
naturais que promovam o crescimento vegetal, pois este bioma provavelmente abriga além de
micro-organismos conhecidos alguns outros desconhecidos que provavelmente tenham
caracteristicas interessantes e desejaveis para a pratica agricola, como a capacidade de tolerar
algumas condi¢des estressantes ambientais, como secas, e também a promoc¢do do
crescimento de plantas (KAVAMURA et al., 2012).

2.5 Promocao do crescimento vegetal por actinobactérias

Dentre as RPCP, merecem destaque as actinobactérias, que podem promover o
crescimento vegetal através de mecanismos diretos e indiretos. Os mecanismos diretos
ocorrem quando ha& incorporacdo e disponibilizacdo de nutrientes e/ou producdo de
metabdlitos envolvidos no crescimento de plantas, como a solubilizacdo de fosforo, fixacéo
bioldgica de nitrogénio (N2), producdo de fitohormonios (auxinas, giberelinas, etc) e producdo
de sideroforos. Em relagcdo aos mecanismos indiretos, as actinobactérias inibem o crescimento
de fitopatdbgenos ou micro-organismos deletérios pela producdo de substancias
antimicrobianas ou por competicdo (HUNG et al. 2007; LINS, M., 2012; NIMNOI et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2003; SOLANS et al., 2011).

2.5.1 Producao de fitohormdnios (Acido 3-indolacético)

As RPCP podem promover o crescimento de plantas através da producdo de
fitohormoénios, como o grupo das auxinas, citocininas e giberelinas (ARUN et al., 2012;
KUMAR et al., 2012). Dentre os varios mecanismos possiveis, 0 mais amplamente utilizado
por estas bactérias é a producao de auxinas (SOLANS et al., 2011).

E bem conhecido que RPCP como Agrobacterium spp., Azospirillum spp.,
Bradyrhizobium spp., Pseudomonas spp. e Streptomyces spp., Sintetizam auxinas,
principalmente o AlIA além de outras auxinas como o acido indol-3-pirtvico ou acido indol-3-
butirico (IBA), 4acido 4-cloro-indol-3-acético (4-Cl-1AA), entre outras (LIN; XU, 2013;
LINS, M., 2012).

Zakharova et. al (1999) avaliaram que cerca de 80% das bactérias isoladas da rizosfera
produzem AIlA. Destacam-se varias espécies de Streptomyces, como S. olivaceoviridis, S.
rimosus e S. rochei isoladas da rizosfera do tomateiro que produzem AIA e promovem 0

crescimento da planta investigadas no estudo de El-Tarabily (2008).
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O é&cido 3-indolacético (AlA) é o principal fitohormonio do grupo das auxinas que tem
por fungdo o controle de mecanismos fisiol6gicos importantes, como o processo da divisdo e
alongamento celular e nas diferenciacfes dos tecidos nas plantas. O AIA produzido pelas
actinobactérias presentes na rizosfera agem em conjunto com o AlA enddgeno das plantas
estimulando a proliferacdo e o alongamento celular (SHOKRI; EMTIAZI, 2010).

Os micro-organismos possuem quatro principais rotas para sintese de AlA a partir do
triptofano (mecanismos triptofano-dependentes) e outra rota que € independente deste
aminoacido (HERNANDEZ-MENDOZA et al., 2008). As vias dependentes sdo classificadas
de acordo com seus compostos intermediarios, como indol-3-acetaldoxima (IAOX), triptamina
(TAM), &cido indol-3-piravico (IpyA) e indol-3-acetamida (IAM) (LEHMANN et al., 2010).

Dentre as rotas dependentes do triptofano, a via do indol-3-acetamida (IAM) ocorre
incialmente quando o triptofano é convertido para indol-3-acetamida pela enzima
‘tryptophan-2-monooxygenase’ (EC 1.13.12.3), que é codificada pelo gene laaM, seguido
pela conversdo de IAM em AIA pela enzima indol-3-acetamida hidrolase (codificada pelo
gene laaH). Estes genes iaaM e iaaH sdo normalmente organizados em pequeno operon e sdo
altamente conservados entre diferentes espécies bacterianas (CAMERINI et al., 2008; LIN;
XU, 2013; TSAVKELOVA et al., 2012).

A biossintese de AIA num meio de cultura liquido depende também da aeracdo e da
fonte de nitrogénio utilizada, sendo importante a otimizag@o destas condi¢fes para obtencgéo
de uma maior producdo de acido 3-indolacético (MERZAEVA; SHIROKIKH, 2010).

2.5.2 Solubilizagéo de fosfato inorganico

O fosforo (P) € o segundo nutriente essencial para o desenvolvimento das plantas,
sendo o principal elemento de compostos quimicos vitais aos organismos, como nucleotideo,
lecitinas, entre outros. Além disso, é o mineral limitante para a producdo de biomassa nos
ecossistemas (CERIGIOLI, 2005; HAMEEDA et al., 2008; HAYAT et al., 2010).

A maior parte do fosfato que ocorre no solo esta na forma organica e é amplamente
distribuido na natureza, porém inviavel para ser absorvido pelas plantas. Apenas pequenas
concentragdes do fosforo total no solo estdo disponiveis (SARKAR et al., 2012).

De acordo com Sousa (2010), a dindmica do fosforo no solo é complexa, em
decorréncia da fixagdo de P, uma vez que este composto apresenta grande afinidade com o

calcio, ferro e aluminio.
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As bactérias solubilizadoras de fosfato participam ativamente do ciclo do fésforo no
habitat solo, aumentando assim a biodisponibilidade do fésforo para absorcdo pelas plantas
(MARDAD et al., 2013). Alguns trabalhos tém relatado o isolamento de actinobactérias que
solubilizam o fosfato, como relatado por Barreto (2007), no qual 84,6% das actinobactérias
isoladas da rizosfera do cacaueiro promoveram a solubiliza¢do deste composto.

Estes micro-organismos utilizam mecanismos diferentes para converter formas
insoltveis do fosfato em soluveis, através da atividade de enzimas como as fosfatases ou
fosfohidrolases, com processos de acidificacdo, quelacdo, reacdes de troca, mas normalmente
0 mecanismo principal de solubilizacédo é a liberacdo de metab6litos como os &cidos organicos
(HAMEEDA et al., 2008; YOUNG et al., 2013).

Para redisponibilizacdo do P precipitado junto ao célcio, por exemplo, micro-
organismos solubilizadores de fosfato inorganico acidificam naturalmente a rizosfera por
meio da liberacdo de H™ e acidos organicos (SOUSA, 2010).

As fosfatases podem ser secretadas fora da membrana plasméatica dos micro-
organismos ou permanecem retidas na membrana como proteinas soltveis (OLIVEIRA et al.,
2003).

Este mecanismo de solubilizacdo de fosfato utilizado pelos micro-organismos favorece
o0 crescimento vegetal facilitando assim o desenvolvimento vegetal pela disponibilizacdo deste

macronutriente indispensavel a planta.

2.5.3 Producao de substancias antimicrobianas

O controle biol6gico de fitopatdgenos por micro-organismos tem se tornado uma
opcao alternativa para aplicacdo na agricultura, pois eles ndo causam danos ao ambiente e a
satde humana.

As actinobactérias tem se mostrado excelentes produtoras de substancias
antimicrobianas contra micro-organismos fitopatdgenos e também contra nematoides
(RUANPANUN et al., 2010).

Mais de 22 mil compostos biologicamente ativos foram obtidos a partir de micro-
organismos até o final de 2002 (QIN et al., 2011). Dentre estes, 45% foram produzidos por
actinobacteérias, notadamente pelo género Streptomyces. Os representantes mais conhecidos
sdo Streptomyces griseus (produtor de estreptomicina), Streptomyces aureofaciens

(clorotetraciclina), Streptomyces rimosus (terramicina), entre outros (BATISTA et al., 2010).
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Segundo Rodriguez (2008), os fungicidas geralmente sdo mais aplicados no campo
visando a eliminacdo de fitopatdgenos, como os benzimidazdis, acilalaninas, imidazois,
polioxinas, nikomicinas, entre outros. Atualmente hd uma necessidade de se encontrar novos
compostos antimicrobianos que promovam o controle bioldgico de pragas e fitopatdgenos
para ndo haver impactos negativos ao ambiente e além disto em decorréncia do aumento dos

casos de resisténcia aos antimicrobianos utilizados normalmente.

2.5.4 Importéancia das actinobactérias no ciclo do nitrogénio (N2)

O nitrogénio é o quinto elemento mais abundante no planeta sendo essencial aos
organismos para sintese de bases nitrogenadas, acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos,
entre outros (CANFIELD et al., 2010).

Entretanto, o N2 € praticamente inerte, ou seja, € impossivel a sua assimilacdo ou
absor¢do pelas plantas. Portanto, o nitrato (NO3z) e o ambnio (NH4"), formas idnicas do
nitrogénio, sao absorvidos facilmente, sendo essenciais nos ecossistemas (CANFIELD et al.,
2010). Segundo Di et al. (2009), a oxidacdo da aménia em nitrato (nitrificacdo) € um processo
chave na biogeoquimica do nitrogénio.

O ciclo do nitrogénio é complexo em varios aspectos, constituido por um conjunto
diversificado de transformacdes, muitas das quais sdo realizadas apenas por alguns grupos de
micro-organismos. O ciclo biogeoquimico do nitrogénio € quase totalmente dependente de
reacOes de oxi-reducdo mediada pelos micro-organismos (THAMDRUP, 2012).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) é realizada através de um sistema enzimético
adequado. A enzima nitrogenase promove a reacdo da quebra dos atomos de nitrogénio a
temperatura ambiente, utilizando os processos fotossintéticos ou quimiossintéticos, ou obtida
a partir de carboidratos e armazenada sob a forma de ATP (FIGUEIREDO et al., 2008).

Para que ocorra a FBN é necessaria a expressdo de um conjunto de genes nif (20
genes) que codificam proteinas envolvidas diretamente nestes processos (SERAFINI et al.,
2002).

De acordo com Serafini et al. (2002), a incorporagdo do nitrogénio pela FBN tem sido
aplicada em varios paises e isto representa uma economia na utilizacdo de energia fossil que
seria empregada na producdo de fertilizantes nitrogenados necessarios para atender a

agricultura mundial.
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3) OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Selecionar linhagens de actinobactérias previamente isoladas da rizosfera de plantas da
Caatinga (Melocactus sp., Pereiro e Terminalia fagifolia) capazes de produzir substancias
promotoras de crescimento vegetal.
3.2 Objetivos especificos
. Avaliar a producéo do &cido 3-indolacético qualitativa e quantitativamente;

. Avaliar a solubilizacdo de fosfato em diferentes condicdes de forma semi-

quantitativa;

. Detectar qualitativamente a producéo de fosfatases;

. Avaliar a producdo de amonia (NH3) qualitativa e quantitativamente;

. Avaliar a atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos fitopatdgenos;

. Selecionar atraves de teste estatisticos duas linhagens que apresentem mecanismos

com maior potencial em promover crescimento vegetal;

. Extrair e identificar o &cido 3-indolacético por analises cromatograficas;

. Realizar identificacdo das linhagens de actinobactérias com potencial
biotecnolégico;
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

Foram utilizadas 80 linhagens de actinobactérias isoladas de diferentes amostras das
rizosferas de plantas da Caatinga (01/2009 PAC-EMBRAPA) pertencentes a Colegdo de
Cultura de Microrganismos (UFPEDA) do Departamento de Antibidticos. As linhagens foram
selecionadas aleatoriamente de trés diferentes rizosferas: 59 isolados da rizosfera da
Aspidosperma pyrifolium ou Pereiro (PR), 15 da rizosfera da Terminalia fagifolia ou Capitao-
do seco (TUR) e seis do Melocactus sp. ou Coroa-de-frade (MCR) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Relacdo das linhagens de actinobactérias isoladas da rizosfera de plantas da
Caatinga: Pereiro (PR), Capitdo-do seco (TUR) e Coroa-de-frade (MCR).

Linhagens de Actinobactérias

PR 01 PR 34 PR 82 MCR 28
PR 02 PR 35 PR 84 MCR 29
PR 03 PR 36 PR 86 MCR 39
PR 04 PR 37 PR 87 MCR 40
PR 05 PR 38 PR 88A MCR 716
PR 09 PR 39 PR88B TUR 02
PR 12 PR 45 PR 89 TUR 05
PR 14 PR 46 PR 90 TUR 10
PR 15 PR 53 PR 91 TUR 11
PR 17 PR 55B PR 92 TUR 13
PR 19 PR 61 PR 93 TUR 17
PR 20 PR 63 PR 94 TUR 81
PR 22 PR 66 PR 95 TUR 326
PR 23 PR 67 PR 96 TUR 327
PR 25 PR 68 PR 97 TUR 495
PR 26 PR 71 PR 97B TUR 701
PR 27 PR 76 PR 98 TUR 703
PR 29 PR 78 PR 99 TUR 704
PR 32 PR 79 PR 100 TUR 716
PR 33 PR 80 MCR 25 TUR 742

4.2 Agrupamento das actinobactérias pela macromorfologia

As linhagens selecionadas estavam preservadas em 6leo mineral no Laboratério de

Colecéo de Culturas de Microrganismos UFPEDA.
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As actinobactérias foram transferidas para tubos de ensaio contendo cinco mililitros
(mL) de meio ISP-2 liquido (Anexo A) e cultivadas sob agitacdo 200 rpm por cinco dias a
37°C. Apos esse periodo, alcadas dos cultivos foram semeadas por esgotamento em placas de
Petri contendo 15 mL dos meio ISP-2 (Anexo B), 15 mL de meio ISP-3 (Anexo C) e também
15 mL do meio ISP-5 (Anexo D) para observacdo das caracteristicas macroscopicas das
coldnias e avaliacdo do melhor meio de cultivo para um bom crescimento do micélio aéreo.

As placas foram cultivadas por cinco a dez dias a 37°C.

4.3 Mecanismos para promocao de crescimento vegetal por micro-organismos

4.3.1 Producéo de &cido 3-indolaceético (AIA)

A producdo de &cido 3-indolacético foi determinada através do método de Glickmann
e Dessaux (1995) com algumas modificagdes.

Os isolados foram inicialmente inoculados em tubos de ensaio contendo cinco
mililitros (mL) de meio King B (Anexo E) e cultivados a 37°C por 48 horas sob agitagdo 180
rpm. Apo6s o cultivo, 10% (v/v) do pré-indculo foram transferidos para outros tubos contendo
cinco militros do meio King B suplementado com L-triptofano (5,0 mmol.L™?) e cultivados a
37°C por sete dias sob agitagdo 180 rpm, com auséncia de luz. Em seguida, todas as amostras
foram centrifugadas em microtubos e ao sobrenadante foi adicionado o reagente de Salkowski
(Anexo F) na proporcdo de 1:1 (v/v). As amostras foram mantidas no escuro durante 30
minutos e em seguida foi realizada a leitura qualitativa pela observagcdo da mudanca de
coloracdo do amarelo para rosa-avermelhado. Foi realizada a analise quantitativa da producao
do AIA e as concentracfes foram quantificadas pela analise da absorbancia num leitor de elisa
a 530 nm. Foi construida uma curva-padrdo em concentracGes conhecidas de AIA comercial
(Vetec): 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ung.mL*. Todas as dosagens foram realizadas em
triplicata. Como controle positivo, foi utilizada a linhagem Pantoea agglomerans UFPEDA
774, e como controle negativo, apenas 0 meio de cultura suplementado com L-triptofano na

mesma concentragdo sem crescimento microbiano (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Esquema para avaliacdo qualitativa e quantitativa da producdo de &cido 3-
indolacético (AlA).
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4.3.2 Avaliacéo da solubilizacao de fosfato em meios solidos NBRIP e VERMA

A avaliacdo da solubilizacdo de fosfato em meio solido foi realizada segundo
metodologia descrita por Verma et al. (2001) e Kumar et al. (2012).

As actinobactérias foram semeadas em forma de ‘tapete’ com auxilio da alca de
Drigalski em meio apropriado para crescimento do micélio aéreo e foram cultivadas por cinco
dias a 37°C. Em seguida, blocos de gelose das actinobactérias foram transferidos para placas
de Petri contendo 15 mL dos meios s6lidos VERMA (Anexo G) e NBRIP (Anexo H). As
placas foram cultivadas por 10 dias a 37°C. A positividade da solubilizagdo do fosfato pelas
linhagens foi detectada por halos esbranquicados ao redor das coldnias. O indice de
Solubilizacdo (IS) foi avaliado segundo Sarkar et al. (2012) o qual foi calculado pela razdo
entre o didmetro do halo de solubilizacdo pelo didmetro da col6nia em mm. Os experimentos
foram realizados em triplicata e a linhagem P. agglomerans UFPEDA 774 foi utilizada como

controle positivo (Figura 4.2).



Figura 4.2 - Esquema da solubilizacéo de fosfato em meio sélido.
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4.3.3 Deteccao da producéo de fosfatases

A producéo de fosfatases pelas actinobactérias foi observada por meio da metodologia

de Ribeiro e Cardoso (2012) com pequenas modificacdes.

Os isolados foram semeados em forma de ‘tapete’ em meio apropriado para

28

crescimento do micélio aéreo (conforme item 4.3.2) e cultivados por cinco dias a 37 °C.

Blocos de gelose de cada actinobactéria foram transferidos para placas de Petri contendo 15

mL de meio ISP-2 suplementado com solucdo a 0,5% de difosfato de fenoftaleina (Anexo I).

Apo6s cultivo, a revelacdo foi realizada adicionando-se gotas da solugdo de hidroxido de

amonio (8,4%) nas tampas das placas de Petri invertidas. Apds 15 minutos de reagdo, foi

observado se as linhagens produziram fosfatases pela formacdo de uma zona rosa ao redor das

col6nias. Os experimentos foram realizados em triplicata (Figura 4.3).

Figura 4.3 - Esquema para avaliacdo qualitativa da producdo de fosfatases em meio de

cultura sélido.
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4.3.4 Atividade antimicrobiana para micro-organismos fitopatdgenos

A atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos fitopatdgenos foi realizada
através de teste primario de difusdo em agar utilizando blocos de gelose.

Inicialmente, cada actinobactéria foi semeada em forma de ‘tapete’ (conforme item
4.3.2) em placa de Petri contendo 15 mL de meio ISP-2 e cultivada por cinco dias a 37°C.
Apds este periodo, blocos de gelose de cada linhagem foram transferidos para placas de Petri
semeadas previamente com 0 micro-organismo teste numa concentracdo de células
padronizada, 10 UFC/mL para os fungos fitopatogenos (através da contagem de esporo pela
camara de Neubauer) e 108 UFC/mL para as bactérias (analise da densidade Optica num
comprimento de onda de 625 nm) segundo a CLSI (2008). Os fungos testados foram
Colletotrichum sp. UFPEDA 2419 e Fusarium oxysporum UFPEDA 2455, os quais foram
semeados em 10 mL de meio Sabouraud Agar (Anexo J) e cultivados por até 72 horas a 30
°C. As bactérias fitopatogenas utilizadas foram Xanthomonas campestris UFPEDA 407 e
Erwinia carotovora UFPEDA 106, as quais foram semeadas em 10 mL de meio sélido
Mdeller-Hinton (Anexo K) e cultivados por 24 horas a 37 “C. Apos o cultivo, foi observado a
atividade antimicrobiana pela formacéo de halos de inibicdo que foram medidos em mm.

Cada experimento foi realizado em triplicata e a média aritmética foi calculada (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Esquema do teste em bloco de gelose das actinobactérias para micro-organismos

fitopatdgenos.
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4.3.5 Avaliacéo da producgdo de amonia (NH3)

A avaliacdo da producdo de aménia pelas actinobactérias foi realizada segundo a
metodologia descrita por Kavamura et al. (2012). Inicialmente, foram realizados pré-indculos
de cada linhagem em tubos contendo cinco mililitros de &gua peptonada e cultivadas sob
agitacdo de 180 rpm por 48 horas a 37°C. Apos o cultivo, 10% (v/v) de cada pré-inéculo foi
transferido para outro tubo contendo cinco mililitros de agua peptonada e cultivados nas
mesmas condicdes anteriormente citadas. As amostras foram centrifugadas e ao sobrenadante
foi adicionado o reagente de Nessler (Anexo L) na propor¢cdo de 1,0:0,5 (v/v). O
desenvolvimento de cor amarela claro indicou baixa producdo de aménia e uma coloragédo
amarronzada indicou uma alta producao.

Para quantificacdo da amonia produzida foi realizada uma curva-padrdo com sulfato
de aménio [(NH4)2S04] nas concentragdes de 1,25; 2,5; 5,0; 10, 20, 40, 80, 160 e 240 pg.mL*
(Figura 4.5). Todas as dosagens foram realizadas em triplicata.

Figura 4.5 - Esquema para avaliacdo da producdo de aménia (NHs).
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4.4 Testes estatisticos para selecdo de linhagens com maior potencial em

promover o crescimento vegetal

A andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) foram

realizados de acordo com Bluman (2001) no programa Excel 2010 e Minitab versdo 15. Os
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testes estatisticos em relagdo a producdo de AIA, amdnia e solubilizacdo de fosfato nos dois
meios VERMA e NBRIP foram realizados visando a sele¢do de duas linhagens com maior
potencial em promover o crescimento vegetal por estes mecanismos e que serdo testadas
quanto a promocdo do crescimento vegetal em futuros trabalhos. Os resultados foram
transformados para forma de percentual para que as unidades ndo influenciassem nas analises.

Também foi realizada analise de variancia das médias dos resultados obtidos na
solubilizacdo de fosfato de todas as actinobactérias visando avaliar qual dos meios, VERMA
ou NBRIP, proporcionou melhores condicdes para a solubilizagdo como também o melhor

indice de Solubilizagio (1S).

4.5 ldentificacdo do acido 3-indolacético por analises cromatograficas

4.5.1 Extracao liquido-liquido para obtencéo do extrato bruto

A linhagem selecionada com maior potencial para o crescimento de plantas foi
utilizada para a extracdo do AIA conforme descrito por Loper e Schroth (1986).

A actinobactéria foi cultivada em 10 frascos erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de
meio King B e cultivados a 37°C por 48 horas sob agitacdo 180 rpm, na auséncia de luz. Apos
o cultivo, 10% (v/v) do pré-in6culo foram transferidos para outros 10 frascos erlenmeyer de
500mL contendo 100 mL de meio King B suplementado com L-triptofano (5,0 mmol.L?) e
cultivados por sete dias sob as mesmas condicdes anteriormente citadas. Apds cultivo, as
amostras foram centrifugadas por 10 min a 6360 xg e o pH do liquido metabdlico foi ajustado
para 3,0. Em seguida, o liquido metabdlico foi submetido a extracdo do AIA com acetato de
etila (P.A.) na proporc¢do de 2:1 (v/v) por trés vezes. Os frascos foram agitados vigorosamente
durante uma hora e em seguida a fase organica (extrato de acetato de etila) foi separada e

rotaevaporada a temperatura de 40 °C. O extrato obtido foi pesado e mantido em dessecador.

4.5.2 Cromatografia em camada delgada (TLC) do extrato bruto

A cromatografia foi realizada de acordo com Tsavkelova et al. (2012) com em placas
de Silica gel 60 F2s4 utilizando o extrato bruto de acetato de etila solubilizado em 30 pL de
metanol (P.A.) e o acido 3-indolacético comercial (Vetec) como padrdo. Em seguida, as
amostras foram aplicadas na placa a 10 mm da parte inferior e no mesmo plano horizontal. A

fase movel utilizada foi acetato de etila: isopropanol: amonia (45:35:20). Apos a corrida e
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secagem, a placa cromatogréfica foi revelada com reagente de Ehrlich e reagente de
Salkowski na propor¢do de 1:3 (v/v). Em seguida, foi aquecida a 90 °C até as bandas serem
visualizadas. O Rf ou indice de retencdo da amostra e do padrdo foram calculados

caracterizacdo do perfil cromatografico da amostra.

4.5.3 Parti¢do do extrato bruto

O extrato bruto de acetato de etila foi particionado de acordo com Santos (2012) em
quatro fragdes utilizando os solventes hexano (P.A.), cloroférmio (P.A.), acetato de etila
(P.A.) e &gua Milli-Q para retirada de possiveis impurezas presentes e semipurificacdo do
acido 3-indolacético no extrato bruto. Inicialmente o extrato foi ressuspendido em 10 mL de
metanol e adgua [9:1 (v/v)], colocado num funil de separacdo e adicionado 7,5 mL de hexano
P.A. (3x), sequido de agitacdo e separacdo da fracdo hexanica que foi tratada com Na>SO4
anidro e concentrada em rotaevaporador. Na fracdo aquosa remanescente foi adicionada 2,83
mL de agua Milli-Q e 3,75 mL de cloroférmio (P.A.), seguida de agitacdo e separacdo da
fracdo do cloroformio que foi tratada com Na>SOs anidro e rotaevaporada. A fragdo aquosa
remanescente foi rotaevaporada para eliminacdo de metanol residual e adicionado 7 mL de
acetato de etila P.A. (3x). Em seguida, a fracdo de acetato de etila foi tratada com Na>SO4
anidro e rotaevaporada. As fracdes foram aplicadas em placas de silica de TLC para observar

em qual delas o acido 3-indolacético estava presente.

4.5.4 Cromatografia em coluna com silica

A fracdo tratada com Na>SO4 anidro foi submetida para purificagdo do AlA utilizando
coluna de vidro com a fase estacionaria de silica gel (Macherey-Nagel 0,063-0,2 mm) sendo a
quantidade da silica utilizada 20x o peso do extrato (<1000 mg). A fase mével foi em ordem
crescente de polaridade iniciando com hexano 100%, hexano:acetato de etila (75:25%),
hexano:acetato de etila (50:50%), acetato de etila (100%) e acetato de etila:metanol (85:15).
As fracOes obtidas foram concentradas em rotaevaporador e aplicadas em placa de TLC com
indicador F-254 (Silicycle) visualizada por UV (254 e 366 nm) e a fase movel utilizada foi

acetato de etila:hexano:metanol [85:10:5 (v/v/v)].
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4.5.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Apods cromatografia em coluna a fracdo contendo o é&cido 3-indolacético foi
solubilizada em 750 pL da fase movel e aproximadamente 500 pL foram transferidos para os
fracos de cor &mbar especificos para analise em HPLC (Hewlett Packard) (TSAVKELOVA et
al., 2012). Foi utilizada coluna de fase reversa C18 (25 cm X 4,6 mm, 5um) da ‘Beckman
Ultrasphere’ e 0 sistema movel foi metanol e agua Milli-Q [20:80% (v/v)] previamente
filtrados com membranas 0,22 pm com fluxo de 1 mL.minuto™, temperatura de 30°C e
pressdo em torno de 159 bar. O detector foi UV a 280 nm (Hewlett Packard 1100) para
determinacdo da area dos picos. Para quantificacdo do AIA presente na fracdo obtida foi
necessaria a realizacdo de uma curva-padrdo com &cido 3-indolacético (Vetec): 150,0; 75,0;
38,0;19,0; 9,4; 4,7; 2,3 pg.mL™,

4.6 ldentificacdo das actinobactérias da rizosfera de plantas da Caatinga

4.6.1 ldentificacdo a nivel de género pela técnica de microcultivo

A analise da micromorfologia foi por microscopia 6ptica segundo Shirling e Gottlieb
(1966) para identificagdo a nivel de género das actinobactérias. As linhagens foram semeadas
em estrias largas e, em seguida, laminulas foram inseridas num angulo de 45°. As placas
foram cultivadas a 37°C por 10 a 15 dias. Apos o cultivo, a observagao da micromorfologia

foi realizada no microscopio Optico na objetiva de 40x.

4.6.3 Identificacdo molecular pelo sequenciamento do gene 16S rRNA

4.6.3.1 Extragdo de DNA total

A extracdo de DNA foi realizada a partir do cultivo em meio liquido ISP-2 por 18 a 20
horas a 37°C com agitacdo de 150 rpm, seguindo a metodologia de Sambrook et al. (1989).
Aliquotas de cada cultura foram centrifugadas para obtencdo da biomassa que foi tratada com
1,5 mL de tampédo TAS (Anexo M) e centrifugada a 9168 xg por 3 min. A biomassa foi
novamente ressuspendida em 0,5 mL de TAS adicionado de 150 pL de lisozima (10 mg.mL™)
e colocadas em banho-maria a 37°C por 60 min. Em seguida, foram adicionados 400 pL de

clorofil (Anexo N) em cada amostra e 0s microtubos foram agitados e centrifugados a 9168 xg
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por 3 min. Foi retirado aproximadamente 600 puL do sobrenadante e transferidos para outros
microtubos devidamente marcados. A cada sobrenadante foram adicionados 50 pL de acetato
de potassio (7,5 mol.L%, pH 5,2) e 600 pL de isopropanol (P.A.) e em seguida as amostras
foram colocadas no congelador por 2 horas para precipitacio do DNA. Apos este
procedimento, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 6360 xg e 0s sobrenadantes
descartados. Foi adicionado 400 pL de etanol (70%) aos pellets e centrifugados por 3 min a
9168 xg. O sobrenadante foi descartado e apos secagem do pellet foram adicionados 50-100
puL de tampédo TE (Anexo O) sendo posteriormente colocados em banho-maria por 60 min a
65°C.

A integridade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8%

utilizando 1 pL de tampao de amostra, 1,5 puL do sybr e 3 pL das amostras de DNA.

4.6.3.2 Reacdo de amplificacdo do DNA

As reacdes de amplificacdo e sequenciamento foram realizadas na Empresa Brasileira
de Pesquisa Agroapecuaria (EMBRAPA) em Jaguaritna-SP e Macrogen (Coréia).

A amplificacéo foi realizada por meio da técnica de PCR utilizando oligonucleotideos
universais para Eubacteria 27F (5’-GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3”) ¢ 1492R (5’-TAC
GGY TAC CTT GTT ACG ACT-3’) (HEUER; SMALA, 1997). A reacdo foi composta por
um microlitro do DNA (em torno de 50 ng.mL™?), 2 uL dNTPs (2,5 mM), 0,15 pL primer 27F
(100mM), 0,15 pL primer 1492R (100mM), 1,5 pL da solucdo de MgCl, (50mM), 2,5 pL de
tampéo (Buffer 10X), 0,8 uL DMSO (P.A.), 0,35 pL Tag DNA Polymerase e 16,55 uL de
agua Milli-Q com volume final de 25 pL para a reagdo. As condi¢des do termociclador foram
desnaturacdo inicial 94°C por quatro minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um
minuto, anelamento a 55°C por um minuto, extensdo a 72°C por dois minutos e extensdo final
a 72°C por 10 minutos (KIM et al., 1996).

A amplificacdo do DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose a
2,0%, utilizando 5 pL de tampdo LB + gel red (4:1) e 4 pL das amostras de DNA

amplificado.

4.6.3.3 Purificacdo do DNA e reacdes de sequenciamento

As amostras foram purificadas utilizando as enzimas: ‘Exonuclease 1’ (um microlitro)

e ‘Thermosensitive Alkaline Phosphatase’ (um microlitro) para 5 pL do produto de PCR e
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assim foram colocadas no termociclador por 30 min a 37°C seguido por 15 minutos a 80°C
para completar a purificagcdo conforme instrucdes do fabricante.

Apos a purificacdo, foram realizadas as reacfes de sequenciamento utilizando cinco
primers listados na tabela 4.2. A reacdo obtinha 1 uL do DNA purificado, 0,08 pL de cada
primer por reacdo, 3,5 pL de tampdo ‘save money’, 1 pL de ‘Big dye’, 0,8 pL de DMSO e
13,62 uL de agua Milli-Q com volume final de 20 pL.

Tabela 4.2 - Listagem dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de sequenciamento do

gene 16S rRNA das actinobactérias da Caatinga.

Primers Sequéncias (5’-3”) Referéncias
27F GAG TTT GAT CCT GGC TCA G Heuer e Smala (1997)
Act-S20F CGC GGC CTATCAGCT TGT TG Stach et al. (2003)
692F AAT TCC TGG TGA GCG GT -
Act-A19R CCG TAC TCC CCAGGC GGG G Stach et al. (2003)

1492R TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT  Heuer e Smala (1997)

A precipitacdo do DNA foi realizada ap6s as reacdes de sequenciamento pela adicéo
de 2 uL de EDTA (125 mM), 2 uL de acetato de sodio (3 M) e 50 pL de etanol (P.A.) em
cada amostra e cultivadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, foram
centrifugadas a 3000 xg por 30 minutos e o sobrenadante foi descartado por inverséo.
Adicionou-se 70 pL de etanol 70% e novamente as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 1800 xg/ 4 °C. As amostras foram secadas e adicionado 10 pL de formamida para

serem submetidas ao sequenciador automatico ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems).

4.6.3.4 Alinhamento e analise das sequencias

As sequencias obtidas do gene 16S rRNA das actinobactérias foram alinhadas
utilizando os softwares Bioedit e Finch TV.

Apdbs alinhamento, as sequencias foram comparadas com todas as sequencias no
Genbank, utilizando o software Blast do National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov) e também foi utilizado o EzTaxon (http://eztaxon-

e.ezbiocloud.net/) (KIM et al., 2012) para avaliar a similaridade com outras sequencias
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conhecidas além disto arquivar todos os dados obtidos como nimero de pares de bases,
similaridade, entre outros.

A construcédo da arvore foi realizada utilizando o MEGA 5.0 software (TAMURA et
al., 2011), apds alinhamento com o Clustal W, e a arvore foi avaliada pelo método de
‘Neighbor-Joining” (SAITOU; NEI, 1987), modelo Jukes e Cantor (1969) e analise de
bootstrap com 1000 repeticdes (FELSENSTEIN, 1985). Foram incluidos na arvore trés anti-
grupos dos géneros Bacillus e Nocardia além da linhagem Streptomyces albus ATCC 21838

para observacao do distanciamento genético em relacéo as actinobactérias da Caatinga.
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Agrupamento das actinobactérias pela macromorfologia

De acordo com Rajkumar et al. (2012), as caracteristicas dos micélios aéreos das
actinobactérias sdo consideradas um fator importante para identificacdo a nivel de género das
linhagens. Por isto a importancia de se utilizar meios de cultura com componentes e fontes de
carbono diferentes para se observar as caracteristicas de cada actinobactéria nos meios de
cultura utilizados neste estudo.

As 80 actinobactérias preservadas em 6leo mineral foram reativadas em trés diferentes
meios de cultura e todas apresentaram crescimento em pelo menos um dos meios de culturas
solidos utilizados citados anteriormente no item 4.2.

Apos o cultivo de cinco dias a 37°C nos meios sélidos, foi possivel observar que o
meio ISP-5 ndo foi eficiente para o crescimento de 97% (78) das actinobactérias, uma vez que
ndo apresentaram micélio aéreo, e apenas 3,0% (2) das linhagens mostraram fraco
crescimento.

Os resultados apresentados na figura 5.1 mostram que no meio ISP-2, 36,9% (30) das
actinobactérias apresentaram micélio com coloracdo branca enquanto 21,5% (17)
apresentaram micélio aéreo na cor branca/cinza. Entretanto, em 16,9% (14) ndo foi possivel
observar o desenvolvimento do micélio aéreo, pois as linhagens cresceram lentamente. Foi
possivel avaliar também que neste meio de cultura, 6,25% (5) das linhagens produziram

pigmentos marrons.

Figura 5.1 - Percentual de actinobactérias que apresentaram diferentes colora¢fes do micélio

aéreo no meio ISP-2.
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No meio ISP-3, foi observado que 45,2% (36) das actinobactérias apresentam miceélio
de coloracdo branca e 16,4% (13) das linhagens apresentam micélio aéreo na cor marrom.
Apenas em 11,0% (9) ndo foi possivel observar a formagdo de micélio aéreo. Além disto,

2,5% (2) das linhagens produziram pigmento escuro ou amarelado (Figura 5.2).

Figura 5.2 - Percentual de actinobactérias que apresentaram diferentes coloragdes do micélio

aéreo no meio ISP-3.
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As actinobactérias podem apresentar diversas coloracGes do micélio aéreo além da
producdo de pigmentos que vai depender do meio de cultura utilizado para o crescimento das
linhagens (BERNARDO, 2012).

No trabalho de Meena et al. (2013), 26 actinobactérias foram isoladas de ambiente
marinho e em todos os isolados foi observada coloracdo do micélio aéreo bem desenvolvido
no meio SCA (Amido caseina &gar). Foi observado que 65,39% das actinobactérias
apresentavam micélio com coloracdo esverdeada, azul ou cinza, e oito géneros foram
identificados pela observacdo microscopica da cadeia de esporos Saccharopolyspora,
Streptomyces, Actinopolyspora, Nocardiopsis, Microtetraspora, Actinokineospora e

Dactylosprangium.

5.2 Mecanismos para promocao de crescimento vegetal por micro-organismos

5.2.1 Producéo de &cido 3-indolacético (AlA)

As actinobactérias sdo produtoras de inimeros metabdlitos bioativos, entre os quais se

destacam os compostos derivados do triptofano como o acido 3-indolacético (AlA), e outros
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derivados indolicos. Dentre estes metabdlitos, a producdo de AIA é o principal mecanismo
utilizado pelos micro-organismos para favorecer o crescimento de plantas (LIN; XU, 2013).
Neste trabalho, 80 actinobactérias foram avaliadas quanto a producao de auxina e foi
observado que 86,25% (69) das linhagens produzem AIA. Esta producéo foi evidenciada por
mudanca de coloragdo de amarelo para rosa-avermelhado nos sobrenadantes das amostras
apos a adicdo do reagente de Salkoswi, indicando que estes micro-organismos sdo produtores

de auxina (Figura 5.3).

Figura 5.3 — Presenca do &cido 3-indolacético apos a adi¢do do Reagente de Salkowski.

No trabalho de Kumar et al. (2012), foi analisada a producdo de AIA apenas
qualitativamente e foi demonstrado que todos os sete isolados do género Bacillus mostraram
producdo de AIA apds a adigdo do reagente de Salkowski, igualmente observado em nosso
trabalho. Para quantificagdo da concentragdo de auxina foi realizada uma curva-padrdo com
acido 3-indolacético nas concentracdes de 1,25 a 80,0 ug.mL™?, originando a equagdo y =
0,0205x + 0,0427, com Rz =0,9982 (Apéndice A).

As concentragBes de AIA variaram de 1,75 a 76,48 ng.mL™, respectivamente
produzido pela linhagem PR 94 e PR 38, enquanto que 13,75% (11) ndo foram capazes de
produzir o AIA. A andlise dos resultados observados na tabela 5.1 mostra que as
actinobactérias PR 38 e PR 98 apresentaram concentracdo maior que o controle positivo
Pantoea agglomerans UFPEDA 774.
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Tabela 5.1 - Concentragio de acido 3-indolacético (ug.mL™?) produzido pelas actinobactérias

isoladas de rizosferas de plantas da Caatinga.

Linhagens de

Concentracao de AIA

Linhagens de

Concentracao de

Actinobactérias (ug.mL?) Actinobactérias AIA (ng.mL™1)
PR 01 - PR 82 8,17 £ 0,30
PR 02 4,04 £0,78 PR 84 6,76 + 0,95
PR 03 - PR 86 12,40 £ 0,48
PR 04 - PR 87 14,59 £ 0,61
PR 05 2,12 +0,36 PR 88A 14,07 £ 1,16
PR 09 - PR 88B 16,92 +£ 1,39
PR 12 - PR 89 15,00 £ 2,21
PR 14 5,55+0,20 PR 90 11,13+ 2,01
PR 15 9,91+£1,02 PR 91 15,76 £ 2,48
PR 17 19,29 £ 0,22 PR 92 46,36 + 0,90
PR 19 - PR 93 30,25 + 0,77
PR 20 18,48 £ 2,03 | PR94 1,75+ 0,54
PR 22 12,88 £ 0,54 PR 95 7,94 £0,71
PR 23 29,71 £ 0,57 PR 96 9,99+ 1,06
PR 25 11,97 £0,91 PR 97 11,89 £ 2,39
PR 26 12,14 + 1,33 PR 97B 11,24 £ 0,26
PR 27 23,86 = 2,30 |__PRO98 73,36 +12,82 |
PR 29 18,45+ 2,91 PR 99 8,67 +£0,51
PR 32 540+ 1,11 PR 100 5,81 +£0,09
PR 33 6,98 £ 2,79 MCR 25 12,49 £ 1,00
PR 34 53,57 £ 6,83 MCR 28 521+£1,04
PR 35 12,20 £ 1,04 MCR 29 3,11 £0,62
PR 36 12,09 £ 0,78 MCR 39 10,43 £ 0,84
PR 37 - MCR 40 6,74 +1,10

| PR 38 76,48+ 13 | MCR 716 518 £ 1,69
PR 39 4,59 £ 0,14 TUR 02 11,42 £ 0,50
PR 45 = TUR 05 17,80 £ 0,47
PR 46 529+0,75 TUR 10 16,74 + 2,43
PR 53 5,23 £2,27 TUR 11 11,29 £ 1,03

PR 55B 8,49 + 1,53 TUR 13 10,69 + 0,88
PR 61 29,63 +1,31 TUR 17 13,27+ 1,24
PR 63 - TUR 81 7,93 £ 0,50
PR 66 21,18 + 2,00 TUR 326 10,02 £ 0,70
PR 67 - TUR 327 10,67 £ 1,25
PR 68 - TUR 495 19,91 £ 0,64
PR 71 11,78 £ 1,35 TUR 701 10,36 £ 0,56
PR 76 23,00 £ 0,47 TUR 703 9,68 + 0,29
PR 78 197+0,3 TUR 704 36,06 + 4,74
PR 79 8,40+ 0,76 TUR 716 4,80+1,13
PR 80 16,17 £ 0,32 TUR 742 6,64 + 0,48

Pantoea agglomerans 50,88 + 0,24
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A capacidade de produzir AIA é comum em actinobactérias que habitam varios
ambientes, tais como o solo (rizosferas), &gua marinha, rios, e como hospedeiras de plantas
(PATTEN et al., 2013).

Vérias actinobactérias ja foram relatadas como produtoras de auxina, como foi
enfatizado por Nimnoi et al. (2010), os quais observaram que os isolados rizosféricos foram
identificados como pertencentes aos géneros Actinomadura, Streptomyces, Nonomura,
Nocardia e Frankia, e produziram AIA em concentracdes variando de 9,85 a 15,14 pg.mL™*
em meio de cultura suplementado com triptofano, sendo concentracdes inferiores as obtidas
em nosso estudo.

Javaid e Sultan (2013) avaliaram seis cepas de Streptomyces isoladas de terras salinas
e observaram que todas produzem AIA com maxima producdo de 10 pg.mL™?, resultados este
bastante inferior ao que foi observado neste estudo com as actinobactérias isoladas da
Caatinga que produzem AIA em concentragdes sete vezes maior que os resultados observados
por estes autores.

No estudo realizado por Shokri e Emtiazi (2010), foi avaliada a producédo de acido 3-
indolacético em 35 bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de solo e raizes de plantas e foi
observado que os géneros Rhizobium e Paenibacillus apresentaram concentracfes de acido 3-
indolacético respectivamente de 5,23 e 4,90 pg.mL?, sendo também concentragOes bastante
inferiores em relacdo ao observado com as actinobactérias nesta pesquisa.

Kavamura et al. (2012) avaliaram 48 rizobactérias isoladas de plantas do bioma
Caatinga (Cereus jamacaru, Pilosocereus gounellei e Melocactus sp.), e foi possivel detectar
que cerca de 30% das cepas produzem AIA em concentragdes variando 1,0 a 135,22 pg.mL?,
corroborando assim com 0s nossos resultados e indicando a grande importancia deste bioma
exclusivo do Brasil.

Diante dos fatos expostos, os resultados obtidos neste estudo em relacdo aos descritos
na literatura indicam que as actinobactérias isoladas da rizosfera de plantas da Caatinga
apresentam alto potencial em promover o crescimento de plantas pela producdo de AIA. Além
disto, os resultados também demonstram a importancia de se avaliar micro-organismos de
ambientes inexplorados, pois foi observado diferenca entre as concentraces minima e
méaxima podendo ser, segundo Kavamura et al. (2012), devido ao fato da producdo de AlA ser
influenciada pelas condicdes de cultivo durante a fase de crescimento do micro-organismo e
disponibilidade do substrato.

De acordo com Lins M. (2012), a variagédo das concentragdes de cada linhagem pode

ter sido ocasionada porque existem diferencgas intrinsecas em cada género, sendo necessario
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conhecer melhor a sintese de AIA em tempos de desenvolvimento bacteriano diferentes
possibilitando dessa forma a determinacdo do tempo em que ocorre a sintese maxima do

produto.

5.2.2 Avaliacéo da solubilizacdo de fosfato em meios sélidos NBRIP e VERMA

Os resultados mostraram que 93,75% (75) das actinobactérias solubilizaram fosfato
em pelo menos um dos meios de cultura utilizados. Dentre as linhagens solubilizadoras,
66,25% (53) das linhagens solubilizaram fosfato no VERMA com Indice de Solubilizacio
(IS) variando de 1,15 a 2,17, enquanto que 27,5% (22) solubilizaram o fosfato no NBRIP com
IS variando de 1,18 a 2,25. No meio NBRIP os IS foram inferiores ao controle positivo P.
agglomerans UFPEDA 774 com IS de 3,2. As linhagens que apresentaram IS acima de 2

estdo destacadas na tabela 5.2.
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Tabela 5.2 - indice de Solubilizagio (IS) das linhagens de actinobactérias isoladas de rizosferas de plantas da Caatinga nos meios VERMA e

NBRIP.

Linhagens de
Actinobactérias

indice de

Solubilizagéo (1S)

indice de

Solubilizacéo (1S)

Linhagens de
Actinobactérias

Indice de

Solubilizacgéo (1S)

indice de

Solubilizacéo (1S)

Meio VERMA Meio NBRIP Meio VERMA Meio NBRIP

PR 01 1,79+ 0,06 1,27 +0,02 PR 82 1,95+ 0,06 -

PR 02 1,61+ 0,09 1,26 +0,13 PR 84 1,42 +0,10 -

PR 03 1,15+ 0,05 1,29 + 0,00 PR 86 1,40 + 0,07 -

PR 04 1,38+0,18 1,40 + 0,00 PR 87 1,36 + 0,05 -

PR 05 1,75+0,08 - PR 88A 1,54 +0,12 -

PR 09 1,29 +0,10 - PR 88B - -

PR 12 1,50 + 0,09 - PR 89 1,38 +0,14 -

PR 14 1,21+0,08 1,33+ 0,00 PR 90 2,05 + 0,07 -

PR 15 1,89 +0,08 - PR 91 1,62 0,07 -

PR 17 1,26 +0,07 1,46 £ 0,12 PR 92 1,79 +0,30 -

PR 19 1,15+ 0,04 - PR 93 1,38 +0,10 -

PR 20 1,53 +0,08 - PR 94 1,36 +0,10 -

PR 22 1,35+0,11 - PR 95 1,57 +0,18 -

PR 23 1,59 + 0,09 - PR 96 1,72 +0,18 -

PR 25 1,46 + 0,12 - PR 97 1,48 + 0,08 -

PR 26 1,48 +0,14 - PR 97B 1,63+0,14 -

PR 27 1,48 +0,03 - PR 98 1,50 0,31 -

PR 29 1,22 +0,04 - PR 99 1,63+ 0,09 -

PR 32 1,67 +0,14 - PR 100 1,45+ 0,24 -

PR 33 1,24 +0,09 - MCR 25 1,52 +0,03 -
[ PR34 1,36+ 0,08 200+059 | MCR 28 1,15+ 0,01 s

PR 35 1,68 0,11 1,67 +0,24 MCR 29 1,23+0,04 1,28 + 0,06
[ PR36 1,26 + 0,05 225+ 105 MCR 39 1,24 +0,01 1,47 0,10

PR 37 - - MCR 40 1,19+ 0,09 1,64+ 0,31




1,57 +£0,17 1,86 £ 0,49 1,44 + 0,26

1,75+ 0,08

1,33 +0,04

1,25+ 0,00

1,40 £ 0,03

1,50 +£0,10

1,37+ 0,09

1,25+ 0,07

PR 67 + (.00 1,22 £ 0,04

1,64 +0,14 1,42 + 0,07 1,50 £ 0,01

1,43+0,16 1,68 +0,11

1,23+0,05

1,60 + 0,07

44



45

Mehnaz et al. (2010) avaliaram o potencial de promover o crescimento vegetal de 32
rizobactérias isoladas da cana de aglUcar e observaram qualitativamente que 84,37% (27)
solubilizam o fosforo no meio NBRIP.

No estudo de Javaid e Sultan (2013) foram avaliadas seis linhagens de Streptomyces
quanto a solubilizacdo de fosfato no meio Pikovskaya com o fosfato tricélcico, e foi possivel
observar que 33,33% (2) foram capazes de solubilizar o fosfato com IS de 1,46 e 1,86,
enguanto que neste nosso trabalho algumas actinobactérias da Caatinga como PR 34, PR 36,
PR 67 e PR 90 apresentaram valores de IS variando de 2,0 a 2,25 sendo maiores que 0S
encontrados por estes autores.

Segundo Silva Filho e Vidor (2000), o potencial de solubilizacdo de fosfato por micro-
organismos pode ser classificado como baixa solubilizacdo (IS < 2), média solubilizacdo (2 <
IS < 3) e alta solubiliza¢do (IS > 3). Em relacdo as actinobactérias isoladas da rizosfera da
Caatinga, podemos concluir que apenas 5,0% (4) das linhagens, PR 34, PR 36, PR 67 e PR
90, apresentaram melhor solubilizacdo com IS entre 2 e 3 pelo menos em um dos meios
utilizados (VERMA ou NBRIP).

Existem diversas fontes de fosfato no ecossistema as quais 0S micro-organismos
disponibilizam o fosforo tornando-o solGvel para o ambiente no qual estdo inseridas. Diante
disto, ndo podemos afirmar que as actinobactérias da Caatinga ndo sdo boas solubilizadoras
de fosfato, pois existem estudos como o de Sousa (2010) que utiliza varios meios de cultura
com varias fontes de fosforo para se conhecer mais profundamente os mecanismos e

processos envolvidos na solubilizacdo de fosfato.

5.2.3 Deteccgédo da producéo de fosfatases

Os micro-organismos realizam a decomposicdo da matéria organica, como a
solubilizacdo de fosfato do solo, liberando o radical ortofosfato da estrutura de carbono das
moléculas através de processos de respiracdo e sob forte influéncia de fatores ambientais.
Desta maneira, o fosforo soltvel se torna vidvel para o consumo das plantas (OLIVEIRA et
al., 2003).

Os resultados da avaliacdo da producdo de fosfatases mostram que 97,5% (78) das
actinobactérias produzem estas enzimas pela visualizacdo de zona rosada em volta das

coldnias apos a adigdo de hidroxido de aménio, como pode ser observado na figura 5.4.
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Figura 5.4 - Producéo de fosfatases pela formagdo de zona rosa em volta das colonias de
actinobactérias.

Os resultados da producdo de fosfatases foram expressos de acordo com Ribeiro e
Cardoso (2012), os quais classificaram zonas rosa acima de 10 mm com duas cruzes (++) e
abaixo de 10 mm apenas uma cruz (+).

Das linhagens produtoras de fosfatases, 75,64% (59) mostraram halo maior que 10
mm (++), 24,36% (19) das actinobactérias apresentaram zonas menores que 10 mm (+) e

apenas duas linhagens ndo apresentaram producéo de fosfatases (Figura 5.5).

Figura 5.5 — Percentual de actinobactérias quanto a producdo de fosfatases.
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Correlacionando os resultados obtidos da solubilizacdo de fosfato e producdo de
fosfatases, foi constatado que todas a linhagens que solubilizaram o fosfato em pelo menos
um meio de cultura utilizado produziram fosfatases indicando que é um mecanismo de

promocéo de crescimento vegetal importante das actinobactérias da Caatinga.
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A principal fonte de fosfatases no solo é de origem microbiana, e sua atividade
aumenta substancialmente na rizosfera, tornando necessario o conhecimento de quais micro-
organismos produzem estas enzimas para elucidar os mecanismos de acdo (RIBEIRO;
CARDOSO, 2012).

Segundo Young et al. (2013), o aumento da atividade das fosfatases na rizosfera tem
muitas vantagens, como por exemplo, apresentar efeito positivo sobre a biodisponibilidade do
solo e absorcdo de fosfato pelas plantas.

A investigacdo realizada por Meena et al. (2013) mostraram que dentre as 26
actinobactérias isoladas de ambiente marinho, 30,77% (8) produzem fosfatases, além de
outras enzimas importantes que podem ser utilizadas nas industrias.

Ribeiro e Cardoso (2012) também observaram que das 96 bactérias associadas a raizes
da Araucaria angustifolia, 85% (83) dos isolados produzem fosfatases.

A avaliacdo do melhor tempo, pH e temperatura para producdo desta enzima pelas
actinobactérias através da quantificacdo da atividade enzimatica é fundamental para
elucidacdo quanto a producdo, uma vez que temperatura do habitat, por exemplo, podera ser
elevada em relacdo a outros habitats de onde as actinobactérias sdo isoladas.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram o grande potencial das actinobactérias
isoladas da rizosfera da Caatinga em relacdo a producdo de fosfatases, pois confirmam e se
correlacionam com os resultados analisados na solubilizagdo de fosfato.

5.2.4 Atividade antimicrobiana para micro-organismos fitopatdgenos

A atividade antimicrobiana das 80 actinobactérias frente fungos fitopatdgenos
(Fusarium oxysporum UFPEDA 2455; Colletotrichum sp. UFPEDA 2419) e bactérias
fitopatdgenas (Xanthomonas campestris UFPEDA 407; Erwinia carotovora UFPEDA 106)
também foi investigada uma vez que é conhecida como um mecanismo indireto em que 0s
micro-organismos podem promover o crescimento vegetal.

Em relacdo aos fungos fitopatogenos, foi observado que 15,0% (12) das
actinobactérias testadas produzem metabdlitos antimicrobianos contra os fungos, e dentre
estas, uma linhagem PR 86 apresentou atividade apenas para F. oxysporum com halo parcial
de 29,7 mm, enquanto que as actinobactérias PR 09, PR 78, TUR 10 e TUR 17 inibiram o
crescimento apenas de Colletotrichum sp. com halos de inibigdo que variaram de 19 a 25 mm.

Também foi observado que PR 22, PR 25, PR 93, TUR 11, TUR 13, TUR 81 e TUR
326 apresentaram atividade tanto para Colletotrichum sp. quanto para F. oxysporum com
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halos variando de 15,5 a 34,0 mm e 16,3 a 25,3 mm, respectivamente (Figura 5.6 e figura
5.7).

Figura 5.6 — Halos de inibicdo das actinobactérias que apresentaram atividade antimicrobiana
para Colletotrichum sp. UFPEDA 2419.
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Figura 5.7 - Halos de inibicdo das actinobactérias que apresentaram atividade antimicrobiana
frente Fusarium oxysporum UFPEDA 2455.
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As rizobactérias (RPCP) se destacam em suprimir o crescimento de Vvarios
fitopatdgenos através de mecanismos como a competicdo por nutrientes, limitar a oferta de
ferro disponivel através da producdo de sider6foros, producdo de enzimas liticas e também
através da antibiose (BHATTACHARYYA; JHA 2012).

Kumar et al. (2012) analisaram Bacillus spp. rizosféricos frente a fungos
fitopatdgenos. Todas as sete linhagens avaliadas apresentaram atividade antagbnica com
maxima inibicdo no crescimento radial de Macrophomina phaseolina (62,10%), Fusarium
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oxysporum (65,91%), F. solani (64,38), Sclerotinia sclerotiorum (55,59%), Rhizoctonia
solani (54.86%) e Colletotrichum sp. (52,39%). Neste mesmo trabalho foi evidenciado
também que um aumento no periodo de cultivo correspondia a um aumento na inibi¢do dos
fungos.

Cao et al. (2004) avaliaram Streptomyces endofiticos de raizes de tomate
(Licopersicum esculentum) e observaram que 65% dos isolados inibiram o crescimento de
Rhizoctonia solani. Taechowisan et al. (2003) também isolaram actinobactérias endofiticas de
espéecies de plantas da Tailandia, das quais 10% apresentaram atividade para Fusarium
oxysporum e Colletotrichum musae.

Das actinobactérias testadas frente as bactérias fitopatdgenas, apenas 6,25% (5)
apresentaram atividade apenas para X. campestris UFPEDA 407 com halos que variaram de
16,5 a 23,7 mm, enquanto que ndo foi observado atividade inibitéria para E. carotovora
UFPEDA 106 pelas linhagens avaliadas (Figura 5.8).

Figura 5.8 - Halos de inibicdo das actinobactérias que apresentaram atividade para
Xanthomonas campestris UFPEDA 407.
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Bactérias fitopatogénicas sdo responsaveis por perdas de muitas culturas agricolas
importantes economicamente causando prejuizos de milhdes de reais anualmente. Por este
motivo, as atencGes de pesquisadores estdo voltadas para estes micro-organismos, uma vez
que podem atuar na promocdo indireta do crescimento vegetal (NADARASAH;
STAVRINIDES, 2011).

No estudo realizado por Venturi e Fugqua (2013) envolvendo bactérias fitopatogénicas
mostrou que houve evolucdo nos sistemas de sensibilidade e respostas aos compostos
produzidos pelas plantas visando a regulacdo de caracteristicas associadas a viruléncia.

Portanto, a busca por novos micro-organismos capazes de inativar o crescimento de
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fitopatdgenos é importante para inducgdo de resisténcia sistémica nas plantas (OLIVEIRA et
al., 2003).

Trias et al. (2008) avaliaram 484 bactérias isoladas de frutas, legumes e derivados do
leite em relacdo a atividade antagonista para bactérias fitopatdgenas, incluindo Erwinia
carotovora e Xanthomonas campestris pv vesicatoria e observaram que X. campestris foi 0
fitopatdgeno mais frequentemente inibido enquanto E. carotovora mostrou menor inibigéo.

Bactérias Gram-negativas como X. campestris e E. carotovora apresentam uma
membrana externa lipopolissacaridica diferentemente das bactérias Gram positivas, o que Ihes
confere, uma resisténcia maior aos mecanismos de antibiose (MADIGAN et al., 2010).

Diante dos fatos expostos, 0s nossos resultados corroboram com outros descritos na
literatura, e o diferencial do nosso estudo é o fato de ainda n&o se ter anélises detalhadas de
actinobactérias isoladas da rizosfera da Caatinga com o potencial de promover o crescimento
vegetal através da antibiose, como também outros mecanismos envolvidos nesta

caracteristica.

5.2.5 Avaliacéo da producdo de aménia (NHz)

O teste qualitativo indicou que 80% (64) das actinobactérias produzem NHs, como
pode ser observado na figura 5.9, mostrando o grande potencial destas bactérias filamentosas

isoladas da rizosfera da Caatinga.

Figura 5.9 - Avaliagdo da producdo de amodnia pelas linhagens de actinobactérias isoladas de
plantas da Caatinga ap0s a adicao do reagente de Nessler.
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Para quantificacdo de aménia produzida pelas linhagens de actinobactérias foi
realizada uma curva-padrdo em concentragdes de sulfato de aménio variando de 1,25 a 240
ug.mL* (Apéndice B).

Os resultados apresentados na tabela 5.3 mostram que as concentracdes de amonia
produzida pelas linhagens de actinobactérias variaram de 3,59 a 292,31 pug.mL™, destacando
trés linhagens PR 03, PR 04 e PR 05 como as maiores produtoras de aménia: 251,72; 292,31;
e 254,26 pg.mL?, respectivamente. A linhagem que apresentou producdo minima de aménia
foi a TUR 02 com 3,59 ug.mL™. Além disto, os resultados mostram que das 80 linhagens
testadas, 7,5% (6) apresentaram concentragdo superior a 200 pg.mL™, enquanto 12,5% (10)

nédo produziram amonia.
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Tabela 5.3 - Concentracdo de aménia (ug.mL™) produzida pelas actinobactérias isoladas de

rizosferas de plantas da Caatinga.

Linhagens de

Concentracéao de

Linhagens de

Concentracgéao de

Actinobactérias NHs (ug.mL?) Actinobactérias NH3 (ug.mL1)
PR 01 122,26 £ 3,84 PR 82 171,00 + 20,52
PR 02 186,00 + 5,00 PR 84 135,92 + 11,21

+ PR 86 33,46 £ 0,29

PR 04 292,31+ 0,96 PR 87 36,95 £+ 5,62

| PRO5 254,26 + 45,87 PR 88A -
PR 09 46,92 + 3,22 PR 88B 55,85+6,14
PR 12 162,92 + 10,37 PR 89 23,42 £ 6,13
PR 14 184,85 + 35,38 PR 90 53,36 £ 16,21
PR 15 157,59 + 10,29 PR 91 34,12 £ 2,45
PR 17 162,05 + 9,26 PR 92 43,65 + 6,37
PR 19 8,05+0,15 PR 93 22,71 £ 0,22
PR 20 14,46 £ 0,63 PR 94 74,54 £ 18,77
PR 22 119,56 + 18,82 PR 95 40,15 + 6,64
PR 23 - PR 96 14,38 £ 0,13
PR 25 28,67 £ 0,44 PR 97 17,97 £0,85
PR 26 24,56 + 0,39 PR 97B 38,38 £ 3,35
PR 27 166,87 + 45,81 PR 98 39,59 £+ 5,45
PR 29 60,90 + 11,89 PR 99 54,38 £ 6,27
PR 32 128,46 £ 3,57 PR 100 63,59 + 6,93
PR 33 167,15 + 24,53 MCR 25 178,08 + 25,86
PR 34 227,21 £ 63,91 MCR 28 103,97 £ 6,00
PR 35 151,36 + 3,33 MCR 29 107,33 £ 8,04
PR 36 139,90 £ 3,74 MCR 39 232,44 £ 53,29
PR 37 152,13 + 3,96 MCR 40 118,08 + 4,75
PR 38 95,54 + 12,16 MCR 716 12,28 + 2,47
PR 39 - | TURO2 3,59 +0,01 |
PR 45 19,67 + 3,41 TUR 05 8,46 £ 1,65
PR 46 135,36 £ 12,10 TUR 10 39,36 £ 13,47
PR 53 141,38 £ 2,08 TUR 11 101,94 + 17,72
PR 55B - TUR 13 62,97 £ 7,16
PR 61 133,54 £ 9,96 TUR 17 19,13 £0,33
PR 63 196,74 £ 0,27 TUR 81 -
PR 66 73,47 £ 16,40 TUR 326 53,29 + 7,38
PR 67 145,05 + 22,24 TUR 327 40,44 + 8,41
PR 68 162,79 £ 3,86 TUR 495 -
PR 71 172,23 + 8,84 TUR 701 -
PR 76 17,08 + 2,88 TUR 703 -
PR 78 118,77 £ 9,22 TUR 704 203,00 £ 0,36
PR 79 158,87 £ 21,57 TUR 716 -
PR 80 162,62 + 3,03 TUR 742 -

Entre os mecanismos indiretos os quais 0s micro-organismos utilizam para promover o

crescimento vegetal, é possivel considerar como forma de antibiose a producdo de compostos

volateis, como a amonia (NHs) (KAVAMURA et al., 2012).
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Di et al. (2009) sugeriram que a nitrificacdo é impulsionado por bactérias ndo archaea
em solos ricos em nitrogénio, sendo importante o conhecimento de toda a microbiota do solo,
como a presenca de actinobactérias, para melhor elucidacdo dos mecanismos envolvidos no
crescimento vegetal pelos micro-organismos.

Arun et al. (2012) avaliaram qualitativamente a promocéo do crescimento de plantas
pelo mecanismo da producdo de aménia em 35 bactérias e foi observado que 85,71% (30)
produzem amonia, além de apresentar outros mecanismos de promog¢do do crescimento
vegetal. Pesquisa similar foi realizada por Kavamura et al. (2012), na qual foi observado que
71% das rizobactérias isoladas de plantas da Caatinga (Cereus jamacaru, Pilosocereus
gounellei e Melocactus sp.) produzem amdonia.

No trabalho de Nimnoi et al. (2010), 10 actinobactérias endofiticas da planta Aquilaria
crassna Pierre ex Lec foram isoladas, e todas apresentaram producdo de amonia que variou de
2 a60 mg.mL™.

Portanto os resultados obtidos neste estudo mostram producdo de aménia pelas
actinobactérias isoladas da rizosferas do Melocactus sp., Pereiro e Terminalia fagifolia,
indicando que podem exercer um papel fundamental na fixacdo bioldgica do nitrogénio e
possivelmente influenciar a antibiose frente aos fitopatogenos.

Micro-organismos que possam exercer VArios mecanismos na promocdo de
crescimento vegetal sdo importantes, pois apresentam um alto potencial de serem utilizados
na agroinddstria. Shahi et al. (2011) constataram que dentre 114 bactérias diazotréficas
isoladas da rizosfera do arroz, 18,42% (21) estavam envolvidas em pelo menos trés
mecanismos de promoc¢do do crescimento de plantas: producdo de AIA, producdo de
siderdforos e solubilizacdo do fosfato.

Em nosso estudo, alguns mecanismos para promocdo de crescimento vegetal foram
avaliados em 80 actinobactérias e foi observado que todas as linhagens apresentaram pelo
menos dois mecanismos, e somente uma linhagem PR 37 apresentou um mecanismos como

pode ser observado na tabela geral no apéndice C.

5.3 Testes estatisticos para selecdo de linhagens com maior potencial em

promover o crescimento vegetal

ApoOs a realizagdo dos testes para producdo de é&cido 3-indolacético, amonia e
solubilizacdo de fosfato nos dois meios de cultura utilizados, foi observado que 18,75% (15)
das linhagens (PR 02, PR 14, PR 17, PR 34, PR 35, PR 36, MCR 29, MCR 39, MCR 40,
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MCR 716, TUR 02, TUR 05, TUR 10, TUR 17 e TUR 704) apresentaram estas quatro
caracteristicas mostrando um maior potencial em promover o crescimento vegetal.

Para avaliar se houve diferencas entre as médias dos resultados dos quatro testes in
vitro, foi realizado o teste ANOVA de fator Unico no programa Excel e Minitab. Foi
observado que, dentre os testes de producgéo de AIA, solubilizacdo de fosfato nos dois meios
de cultura utilizados e producdo de amonia, existem evidéncias mostrando que as médias dos
resultados obtidos sdo estatisticamente iguais, ou seja, as linhagens apresentam caracteristicas
semelhantes na producdo destes metabdlitos e solubilizacdo de fosfato indicando que a
escolha da linhagem né&o iria interferir nos resultados esperados para os testes in vivo.

A anélise de variancia evidenciou que o F calculado (0,8048) das amostras foi menor
que o F critico (1,9182) além do valor-p (0,659) demonstrando que ndo existem diferencas
significativas entre as médias obtidas nos quatro testes realizados.

Entretanto, foram selecionadas as linhagens PR 34 e TUR 704, pois as médias foram
maiores em relagdo as outras, como pode ser observado na figura 5.10.

Figura 5.10 - Andlise estatistica dos resultados da producéao de acido 3-indolacético, amonia e

solubilizacédo de fosfato.
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Igualmente a analise estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05) mostrou que as médias
dos resultados das linhagens ndo apresentaram diferencas estatisticas, entretanto, foi sugerido
que as linhagens PR 34 e TUR 704 sdo as actinobactérias que se destacaram, pois

apresentaram o valor g maior que as outras linhagens. Por isso, foram selecionadas para
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posteriormente serem avaliadas em casa de vegetacdo para confirmar o potencial
biotecnoldgico destas linhagens em promover o crescimento de plantas.

Em relacdo a avaliacdo do melhor meio de cultura para solubilizacdo de fosfato, foi
realizada a ANOVA no programa Minitab, a qual mostrou que as médias entre os dois meios
sdo estatisticamente diferentes. A andlise comprovou que o F calculado (118,2374) das
amostras foi maior que o F critico (3,900989) além do valor-p (6,53E-21) demonstrando que
existem diferencas significativas entre as médias obtidas nos meios de cultura VERMA e
NBRIP.

Pelo teste de Tukey (5%), foi observado que o VERMA é o melhor meio de cultura
para solubilizacdo de fosfato em relacdo ao meio NBRIP, tanto em relagéo a quantidade de

linhagens solubilizadoras quanto aos valores de IS obtidos.

5.4 Extracdo e identificacdo do acido 3-indolacético por anélises cromatogréaficas

A melhor linhagem selecionada pelos testes estatisticos, PR-34, foi cultivada em meio
liquido ISP-2 para confirmacdo da producdo de acido 3-indolacético atraves de analises
cromatograficas em TLC e HPLC.

A cromatografia em camada delgada (TLC) em placas de silica gel mostrou que o
valor de Rf do extrato foi muito proximo do AlA padrdo, sendo Rf da amostra de 0,84 e do
padrdo foi aproximadamente 0,88, sugerindo que o &cido indolacético esta presente no extrato
bruto (Figura 5.11).

Figura 5.11 - Cromatograma da placa de TLC do extrato bruto da linhagem PR-34 e
do padrdo acido 3-indolacético (AlA).
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O extrato bruto da linhagem PR 34 foi entdo particionado em 4 fracfes (hexano,
cloroformio, acetato de etila e aquoso) para realizar a semipurificacdo do extrato e quantificar
a concentracdo do AlA produzido. Foi observado que o acido 3-indolacético esta presente na
fracdo do cloroférmio apds cromatografia em TLC comparado ao padrdo AlA. Por este
motivo, foi realizada cromatografia em coluna com esta fracao.

A cromatografia em coluna com silica foi realizada adicionando-se solventes com
polaridades diferentes a partir do mais apolar, no caso o hexano. As fracdes foram coletadas
em volumes de 10 mL, totalizando aproximadamente 55 fracdes. Foi realizada cromatografia
em camada delgada para agrupamento das fracdes que apresentaram o mesmo Rf. Assim,
foram obtidos 8 grupos e novamente foi realizada cromatografia em TLC para comparar 0 Rf
das fracbes com o Rf do padrdo AIA. Foi evidenciado que a fracdo 6 obteve mesmo Rf do

padréo (Figura 5.12).

Figura 5.12 - Particdo do extrato cloroférmico: A) Fracdes obtidas da cromatografia em

coluna; B) Cromatograma em TLC das fragdes.
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A fracdo 6 foi submetida a anélise por HPLC para confirmar a presenca do acido 3-
indolacético além da quantificacdo deste composto.

Para quantificacdo do AIA foi necessaria a realizacdo de uma curva-padrdo em
concentragdes conhecidas de AlA padréo (Vetec), a qual gerou a equagédo y=7239,6x — 10,347
com R2?=0,9994 (Apéndice D).

Ap0s a analise em HPLC foi possivel determinar que a fracdo 6 contém o acido 3-
indolacético em concentragdo de 23,406 pug.mL™. O tempo de retencio do padréo foi de 8,17

a 8,88 minutos e o da amostra foi de 8,87 indicando a presenca do AIA (Figura 5.13).

Figura 5.13 - Perfil cromatografico em cromatografia liquida de alta eficiéncia-

HPLC: A) padrdo do &cido 3-indolacético; B) fracdo 6 do extrato cloroférmico da linhagem

PR 34.
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Analises por HPLC tém sido empregadas em varios trabalhos na literatura para
determinar a presenca e quantificar compostos inddlicos, como o AIA, em extratos obtidos do
cultivo de micro-organismos com potencial em promover o crescimento vegetal (LIN; XU,

2013; SCHREY et al., 2012; YANDIGERI et al., 2012; DASTAGER et al., 2011; LEGAULT
etal., 2011; KATAYAMA et al. (2008).
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Abd-Alla et al. (2013) investigaram actinobactérias rizosféricas quanto a producéo de
AlA que foram identificadas através de cromatografias em TLC e HPLC. Foi observado que
0s extratos apresentaram o AIA com valores de Rf de 0,9 e tempo de retencdo entre 6-7

minutos corroborando assim com 0s nossos resultados.

5.5 Identificacdo das actinobactérias isoladas da rizosfera de plantas da Caatinga

5.5.1 Identificacdo a nivel de género pela técnica de microcultivo

Em relacdo a microscopia Optica para a identificacdo a nivel de género das 80
linhagens utilizadas neste estudo, até o presente momento foram realizados microcultivos de
57,5% (46) das actinobactérias, das quais 97,83% (45) das linhagens pertencem ao género
Streptomyces, pois foram observados esporos espiralados ao longo das cadeias (Figura 5.14),
enquanto apenas 2,17% (1) apresentou micromorfologia tipica de Actinomadura com cadeias
de esporos curtas que sera confirmada pela analise da parede celular (DAP) que é do tipo
meso-DAP.

Figura 5.14 — Microscopia 6ptica (40x) da linhagem PR 03 identificada como Streptomyces

spp..

As actinobactérias podem ser identificadas a nivel de género atraves da anélise
micromorfoldgica da cadeia de esporos que € especifica para cada género (MEENA et al.,
2013).

No trabalho de Nimnoi et al. (2010), foram isoladas 10 actinobactérias endofiticas da
planta Aquilaria crassna Pierre ex Lec e identificadas com base nas suas caracteristicas
micromorfolégicas, sendo pertencentes aos @géneros Streptomyces, Nonomuraea,

Actinomadura, Pseudonocardia, e Nocardia.
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Lins C. (2012) isolou 71 actinobactérias da rizosfera da Catingueira (&rvore
frequentemente encontrada no bioma Caatinga) e verificou que 76,1% dos isolados pertencem
ao género Streptomyces. Da mesma forma, Bernardo (2012) analisou 16 actinobactérias
isoladas da rizosfera da Terminalia fagifolia e identificou que 12 (75%) das linhagens
pertencem ao género Streptomyces, enquanto 25% das linhagens foram identificadas como
Actinomadura sp., por apresentar cadeias pequenas de esporos.

Jog et al. (2012) também identificaram actinobactérias rizosféricas que apresentaram
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal e observou que todas pertencem ao género
Streptomyces que séo bactérias Gram positivas e filamentosas que apresentam parede celular
com isdmero L-DAP.

Linhagens de Streptomyces (S. matansis, S. vinaceus, S. pulcher, S. griseoincarnatus)
foram estudadas no trabalho de Javaid e Sultan (2013), no qual observaram que estas
actinobactérias apresentam mecanismos de promocdo do crescimento vegetal. Por isto é
importante analisar e identificar micro-organismos, como as actinobactérias isoladas da
Caatinga, pois podem apresentar caracteristicas importantes para o desenvolvimento de

plantas.

5.5.2 Identificacdo molecular através do sequenciamento do gene 16S rRNA

A andlise do gene 16S rRNA das actinobactérias da Caatinga é importante para
confirmacdo dos géneros determinados pela analise da micromorfologia, além de indicar as
linhagens mais proximas a nivel de espécie visando o conhecimento da biodiversidade deste
habitat pouco explorado.

Foi possivel identificar através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA que
17,5% (14) das actinobactérias investigadas pertencem ao género Streptomyces e a diferentes

espécies com similaridade acima de 96,77%, como pode ser observado na tabela 5.4.
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Tabela 5.4 — Linhagens mais préximas as actinobactérias isoladas de rizosferas de plantas da

Caatinga apds sequenciamento do gene 16S rRNA e analise no GenBank.

Linhagens de

Linhagem tipo mais préxima

Similaridade Pares de bases

actinobactérias (%) (bp)
PR 02 Streptomyces naganishii NBRC 12892 97,73 938
Streptomyces minutiscleroticus

PR 05 99,66 908
NBRC 13000

PR 12 Streptomyces naganishii NBRC 12892 97,88 963

Streptomyces geysiriensis

PR 17 PIOMYCES ey 98,52 979
NBRC 15413

PR 32 Streptomyces naganishii NBRC 12892 98,97 1113

PR 34 Streptomyces fimbriatus NBRC15411 98,06 965

PR 37 Streptomyces fimbriatus NBRC15411 97,97 961

PR 68 Streptomyces naganishii NBRC 12892 97,07 1198

PR 78 Streptomyces noursei NBRC 15452 99,03 1163

PR 84 Streptomyces naganishii NBRC 12892 99,46 1135

Streptomyces malachitofuscus

PR 86 97,69 1201
NBRC 13059

TUR 327 Streptomyces naganishii NBRC 12892 98,08 1180

TUR 495 Streptomyces capoamus JCM 4734 96,77 969

Streptomyces xanthocidicus
TUR 704 99,93 1432

NBRC 13469

Foi realizada arvore filogenética das actinobactérias correlacionando com micro-

organismos mais proximos pela similaridade que estdo depositadas no GenBank (Figura

5.15). Em relacdo as actinobactérias que se destacaram nos testes estatisticos, a linhagem PR

34 apresentou similaridade de 98,06% com Streptomyces fimbriatus NBRC15411 e a

actinobactéria TUR 704 apresentou similaridade de 99,93% com Streptomyces xanthocidicus

NBRC 13469.



61

Figura 5.15 - Arvore filogenética ‘Neighboor-Joining’ referente as sequéncias do gene 16S

rRNA das actinobactérias isoladas

depositados no GenBank.
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A regido 16S rRNA tem aproximadamente 1500 bp e a amplificacdo desta regido tem
sido amplamente utilizada na identificacdo de bactérias e actinobactérias (VOLOKHOV et al.,
2012).

Schrey et al. (2012) estudaram actinobactérias e as identificaram pelo sequenciamento
do gene 16S mostrando que pertencem ao género Streptomyces. Assim como, Yandigeri et al.
(2012) identificaram actinobactérias endofiticas, e entre estas, também foi observada a
linhagem tipo mais proxima Streptomyces geysiriensis que produz acido 3-indolacético e
amonia. Dimkpa et al. (2008) avaliaram linhagens de Streptomyces spp. e foi possivel a
identificacdo da espécie Streptomyces naganishii também produtora de AlA.

No estudo de Palaniyandi et al. (2013) foram avaliadas actinobactérias associadas a
rizosfera de inhame e foram identificados S. fimbriatus e S. capoamus pelo sequenciamento
do gene 16S rRNA e foram descritas como produtoras de AIA além de substancias
antimicrobianas para controle bioldgico de fitopatdgenos, como foi também observado neste
estudo com as actinobactérias isoladas da Caatinga.

O género Streptomyces, como foi citado anteriormente, é amplamente distribuido em
diversos habitats e apresentam rapido crescimento em cultivos convencionais sendo
facilmente isolado em relacdo a outras actinobactérias (HOP et al., 2011). Por este motivo, 0s
resultados encontrados na literatura corroboram com este estudo, pois 0 género Streptomyces
foi o mais prevalente pela andlise da micromorfologia e foi confirmado através do

sequenciamento do gene 16S rRNA.
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6) CONCLUSOES

e Todas as actinobactérias isoladas de rizosferas de plantas da Caatinga (Pereiro,
Capitdo-do seco e Coroa-de-frade) apresentaram pelo menos dois mecanismos para promogao
do crescimento vegetal, enquanto a linhagem PR 37 apresentou apenas um mecanismo para
producdo de amonia.

e As linhagens PR 34 e TUR 704 apresentaram caracteristicas promissoras quanto a
producdo de auxina, amonia e solubilizagdo de fosfato nos meios de cultura VERMA e
NBRIP.

e Foi possivel a identificacdo e quantificacdo do acido 3-indolacético do extrato bruto da
linhagem PR 34 por técnicas cromatogréficas.

e O género Streptomyces prevaleceu na identificacdo pela técnica de microcultivo e no
sequenciamento do gene 16S rRNA.

e Os resultados obtidos mostram que as actinobactérias isoladas de rizosferas de plantas
da Caatinga sdo de grande importancia na agricultura, pois apresentam mecanismos que
auxiliam no desenvolvimento de plantas, sugerindo o potencial biotecnologico destas

linhagens.
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7) PERSPECTIVA

Realizar testes in vivo em camara de crescimento e em casa de vegetacdo para
verificar o efeito da promocdo de crescimento de plantas de feijao-caupi (Vigna
unguiculata L. WALP.) pela presenca das actinobactérias PR 34 e TUR 704

inoculadas isoladamente e em consorcio.
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APENDICES

A.

Equacao da curva-padréo do acido 3-indolacético.
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C. Resultados gerais relacionados aos mecanismos de promocdo do crescimento vegetal obtidos das actinobactérias isoladas de rizosferas de
plantas da Caatinga.

Linhagens

PR O1
PR 02
PR 03
PR 04
PR 05
PR 09
PR 12
PR 14
PR 15
PR 17
PR 19
PR 20
PR 22
PR 23
PR 25
PR 26
PR 27
PR 29
PR 32
PR 33
PR 34
PR 35
PR 36
PR 37
PR 38

IS IS AIA Halo de inibi¢do (mm) Fosfatase Amonia
(VERMA) (NBRIP) (ug.mL?) (X. campestris) (Colletotrichum sp.) (F. oxysporum) (ng.mL?)

1,79+ 0,06 1,27 £ 0,02 - - - - >1cm 122,26 + 3,84
1,61+0,09 1,26+0,13 4,04 £0,78 - - - >1cm 186,00 + 5,00
1,15+0,05 1,29+ 0,00 - - - - >1cm 251,72 £70,23
1,38+0,18 1,40+0,00 - - - - >1cm 292,31 £ 0,96
1,75+ 0,08 - 2,12+£0,36 - - - >1cm 254,26 + 45,87
1,29+0,10 - - 17,3+1,9 19,0+ 2,2 - <lcm 46,92 £ 3,22
1,50 £ 0,09 - - - - - >1cm 162,92 £ 10,37
1,21 £ 0,08 1,33+0,00 5,55 +0,20 - - - >1cm 184,85 + 35,38
1,89+ 0,08 - 9,91+1,02 - - - >1cm 157,59 £ 10,29
1,26 £ 0,07 1,46 £ 0,12 19,29 + 0,22 23,7+0,9 - - >1cm 162,05 + 9,26
1,15+ 0,04 - - - - - >1cm 8,05+0,15
1,53+ 0,08 - 18,48 + 2,03 - - - >1cm 14,46 + 0,63
1,35+0,11 - 12,88+ 0,54 - 26,7+3,4 243+3,1 >1cm 119,56 + 18,82
1,59 + 0,09 - 29,71 £ 0,57 - - - >1cm -
1,46 £0,12 - 11,97 +0,91 27,7+0,5 243129 >1lcm 28,67 +£0,44
1,48 £ 0,14 - 12,14 +1,33 - - - >1cm 24,56 £ 0,39
1,48 £ 0,03 - 23,86+ 2,30 - - - >1cm 166,87 £ 45,81
1,22 £ 0,04 - 18,45+ 2,91 - - - <lcm 60,90 + 11,89
1,67+0,14 - 540+1,11 - - - >1cm 128,46 + 3,57
1,24 £ 0,09 - 6,98 £ 2,79 - - - >1cm 167,15 + 24,53
1,36 £ 0,08 2,00 £0,59 53,57 +£6,83 - - - >1cm 227,21 £ 63,91
1,68+0,11 1,67 £ 0,24 12,20+ 1,04 - - - >1cm 151,36 + 3,33
1,26 £ 0,05 2,25+1,05 12,09+0,78 - - - >1cm 139,90 + 3,74

- - - - - - - 152,13 + 3,96

- - 76,48 £ 1,3 - - - - 95,54+12,16
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PR 45 1,59+0,16 - - - - - >1lcm 19,67 +3,41

PR 53 1,86 £ 0,00 - 5,23 12,27 - - - >1lcm 141,38 + 2,08

PR 61 1,27 £0,15 - 29,63+1,31 - - - >1lcm 133,54 +9,96

PR 66 1,39+0,07 - 21,18 £2,00 - - - >1lcm 73,47 £16,40

PR 68 1,64 +0,19 - - - - - >1lcm 162,79 + 3,86

PR 76 1,68 +0,19 - 23,00 £0,47 - - - <lcm 17,08 + 2,88

PR 79 1,63+0,17 - 8,40+0,76 - - - >1lcm 158,87 + 21,57

PR 82 1,95+0,06 - 8,17+0,30 - - - >1lcm 171,00 + 20,52

29,7 £0,5 (halo >1cm 33,46 £0,29

PR 86 1,40 £ 0,07 - 12,40+ 0,48 - - )
parcial)

PR 88A 1,54+0,12 - 14,07 £1,16 - - - <lcm -

PR 89 1,38+0,14 - 15,00 + 2,21 - - - <lcm 23,42 +6,13

PR91 1,62 +0,07 - 15,76 + 2,48 - - - >1cm 34,12 £ 2,45

PR 93 1,38+ 0,10 - 30,25 + 0,77 - 25,7+1,2 18+1,4 >1cm 22,71 0,22

PR 95 1,57+0,18 - 7,94+0,71 - - - >1cm 40,15 + 6,64
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PR 96
PR 97
PR 97B
PR 98
PR 99
PR 100
MCR 25
MCR 28
MCR 29
MCR 39
MCR 40
MCR 716
TUR 02
TUR 05
TUR 10
TUR11
TUR13
TUR 17
TUR 81
TUR 326
TUR 327
TUR 495
TUR 701
TUR 703
TUR 704
TUR 716
TUR 742

1,72+0,18
1,48 £ 0,08
1,63+0,14
1,50+0,31
1,63 +0,09
1,45+0,24
1,52 +0,03
1,15+0,01
1,23 +0,04
1,24+0,01
1,19+0,09
1,23+0,11
1,86 + 0,49
1,50+£0,28
1,33+0,04
1,23+ 0,05
1,50+0,10
1,35+0,06
1,25+ 0,07
1,18 £ 0,06
1,22 + 0,04
1,32 +0,08
1,42 + 0,07
1,41 +0,07
1,43+0,16
1,73 £0,07
1,23 £0,05

1,28 + 0,06
1,47 +0,10
1,64 +0,31
1,40 + 0,00
1,44 £ 0,26
1,53 +0,05
1,25+ 0,00

1,33+£0,02
1,50+0,01
1,18 £ 0,00
1,68+0,11
1,64 £ 0,06
1,60 £ 0,07

9,99 + 1,06
11,89 + 2,39
11,24 + 0,26
73,36 + 2,82
8,67 + 0,51
5,81 + 0,09
12,49 + 1,00
5,21+ 1,04
3,11 +0,62
10,43 + 0,84
6,74 1,10
5,18 + 1,69
11,42 £0,50
17,80 + 0,47
16,74 + 2,43
11,29 + 1,03
10,69 + 0,88
13,27 £ 1,24
7,93 £0,50
10,02 + 0,70
10,67 + 1,25
19,91 + 0,64
10,36 + 0,56
9,68 + 0,29
36,06 + 4,74
4,80 +1,13
6,64 + 0,48

183+2,4
16,5+0,5

25,0+£0,0
25,0+1,4
34,0+£0,8
23,3+1,7
15,5+0,5
15,5+ 0,5

20,7+0,9
25,3+0,5
16,3+1,2
185+1,5

>1cm
>1cm
>1cm
>1cm
>1cm
>1cm
>1cm
<lcm
<lcm
<lcm
<lcm
<lcm
>1cm
<lcm
>1cm
>1lcm
>1cm
>1lcm
>1cm
>1lcm
<lcm
<lcm
>1cm
>1lcm
<lcm
<lcm
<lcm

14,38+ 0,13
17,97 £0,85
38,38 £ 3,35
39,59 5,45
54,38 £ 6,27
63,59 £ 6,93
178,08 + 25,86
103,97 £ 6,00
107,33 £ 8,04
232,44 + 53,29
118,08 £4,75
12,28 + 2,47
3,59+0,01
8,46 +1,65
39,36 + 13,47
101,94 +17,72
62,97 +7,16
19,13+0,33
53,29+7,38
40,44 + 8,41

203,00 + 0,36
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D. Equacéo da curva-padrdo do padrdo AIA obtida através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).
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ANEXOS

A. International Streptomyces Project Medium 2 (Caldo ISP-2)

Extrato de levedura ..........cccooeveicnennne 49
Extrato de malte ... 109
DEXIIOSE ...ovvviiieeiiieeeiee e 49
Agua destilada ...........cccoovereiiiniennnn. 1000 mL
(pH 7,2)

B. International Streptomyces Project Medium 2 (ISP-2)

Extrato de levedura ...........cccccoevvveveennne 49
Extrato de malte ..., 109
DEXIIOSE ... 49
A oo, 159
Agua destilada ...........ccccevevevieirieiennn. 1000 mL
(pH 7,2)

C. Internacional Streptomyces Project Medium 3 (ISP-3)

Farinhadeaveia ............................. 20g
Solucao de tragos de sais .................. ImL
AT oo 159
Aguadestilada ............................. 1000 mL

*Solucdo de tracos de sais:

FESO4.TH20 ..o 0,1 mg
MNCL2.4H20 ..o, 0,1 mg
ZNSO4.TH20 ..o 0,1 mg
Agua destilada ...........ccccoveieveeirerennnn, 1000 mL

D. International Streptomyces Project Medium 5 (ISP-5)

L-asparaging ........cccceevveevieiiieenee e 19
GHCErOl .o 10 ¢
KoHPO4 .o 19



(pH 710-714)

*Solucéo de tracos de sais:

FESO4.TH20 ..o 0,1 mg
MNCI2.4H20 .....oooiiiiiiiie 0,1 mg
ZNSO4.TH20 ..o 0,1 mg
Agua destilada ...........cccoevevvireeiennennnn, 1000 mL

E. Meio King B

Proteose peptona .......ccccceeveevivveeiieeennnen. 20g
KoHPO4....ooiiiiiic 159
MGSO04.7H20 ..o 1,59
GlICOSE ..o 10g
Agua destilada ...........cccoeveveviierieienn, 1000 mL
(pH 7,4)

F. Reagente de Salkowski
FECIS v 0,5 mol.L?
H2SO4 oo 7.9 mol.L?t

G. Meio VERMA

GlICOSE ..o 109

O T |0 VS 8,95 g
NACH .o 1lg
NHaCl oo 1lg
MQgSO4.7H20 ..o 19

AGA oo 15¢
Agua destilada ..........ccoooevevrerercerans 1000 mL

(pH 7,2)
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H. Meio NBRIP (National Botanical Research Intitute’s Phosphate Solubilization)

GlICOSE ..o 10g

oL 1 |10 VI 8,95 g
MGSO04.7H20 wovvvvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 0,25 g
MQCIL2.6H20 ..o 59

e 024
O T o Y 0,19
AT oo 159
Agua destilada ...........cccooevrrireererennne, 1000 mL
(pH 7,0)

l. Meio ISP-2 com difosfato de fenolftaleina

Extrato de levedura .........c.coovvvvieiennn 49
Extrato de malte ... 10¢g
DEXIIOSE ....vovivieeiiieiiiie e 49
A oo 159
Agua destilada ..........ccooovevereeercnnnnn, 1000 mL
(pH 7,2)

Apos a autoclavacdo, 0 meio ISP-2 em temperatura a 50°C ¢é suplementado com
solucdo de difosfato de fenoftaleina a 0,5% previamente filtrada (membrana de 0,22 um) na

proporcédo de 50:1 (v/v).

J. Meio Sabouraud

Peptona bacteriologica ...................... 10 g
GlCOSE i 40 ¢g
AT oo 159
Agua destilada ...........cccocoveveirieeien, 1000 mL

(pH 5,6)



K. Meio Mueller-Hinton

Extratodecarne .............ccoeviiiinnn. 5¢g
Peptona bacteriologica ....................... 17,5¢g
Amido ..o I5¢g
(pPH 7,0)

L Reagente de Nessler

HOI2 o 10%
Kl e 7%
Solugéo de NAOH (32%) .....covvvverververnnnne. 50%

M. Tampédo TAS
THS-HCI oo,

N. Clorofil
ClOrofOrmio ..ueeeeeeeeeeeeeeeeceee e
Alcool iS0amMIlICO ..voveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeernns

0. Tampéo TE
TrHS-HCH oo
EDTA (PH 8,0) v

50 mmol.L*
50 mmol.L*
150 mmol.L*

10 mmol.L?

1,0 mmol.L?
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