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RESUMO

As bactérias promotoras de crescimento em plantas atuam por diferentes mecanismos para contribuir com
o desenvolvimento vegetal, disponibilizando nutrientes e conferindo prote¢do contra fitopatdogenos, por
exemplo. O presente trabalho objetivou realizar a identificacdo molecular de trés bactérias isoladas da
rizosfera do urucum com potencial em promover o crescimento vegetal. Essas bactérias apresentaram
capacidade de produgdo do hormoénio vegetal auxina, fixacdo de nitrogénio e solubilizagdo de fosfato. Para
isso, extraiu-se DNA bacteriano por dois métodos: método choque-térmico e método lise térmica e
posteriormente, amplificacdo do gene 16S rDNA pela técnica reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Realizou-se purificagdo com polietilenoglicol (PEG) 20% e corrida em gel eletroforese para avaliar
qualidade e quantidade de DNA amplificado. O sequenciamento ocorreu pelo método Sanger e as
sequéncias obtidas comparadas com as depositadas no NCBI utilizando software BLAST. Os isolados LB
2 ¢ LB 24 comparados ao banco de dados nr do NCBI sdo pertencentes ao género Bacillus com 100% de
identidade com as espécies B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. subtilis e B. siamensis. Como perspectiva
futura, pretende-se sequenciar outros genes que permitam a definigdo da espécie, como rpo.
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ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria act by different mechanisms to contribute to plant development, providing
nutrients and protection against phytopathogens, for example. The present work aimed to carry out the
molecular identification of three bacteria isolated from the annatto rhizosphere with potential to promote
plant growth. These bacteria were capable of producing the plant hormone auxin, nitrogen fixation and
phosphate solubilization. For this, bacterial DNA was extracted by two methods: heat-shock method and
thermal lysis method, and later, amplification of the 16S rDNA gene by the polymerase chain reaction
(PCR) technique. Purification was performed with 20% polyethylene glycol (PEG) and gel electrophoresis
run to assess the quality and quantity of amplified DNA. Sequencing was performed using the Sanger
method and the sequences obtained were compared with those deposited at the NCBI using BLAST
software. The isolates LB 2 and LB 24 compared to the NCBI nr database belong to the genus Bacillus
with 100% identity with the species B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. subtilis and B. siamensis. As a
future perspective, it is intended to sequence other genes that allow the definition of the species, such as

rpo.
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1 INTRODUCAO

As rizobactérias sdo um conjunto de bactérias colonizadoras da regido rizosférica, delimitada pelas raizes
das plantas, sendo altamente rica em nutrientes, sais minerais e matéria organica e destaca-se por ser uma
regido com alta diversidade microbiana (CARDOSO; TSAI; NEVES, 1992). As rizobactérias sao reconhecidas
pela sua capacidade de beneficiar o crescimento vegetal por meio de mecanismos diretos, como producao de
fito hormonios (auxinas, giberelinas, citocininas), e indiretos, como no controle de fitopatogenos (HAQUE et
al 2020; ALMEIDA; COLLARES; BARBOSA, 2015). Nesse sentido, a utilizagdo de Rizobactérias
Promotoras de Crescimento em Plantas RPCPs (ou PGPR, do inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria),
torna-se uma alternativa para a substitui¢do e/ou redugdo do uso de fertilizantes quimicos, uma vez que permite
maior absorcdo e disponibilidade de nutrientes para a planta, além de poder atuar na defesa contra
fitopatégenos (CUNHA, 2017).

A bioprospeccdo dessas bactérias envolve técnicas de microbiologia e bioquimica que indicam o potencial
de promocao de crescimento vegetal. Trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa levaram ao
isolamento de trés linhagens de rizobactérias da rizosfera de Urucum que apresentaram capacidade de produzir
auxina, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio (BIET et a/, 2020). Um passo importante para o desenvolvimento
de um novo bioproduto com base no uso dessas bactérias ¢ a correta identificagdo da espécie, o que garantiria
a seguranca do seu uso e expansao das oportunidades de aplicacdo.

Para isso, as técnicas de sequenciamento de DNA apresentam algumas vantagens, como rapidez e precisao
dos resultados. O gene marcador molecular usualmente utilizado para identificagdo de bactérias € o 16S rDNA,
pois é compartilhado entre todas as espécies, apresentando fungdo homoéloga na sintese proteica, taxa de
evolugdo lenta, e tamanho adequado para sequenciamento pela técnica de Sanger (SILVEIRA, 2004; JANDA;
ABBOTT 2007). Em vista disso, o presente trabalho teve por objetivo realizar a identificagdo molecular de
rizobactérias previamente isoladas da rizosfera de Urucum e caracterizadas em relacdo ao potencial de
promogcao do crescimento vegetal por meio do sequenciamento da regido 16S.

2  MATERIAIS E METODOS
2.1 Extracao de DNA

A extracdo do DNA ocorreu por dois métodos distintos, sendo o método choque-térmico e método por lise
térmica. No método de choque térmico, inicialmente obteve-se biomassa das bactérias LB 2, LB 24 ¢ LB 35
em tubos tipo Falcon contendo 3 mL de meio Luria Bertani (LB) e 100 pL de indculo bacteriano (estoque em
glicerol), e mantidas em shaker a 150 rpm e 37°C, overnight. Apds crescimento, transferiu-se 1,0 mL de indculo
para microtubos de 1,5 mL e ent@o centrifugou-se as amostras a 10.000 rpm por 5 min, descartando-se o
sobrenadante. Repetiu-se esta ultima etapa, entdo, novamente adicionou-se 1,0 mL de in6culo e centrifugou-
se. No pellet formado, adicionou-se 100 pL de 4gua ultrapura para cada amostra e vortexou-se para
homogeneizacdo. Encaminhou-se as amostras para banho maria a 100°C por 15 min, vortexou-se e deixou-se
no banho de gelo durante 10 min. Centrifugou-se as amostras a 14.000 rpm por 5 min e transferiu-se o
sobrenadante para novos microtubos de 1,5 mL e armazenou-se em freezer, para posterior etapa de
amplifica¢do do gene 16S.

No método de lise térmica, com as células obtidas em meio LB nas mesmas condi¢des citadas
anteriormente, transferiu-se 1,0 mL para microtubos de 1,5 mL e centrifugou-se a 5.000 rpm durante 4 min e
descartou-se a fragdo sobrenadante. Novamente, transferiu-se 1,0 mL de células para seu respectivo microtubo
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e centrifugou-se a fim de obter mais células. Em seguida, adicionou-se 500 pL de solugdo tampao TE (10 mM
Tris, | mM EDTA, pH 7,8) ao pellet formado e centrifugou-se a 5.000 rpm por 2 min e descartou-se o
sobrenadante. Repetiu-se 3 vezes a etapa de lavagem com tampao TE. Posteriormente, ressuspendeu-se o pellet
com 100 pL de TE e deixou-se em banho quente a 98°C por 10 min. Em seguida centrifugou-se as amostras
durante 30 segundos a 13.000 rpm e transferiu-se a fragdo sobrenadante para novos microtubos de 1,5 mL e
armazenou-se em freezer a -20°C para posterior etapa de amplificagdo do gene 16S.

2.2 Amplificacio do gene 16S pela técnica de PCR

Ap6s extracdo do DNA, a técnica de PCR foi utilizada para amplificar a regido gendmica que codifica para
a subunidade 16S do ribossomo procariotico. Utilizou-se o kit Ludwig Biotecnologia, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para tanto, cada reagdo de 50 pL continha 0,5 pM dos primers 1492R
(5'CGGTTACCTTGTTACGACTT3') e 8F (5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') 2,5 U/L de Taqg DNA
polimerase, 0,2 mM de dNTP mix, 1X Tampédo de amostra, 1,5 mM MgCI2 e 7 uL de DNA. Os microtubos
foram inseridos no termociclador (Applied Biosystems) para amplificacdo da regido 16S. A ciclagem utilizada
foi de 2 min a 94°C para desnaturagdo inicial, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo total por 45 segundos a
94°C, anelamento de primers por 30 segundos a 55°C, e extensdo por 1 min a 72°C. Por fim, as amostras foram
mantidas por 10 min a 72°C para extensao final. Apds ciclagem completa, os produtos da PCR foram mantidos
a 4°C no termociclador e posteriormente transferidos para freezer a — 20°C. Como controle negativo substitui-
se o volume de amostra ou material genético por 4gua ultrapura no mix de reagao.

A confirmagdo da amplificagao foi realizada por eletroforese em gel de agarose (1%) utilizando-se tampao
TBE 1X contendo o intercalante de DNA (Safe, Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada a 80 volts
durante 60 min. Posteriormente, revelou-se o gel em transiluminador (Loccus).

2.3 Sequenciamento e analise dos dados

Para sequenciamento, as amostras de PCR foram purificadas utilizando PEG 20% (LIS; SCHLEIF, 1975)
e realizou-se novamente eletroforese para quantificagdo final da concentragdo de DNA por meio da
comparacdo da intensidade das bandas com o marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen) e 100 pb
(Promega). As amostras foram enviadas para sequenciamento Sanger (ACTGene Analises Moleculares).

O cromatograma do sequenciamento para os primers R e F das amostras foram analisados no software
BioEdit Sequence Alignment Editor quanto a qualidade. Selecionou-se manualmente regides do cromatograma
com minimos ruidos, picos bem definidos e linha de base estavel e com comprimento <450 pb. As sequéncias
obtidas foram comparadas com as depositadas no banco de dados nr do NCBI utilizando o software nucleoteide
BLAST. A porcentagem de identidade foi utilizada para defini¢do da espécie.

3 RESULTADOS

A amplificacdo da regido do gene 16S rDNA foi realizada para as trés rizobactérias com potencial em
contribuir com o crescimento vegetal, nomeadas de LB 2, LB 24 ¢ LB 35, utilizando DNA obtidos por ambos
os métodos de extragdo. No gel de eletroforese (Fig. 1A), observa-se que houve a amplificagdo na altura do
fragmento de aproximadamente 1500 pb do gene 16S, e presenca de bandas mais fortes para as amplificagdes
utilizando o DNA extraido pelo método de lise térmica.
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Ap6s a purificagdo dos produtos de PCR, um novo gel de eletroforese foi obtido (Fig. 1B), sendo possivel
verificar a presenca das bandas de tamanho esperado. Novamente, observa-se que as amostras onde foi
utilizado DNA obtido pelo método de lise térmica manteve a presenca de bandas mais intensas.

Figura 1 — Gel eletroforese apds amplificacdo do gene 16S rDNA (A) e apos etapa de purificacao

com PEG 20% (B).
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Fonte: Autoria proépria (2021)

As amostras de melhor qualidade foram devidamente quantificadas e enviadas para sequenciamento
Sanger. Para os isolados LB 2 ¢ LB 24 os eletroferogramas resultantes apresentaram qualidade com minimos
ruidos e picos constantes. As sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no NCBI, sendo que
ambos os isolados apresentaram 100% de identidade com espécies do género Bacillus (Tabela 1), 100% de
cobertura e E-value de 0.0. No entanto, ndo foi possivel definir qual das espécies B. amyloliquefaciens, B.
velezensis, B. subtilis ou B. siamensis pertencem.

Os dados de sequenciamento obtidos para o isolado LB 35 foram de baixa qualidade, impossibilitando a
sua identificagdo.

Tabela 1 — Identificacéiio de estirpes bacterianas pela sequéncia parcial do gene 16S rRNA.

. . Tamanho da . L E-Value Identidade Cobertura
Rizobactéria A . Nome cientifico

sequéncia pb (%) (%)
B. amyloliquefaciens 0.0 100 100
Bacillus velezensis 0.0 100 100
LB2 450 Bacillus subtilis 0.0 100 100
Bacillus siamensis 0.0 100 100
B. amyloliquefaciens 0.0 100 100
LB 24 Bacillus velezensis 0.0 100 100
408 Bacillus subtilis 0.0 100 100
Bacillus siamensis 0.0 100 100

Fonte: Autoria propria (2021).

Apesar de ndo ter sido obtida a sequéncia completa dos aproximadamente 1500 pb amplificados, o gene
16S rRNA apresenta algumas limitagdes quanto a identificagdo de espécies bacterianas, pois apresenta baixa
capacidade filogenética, uma vez que ha muitas sequéncias semelhantes ou at¢ idénticas no banco de dados.
Esse comportamento ¢ especialmente frequente no género Bacillus, para o qual € descrita uma limitagdo da
identificac¢do de espécie baseada apenas no gene 16S rDNA (JEYARAM et al 2011). Nesses casos € indicado
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o sequenciamento de outros genes de evolugdo mais rapida para definicdo da espécie, ou seja, genes que
codificam para proteinas, como € o caso do gene recQ, utilizado para diferenciagdo de espécies de Bacillus
(HEO et al, 2019). Outra op¢ao ¢é o uso da técnica de PCR-RFLP, onde o produto de amplificacao do gene 16S
rDNA ¢ clivado com enzimas de restri¢do, gerando um perfil de bandas no gel de eletroforese que permite
distinguir espécies de B. subtilis, B. amyloliquefaciens, entre outras (JEYARAM et al, 2011). Assim, como
perspectiva futura, torna-se necessario a busca por outros genes ¢ técnicas, além das mencionadas, a fim de
conseguir definir a espécie das bactérias de interesse.

4 CONCLUSAO

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA permitiu identificar o género das bactérias LB 2 ¢ LB 24
como Bacillus, porém sem conclusdo quanto a espécie. Quanto ao isolado LB 35, ndo foi possivel identificar
género e espécie do isolado devido a falhas no sequenciamento. Para trabalhos futuros, torna-se necessario a
obtengdo de sequencias mais longas do gene, seja pelo uso de primers internos para sequenciamento ou
obtencdo de sequencias mais longas e de alta qualidade, bem como o sequenciamento de outros genes que
permitam a definigdo correta das espécies ou a aplicacdo da técnica de PCR-RFLP. Dessa forma, o potencial
de cada microrganismo pode ser explorado focando na obtencdo de algum produto de interesse economico e
garantindo sua seguranca para aplicagdo.
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