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Resumo

A filosfera, superficie das folhas, abriga uma grande diversidade de microrganismos,
principalmente em matas nativas, como o Cerrado. Esses microrganismos podem auxiliar
na promoc¢ao do crescimento de plantas de diversas formas, como por exemplo na fixagao
de nitrogénio atmosférico e na produgao de biofilme. Nesse estudo, foram coletadas cinco
plantas de duas diferentes espécies em areas de menor interferéncia antropica e agricola.
Os microrganismos presentes nas folhas das plantas coletadas foram isolados através de
diluicdo seriada e crescimento microbiano em diferentes meios de cultura e
posteriormente caracterizados quanto ao aspecto das colonias, forma, arranjo e coloragao
de gram. Além disso, foi feita a andlise da produ¢do de biofilme através do método do
cristal violeta e procedimentos de extracdo de DNA, PCR e visualizagdo em gel de
eletroforese para detec¢do do gene nifH nas amostras. Os resultados mostraram que as
bactérias isoladas sdo boas formadoras de biofilme no geral e que uma das amostras
possui o gene nifH em seu genoma, o que revela um desempenho promissor para possiveis

aplicacgdes agricolas, com potencial para estimular o crescimento vegetal.

Palavra-chave: FBN, nifH, quorum sensing.



Abstract

The phyllosphere, the surface of the leaves, houses a great diversity of
microorganisms, especially in native forests, such as the Cerrado. These microorganisms
can help promote plant growth in several ways, such as fixing atmospheric nitrogen and
producing biofilm. In this study, five plants of two different species were collected in
areas with less human and agricultural interference. The microorganisms present in the
leaves of the collected plants were isolated through serial dilution and microbial growth
in different culture media and subsequently characterized regarding the appearance of the
colonies, shape, arrangement and gram color. In addition, biofilm production was
analyzed using the crystal violet method and DNA extraction, PCR and gel
electrophoresis visualization procedures to detect the nifH gene in the samples. The
results showed that the isolated bacteria are good biofilm formers in general and that one
of the samples has the nifH gene in its genome, which reveals promising performance for

possible agricultural applications, with the potential to stimulate plant growth.

Keyword: BNF, nifH, quorum sensing.
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1. INTRODUCAO

A filosfera corresponde a um espaco limitado sob a influéncia da parte aérea das
plantas, principalmente das folhas. Este habitat abriga uma grande diversidade e
abundancia de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, arqueas e cianobactérias. Foi
por muito tempo vista como um lugar inéspito para a vida microbiana, visto que a
escassez de nutrientes, oscilagdes bruscas de temperatura e umidade, o estresse salino e a
radiagdo ultravioleta (UV) severa pareciam criar um cenario desafiador para a
sobrevivéncia de qualquer ser vivo (VORHOLT, 2012). Entretanto, varios estudos tém
demonstrado que esse habitat microbiano abriga uma enorme diversidade, principalmente
em plantas de ambientes naturais (NUNES, 2015). Nos diferentes tecidos das plantas, os
microrganismos podem colonizar o interior (endofiticos) ou a superficie (epifiticos). A
cuticula, uma camada cerosa que reveste as folhas, oferece pontos de ancoragem para os
microrganismos e os exsudatos das folhas ajudam na adesdo dos mesmos a superficie. Os
aminodacidos, a glicose e a sacarose, presentes nos exsudatos das folhas impulsionam o
crescimento e a proliferagdo da comunidade microbiana e a dgua liberada pelas folhas no
processo de transpiracao fornece a umidade necessaria para o desenvolvimento dos

microrganismos. (BASHIR et al., 2021, CARVALHO et al., 2020, STONE et al., 2018).

A comparagdo entre as comunidades bacterianas de plantas em ambientes naturais e
sistemas agricolas € crucial para entendermos os impactos da expansdo agricola sobre a
biodiversidade microbiana. As matas nativas, com sua enorme diversidade vegetal,
abrigam um universo rico ¢ complexo de microrganismos que desempenham fungdes
essenciais para o ecossistema. No entanto, essa riqueza natural vem sendo substituida
aceleradamente pela agricultura, trazendo consigo consequéncias preocupantes. O
crescimento exponencial da agricultura brasileira, impulsionado pela demanda por

alimentos e biocombustiveis, resulta em perda significativa de habitats naturais. O



Cerrado e a Mata Atlantica, biomas de extrema importancia para a biodiversidade do pais,
estdo cedendo espago para monoculturas, gerando um cenario de degradagdo ambiental
severa, onde o maior impacto do processo de fragmentacao florestal ¢ a drastica reducao
da diversidade biolégica. A eliminacdo de grandes trechos de floresta gera mudangas no
microclima, dentre outras caracteristicas, afetando as comunidades animais e vegetais e

suas relagdes ecologicas (RANKIN-DE-MERONA; ACKERLY, 1987).

Os microrganismos da filosfera desempenham um papel muito importante no
crescimento das plantas. Através de diversas estratégias, eles contribuem para o
desenvolvimento vegetal de maneira significativa, uma vez que promovem o crescimento
de varias formas, como através da fixacdo do nitrogénio atmosférico e a producao de
biofilme nessa regido das plantas, preferencialmente daquelas que apresentam uma maior
diversidade metabdlica, como as plantas infestantes, também conhecidas como plantas
daninhas. Essas plantas coevoluiram com uma ampla variedade de microrganismos e sao
encontradas em diversos habitats, principalmente naturais ou semi-naturais. Essa ampla
distribuicao geografica expde as plantas infestantes a diversas condigdes ambientais,
favorecendo o crescimento de uma comunidade microbiana mais diversa e adaptada a
diferentes nichos ecologicos. A Brachiaria ruziziensis € Amaranthus spinozus sao

exemplos de espécies mais comumente encontradas nesses ambientes. (DEBIE, 2021).

Muitos microrganismos sdo capazes de formar biofilme, que consiste em
comunidades envoltas a uma matriz extracelular composta principalmente de
carboidratos, proteinas e exopolissacarideos. Sob condi¢des de estresse, o biofilme
desempenha um papel muito importante para auxiliar na sobrevivéncia dos
microrganismos, conferindo resisténcia a antibidticos, protecdo contra fitopatdgenos,
dessecacdo, temperaturas extremas e produtos quimicos (PANDIT et al.,2020). Além

disso, permite que as bactérias se comuniquem através de um mecanismo chamado de



quorum sensing, importante para a coordenacao de atividades como a divisdo celular e a

producado de substancias antimicrobianas (MAJDURA et al., 2023).

Algumas bactérias que formam biofilme sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico,
que ¢ um nutriente essencial para o crescimento das plantas. Essas bactérias sdo chamadas
de diazotroficas. Nesse processo, ocorre a transformagdo do nitrogénio gasoso (N2),
presente em abundincia na atmosfera, em compostos nitrogenados que podem ser
utilizados pelas plantas. Esta transformacdo bioquimica de fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN) ¢ realizada somente pelas bactérias, em especial as que produzem
nitrogenase, a enzima responsavel pela reducao no nitrogénio gasoso em amonia (NH3).
A sintese da nitrogenase resulta da expressdo de um complexo génico multicomponente,
formando duas proteinas principais: a Fe-proteina (proteina de ferro) e a FeMo-proteina
(proteina de ferro-molibdénio). Essas duas proteinas estdo bioquimicamente associadas
para promover as reagoes de transferéncia de elétrons, hidrdlise de ATP e a conversao de
nitrogénio gasoso (N2) em amonia (NHs) (NUNES; RAIMONDI; NIEDWIESKI, 2003;
PI et al., 2022). Um desses complexos gé€nicos envolvidos na sintese da nitrogenase ¢ o
operon nif, responsavel pela FBN. Muitos estudos utilizam o gene nifH como marcador
para selecionar bactérias diazotréficas, por meio da técnica de PCR (polymerase chain
reaction) (DESLIPPE; EGGER, 2006). Esse gene codifica uma a subunidade alfa da
FeMo-proteina e apresenta um alto grau de conservacdo evolutiva entre diferentes
espécies de bactérias diazotréficas, o que demonstra sua importancia fundamental para a

fixacdo biologica de nitrogénio (ABDERRAHIM AASFAR et al., 2024).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais



O presente trabalho teve o objetivo de isolar e caracterizar bactérias presentes na
filosfera de plantas infestantes e analisar o potencial de producao de biofilme e a presenca

do gene nifH.

2.2. Objetivos especificos

Isolar bactérias presentes na filosfera de plantas infestantes utilizando o método
de diluicdo seriada e processo de crescimento em placas de Petri contendo dois
diferentes meios de cultura;

e (aracterizar as bactérias isoladas quanto aos seus caracteres macroscopicos
(tamanho, forma, borda, transparéncia, brilho, coloragdo, textura, elevaciao e
consisténcia), quanto a sua morfologia microscopica (forma e arranjo) e sua
coloragdo de gram,;

e Induzir a produgdo de biofilme pelas bactérias isoladas e analisar quais possuem
maior potencial de formagdo do mesmo;

e Detectar a presenga do gene nifH nas bactérias isoladas através de técnica de PCR

e visualizacdo em gel de eletroforese.

3. METODOLOGIA

3.1. Coleta das plantas

Amostras da parte aéreas das plantas foram coletadas de duas espécies plantas
infestantes na drea do Campus Gloria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
representada pelas seguintes coordenadas: 18°56'35"S 48°12'49"W. As plantas foram
coletadas com auxilio de uma tesoura, transferidas e levadas para o laboratorio da
Microbiologia Agricola e Ambiental da UFU. A Tabela 1 mostra a identificagdo, as

quantidades e fotos das plantas coletadas.

Tabela 1: Identificagdo das plantas infestantes coletadas.



Espécies Nome Quantidade de plantas
comum coletadas

Amaranthus Caruru de 2

Spinosus espinho

Brachiaria Grama do 3

ruzizienses congo

Fonte: Elaboragao propria.

3.2. Preparo das amostras

As folhas foram cortadas em pedagos de aproximadamente 5 cm com auxilio de uma

tesoura desinfectada com alcool. Uma por¢do de 5 gramas de cada amostra das folhas

preparadas foi colocada separadamente em potes de vidro contendo 90 ml de solucao

salina 0,85% para remover superficialmente os microrganismos das folhas. Os potes com

as amostras foram agitados a uma rotagdo de 150 rpm por 1 hora. A figura 1 mostra o

processo de preparagao das amostras de Brachiaria ruziziensis

Figura 1. Preparagdo das amostras de Brachiaria ruziziensis.

Fonte: Elaboracdo propria



3.3. Isolamento de bactérias

Dilui¢des seriadas das amostras foram preparadas em tubo Falcon (15 mL) contendo
9 ml de solu¢ao salina (0,85% NaCl). As diluigdes foram preparadas na camara de fluxo
laminar, sendo usado 1 mL de transferéncia nas dilui¢des até a diluicdo 10®. Cada
diluicdo foi agitada no Vortex para homogeneizagao da suspensdo. Aliquotas de 0,1 mL
das suspensoes foram semeadas em meio nutritivo suplementado com extrato de levedura,
peptona e triptona (Tabela 2) e meio semi-seletivo NFb (Tabela 3) (Dobereiner et al.,
1995). Apods a semeadura, as placas com os meios de culturas foram incubadas a 30 °C
para o crescimento das bactérias. As contagens do numero de colonias foram realizadas
a cada 24 horas por 7 dias. Durante incubagao, observacdes das colonias foram realizadas
e isoladas. As culturas puras de bactéria foram obtidas pelo cultivo em meio nutritivo

enriquecido de extratos proteicos (Tabela 2).

Tabela 2: Composi¢do do meio nutritivo enriquecido de extratos proteicos

Componente Quantidade
Glicose 20¢g
NacCl 50g
MgS0O4 02¢g
Triptona 20¢g
Extrato de levedura 1.,0g
Peptona 1,5¢g
K2HPO4 0,5¢g
Agar 18 g

Tabela 3: Composi¢ao do meio semi-seletivo NFb

Componente Quantidade
Acido malico 50¢g
K2HPO4 0,5¢g
MgS04.7H20 02¢g
NaCl 0,1'g



CaCl2.2H20 0,02 g

Solucdo micronutrientes (Tabela 4) 2 ml
Azul de bromotimol 2 ml
FeEDTA 4 ml
Solugdo de vitaminas (Tabela 5) 1 ml
KOH 45¢g
Agar 18¢g

Tabela 4: Componentes e concentragoes da solu¢do de micronutrientes

Componente Quantidade
CuS04.5H20 0,04 g
ZnS04.7H20 1,20 g
H3BO3 1,40 g
Na2Mo0O4.2H20 1,00 g
MnSO4.H20 1,175 g

Tabela 5: Componentes e concentragdes da solu¢ao de vitaminas

Componente Quantidade
Biotina 10 mg
Piridoxol-HC1 100 mg

3.4. Caracterizac¢io das colonias de bactérias

Para a identificacdo morfolégica de colonias sdo utilizados alguns critérios como:

e Tamanho: grande (> 3mm), mediano (2mm) e pequeno (1mm) e puntiforme (<
Imm);

e Forma: circular, fusiforme, rizoide, filamentosa e irregular;

e Borda: entero, rizoide, filamentosa, ondulado, lobulado e rizado;

e Transparéncia: opaca ou transparente;

e Brilho: brilhante ou sem brilho;



e Coloracao: ndo pigmentadas ou pigmentadas (indicar a cor);
e Textura: lisa ou rugosa;
e FElevaciao: plana, elevada, convexa, pulvinada e umbilicada;

o Consisténcia: dura, suave e mucoide.

Os critérios para caracterizacdo e a representagdo das variantes de cada caracteristica

sdo mostrados na figura 2, logo abaixo.

Figura 2. Critérios para caracterizagdo de colonias bacterianas.
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Fonte: NEPITA,2020.

3.5. Forma, arranjo e coloracio de gram

Para caracterizar a forma e arranjo das bactérias, as células foram coradas por
coloracdo simples com fucsina apds o esfregaco de suspensdo de células sobre laminas
de vidro. A coloragdo de Gram foi realizada em cultura fresca (24 horas) cultiva em meio

nutritivo enriquecido de extratos proteicos. Foi utilizada a técnica de Gram, descrito por



Albini et al., com algumas modificagdes. O método iniciou-se com a preparagdo da
amostra de bactéria, que foi fixada em uma ldmina de vidro e posteriormente, submetida
a aplicagdo sequencial de quatro reagentes, sendo eles: cristal violeta, lugol, alcool 95%

e fucsina.

3.6. Producao de Biofilme

Para testar a producdo de biofilme das bactérias isoladas, foi utilizado o método do
Cristal Violeta em placas de microdilui¢do de poliestireno, descrito por Stepanovic et

al., com algumas modificagdes.

Foi preparado 940 ml do caldo nutriente suplementado, descrito na Tabela 6. Apos
a autoclavacdo do caldo nutriente, foram adicionados 50 ml de glicose a 10% e 10 ml
de solu¢do de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSo4.7h20) a 2,5%, ambos

esterilizados em membrana de filtragdo, completando assim, 1 litro de solucao.

Para cada microrganismo isolado, foram preparados tubos falcon em triplicata
contendo diferentes concentracdes do caldo nutriente suplementado, sendo que no
primeiro tubo foi adicionado 5 ml do caldo e nos demais, 4,5 ml. A turbidez da
suspensao bacteriana foi ajustada para corresponder a escala 0,5 do padrao McFarland

10"8 UFC/ml. Foram feitas diluigdes nas concentragdes 10”8, 107, 10"6.

As diluicdes foram submetidas a agitacdo e os pocos da placa de microdilui¢do
foram preenchidos sequencialmente com aliquotas de 200 pL da solucdo de cada tubo
contendo o indculo bacteriano. O modelo utilizado para o preenchimento dos pogos das
placas de microtitulacdo est4 representado na figura 3. As amostras foram incubadas a
35°C por diferentes periodos de tempo: 24, 48 e 72 horas. A figura 4 mostra as trés

placas utilizadas no experimento.



Figura 3. Modelo da placa utilizado para leitura da placa de microdiluicao.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 4. Placas de microtitulagdo preenchidas com a solugdo de cada tubo contendo
o inoculo bacteriano para posterior incubag¢do por 24, 48 e 72 horas.

Fonte: El

Tabela 6: Composicdo do caldo nutriente suplementado

aboragdo propria.

Componente Quantidade
Caldo nutriente 8,0¢g
Extrato de levedura 20 g
K2HPO4 dibésico 20 g
K2HPO4 monobaésico 0,5 ¢
Peptona 50 g

Agua 940 ml
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Apds o periodo de incubagdo, retirou-se 200 pl do sobrenadante com o auxilio de uma
pipeta e a placa foi deixada no fluxo laminar por 15 minutos para secagem do contetdo

que restou nos pogos.

Posteriormente, foi realizada a fixagdo com 200 ul de metanol colocado em conta
gotas, que foi mantido por 15 minutos na placa fechada para evitar evaporagdo. Depois,

o metanol € retirado e a placa ¢é aberta para secagem do conteudo dos pocos.

O cristal violeta a 2% foi preparado com alcool etilico e ap6s a secagem da placa,
adicionou-se 200 ul em cada poco, mantendo o corante na placa por 15 minutos. Apos
esse tempo, a placa foi lavada em agua corrente, colocada para secar no fluxo laminar e
depois, envolvidas em papel aluminio para serem armazenadas em local seco até o

momento da leitura em espectrofotometro.

Foram adicionados 200 pl de acido acético a 33% por 30 minutos antes da leitura da
absorbancia, para ressuspender o conteudo dos pogos. A leitura foi realizada no

espectrofotometro de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

3.7. Extracao e quantificacdo do DNA

O preparo das amostras para a extragdo do DNA iniciou-se com seu cultivo em meio
nutritivo diazotrofico liquido enriquecido de extrato proteico, que possui a mesma
composi¢do indicada na tabela 2, com exce¢do do agar. Foram preparados 7 tubos Falcon
(50 ml) contendo 10 ml do meio de cultura e as colonias bacterianas foram inseridas com
uma alca de inoculag@o. Os tubos foram submetidos a agitacdo constante € mantidos a
temperatura de 30°C por 72 horas, onde foi observada a turbidez do meio, indicando o

crescimento bacteriano.

Foi feita a extragdo de DNA das amostras de bactérias por meio do kit Wizard

Genomic DNA Purification da Promega (Figura 5), seguindo o protocolo fornecido pelo

11



fabricante. A quantificagdo do DNA extraido foi realizada por meio do equipamento
Qubit (fluordmetro da Invitrogen - Thermo Fisher Scientific), utilizando o kit Qubit ™
I1x dsDNA HS Assay (alta sensibilidade) (Figura 6) e seguindo o protocolo fornecido pelo

fabricante, onde a quantidade utilizada de cada amostra para a quantificagdo foide 5 pL.

Figura 5. Kit utilizado para a extra¢do do DNA.

Fonte: Elaboragao propria

Figura 6. Kit utilizado para a quantifica¢do do DNA.

Fonte: Elaboracdo propria

3.8. Detec¢iao do gene NifH
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A deteccao do gene nifH nas bactérias isoladas foi feita através da técnica de PCR
(reagdo em cadeia da polimerase), onde ¢ realizada a amplificagdo do gene de forma

mais especifica. Para isso, foi utilizado o DNA extraido das 7 amostras bacterianas.

Para o PCR foi utilizado um programa de 35 ciclos, descritos na tabela 7. Além
disso, foi preparado um mix contendo varios reagentes descritos na Tabela 8, contendo

dois primers, sendo estes:

o nifHF (3’AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC-5)

e nifHR (3’TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT 5°)

A analise dos fragmentos obtidos pela PCR foi realizada através da eletroforese em
gel de agarose a 1%. Preparou-se uma mistura utilizando 4 pL das amostras de DNA
amplificadas, 4 pL do corante azul de metileno e 2 uL. do corante SYBR green. Foi
utilizado o marcador de peso molecular 100bp-DNA Ladder da Invitrogen para estimar
o tamanho dos produtos amplificados na PCR. A visualizacao do gel foi realizada em

um transluminador sob luz UV.

Tabela 7: Condicdes das etapas e processamento das reacdes de PCR para o gene nifH

Concentragdo  Pre- Desnaturacdo Anelamento Elongamento Ciclos

de primers incubacio
1x 2HC=2 94°C — 1 min RO 72°C —2min 35
min min

Tabela 8: Reagentes e concentracdes utilizadas na preparagao das amostras submetidas
a PCR.

Reagente (concentrac¢io) Volume na reac¢ao
DNA 10,0 uL

Tampao da enzima (10X) 2,5 uL

MgCI12 (50 mM) 0,75 pL

DNTPs (10 mM) 0,5 uL

Taq DNA polimerase (5U/uL) 0,2 uL
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Primer Forward NifH 0,5 uL
Primer Reverse NifH 0,5 uL.
Agua MilliQ 10,05 pL

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contagem das colonias de bactérias

A Tabela 9 mostra os resultados da contagem das colonias isoladas no ultimo dia de
observagio durante a incubacdo, na diluicdo de 102. A contagem representada em
UFC/ml nos dois meios de cultura utilizados estd descrita na Tabela 10. Foram
selecionadas 7 colonias de bactérias, onde suas respectivas espécies e meios de cultura de

origem estdo representados na Tabela 11.

Tabela 9. Contagem de colonias bacterianas no dia 7 na diluigdo 102,

Brachiaria Brachiaria Brachiaria Amaranthus Amaranthus

P1 P2 P3 P4 P5
Meio nutritivo 94 69 83 79 65
enriquecido de
extratos
proteicos
Meio NFb 43 67 51 41 58

Tabela 10. Contagem de colonias bacterianas em diferentes meios de cultura (UFC/ml).

Brachiaria Brachiaria Brachiaria Amaranthus Amaranthus

P1 P2 P3 P4 P5
Meio nutritivo  9,4x10* 6,9x10* 8,3x10* 7,9x10* 6,5x10*
enriquecido de
extratos
proteicos
Meio NFb 4,3x10* 6,7x10* 5,1x10* 4,1x10* 5,8x10*

Tabela 11. Colonias bacterianas selecionadas e suas respectivas espécies € meios de
cultura de origem

Colonia Espécie de planta de origem Meio de cultura de origem
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1 Brachiaria ruziziensis Meio nutritivo enriquecido
2 Brachiaria ruziziensis Meio NFb
3 Amaranthus spinozus Meio nutritivo enriquecido
4 Brachiaria ruziziensis Meio nutritivo enriquecido
5 Amaranthus spinozus Meio NFb
6 Brachiaria ruziziensis Meio nutritivo enriquecido
7 Amaranthus spinozus Meio NFb

4.2. Caracterizacao das colonias de bactérias

As caracteristicas macroscopicas das bactérias isoladas estdo descritas na Tabela 12.
Jé as caracteristicas microscopicas, como forma, arranjo e os resultados da coloracao de
gram estdo descritas na Tabela 13.

Tabela 12: Caracteristicas macroscopicas das bactérias isoladas

Bactéria Caracteristicas Cultivo bacteriano

Pequena, circular, entero, opaca, brilhante,

1 ,
rosada, lisa, elevada e suave.

) Mediana, circular, entero, opaca, brilhante,
amarelo-claro, lisa, convexa e suave.

3 Mediana, circular, entero, opaca, brilhante,

branca, lisa, plana e mucoide.
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Grande, circular, entero, opaca, brilhante,
branca, lisa, elevada e mucoide.

Mediana, circular, entero, opaca, brilhante,
rosada, lisa, elevada e suave.

Mediana, circular, entero, transparente,
6 brilhante, ndo pigmentada, lisa, elevada e
suave.

Mediana, circular, entero, opaca, brilhante,
alaranjada, lisa, elevada e suave.

Tabela 13: Caracteristicas microscOpias das bactérias isoladas (forma, arranjo e
coloragdo de gram)

Bactéria Forma Arranjo Colorag¢iao de gram Microscopia

1 Bacilos Diplobacilos Gram-negativa

2 Bacilos Palicada Gram-positiva
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3 Bacilos Palicada Gram-positiva

4 Bacilos Diplobacilos Gram-negativa
5 Bacilos Estreptobacilos Gram-negativa
6 Bacilos Palicada Gram-negativa
7 Cocobacilos  Isolado Gram-negativa

Os resultados da caracterizacdo macroscopica das bactérias isoladas mostram que ha
diversidade entre as amostras, principalmente em relagdo ao tamanho, coloracdo,
elevacdo e consisténcia. O aspecto das colonias bacterianas pode sofrer alteragdes de
acordo com o meio de cultura no qual foram isoladas, a taxa de crescimento, a densidade
das colonias nas placas e a formagdo de biofilme, visto que o fendtipo resulta da relacao

do gendtipo com o meio (SOUSA et al., 2013). No entanto, a caracterizacdo deve sempre

17



ser complementada com outros testes para obter uma identificacdo precisa do

microrganismo.

A técnica de coloragdo de gram realizada mostrou que as bactérias 2 ¢ 3 sdo gram-
positivas, o que demonstra que sua parede celular é espessa e composta de muitas
camadas de peptidoglicanos, formando uma estrutura espessa e rigida. Essas bactérias sao
geralmente mais resistentes a condigdes adversas, como seca ¢ salinidade, devido a sua
parede celular robusta e sdo frequentemente associadas a intera¢des benéficas, como por
exemplo, a promoc¢do do crescimento vegetal através da produgdo de fitohormonios
Entretanto, algumas bactérias gram-positivas sdo capazes de causar doengas em plantas

(ex.: Clavibacter michiganensis) (SCHIMEL; BALSER; WALLENSTEIN, 2007).

Em contrapartida, as bactérias 1, 4, 5, 6 e 7 sdo gram-negativas, uma classe que inclui
tanto patogenos (ex.: Pseudomonas syringae) quanto espécies benéficas (ex.: Rhizobium),
sendo capazes de causar doengas em plantas, mas também de promover interacdes
positivas. Essas bactérias possuem parede celular mais fina, composta de uma camada de
peptidoglicano mais externa € uma membrana externa, que possui um glicolipideo
conhecido como lipopolissacarideo (LPS). O LPS desempenha papéis cruciais na
estrutura da célula, na protecdo contra agentes externos € na interacdo com o sistema
imune do hospedeiro (TORTORA, 2017). O lipopolissacarideo (LPS) nas bactérias gram-

negativas que interagem com plantas desempenha vérias fun¢des importantes, como:

e Inducdo de respostas imunes: o LPS atua como um sinal que pode ser
reconhecido pelos receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) nas plantas.
Essa intera¢do pode ativar vias de defesa, levando a producdo de fitoalexinas e

outras substancias antimicrobianas;
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e Patogenicidade: em algumas bactérias fitopatogénicas, o LPS pode contribuir
para a viruléncia, ajudando as bactérias a se estabelecerem em plantas,
provocando doengas;

e Adesao e formacao de biofilme: o LPS facilita a adesdo das bactérias a superficie
das plantas e contribui para a formacao de biofilmes, protegendo as bactérias de
estresses ambientais e aumentando sua capacidade de colonizagio;

e Interacao simbiotica: em bactérias benéficas, o LPS pode promover intera¢des
simbidticas com as plantas, favorecendo a colonizagdo e o desenvolvimento de

associacdes que podem melhorar a saide e o crescimento das plantas

(KUTSCHERA; RANF, 2019).

4.3. Formacao de Biofilme

Os resultados da formagdo de biofilme pelas 7 bactérias isoladas nos diferentes
periodos de tempo estdao descritos nos graficos abaixo. O Grafico 1 representa a formagao

de biofilme em 24 horas, o Grafico 2 em 48 horas e o Grafico 3 em 72 horas de incubacao.

Gridfico 1. Formagao de biofilme em 24 horas.
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Grdfico 2. Formagdo de biofilme em 48 horas.
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Grdfico 3. Formagao de biofilme em 72 horas.
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A caracteristica de consisténcia mucoide em bactérias estd associada a uma maior
producdo de biofilme, visto que ¢ resultado da producdo excessiva de substancias
poliméricas extracelulares (EPS), componente essencial dos biofilmes. Essas substancias

formam uma matriz viscosa e gelatinosa ao redor das células bacterianas. Outras bactérias
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conhecidas pela produgdo de biofilme, como a Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae geralmente apresentam essa consisténcia quando cultivadas em meio de
cultura (THI; WIBOWO; REHM, 2020; RIQUELME; AHN; PRINCE, 2018). Nesse
contexto, as bactérias que apresentaram maior e constante formagao de biofilme nos trés
periodos de tempo e em todas as concentragdes foram 3 e 4, ambas com consisténcia
mucoide. Ja as que apresentaram menor formacao de biofilme nos trés periodos de tempo
e em todas as concentra¢des foram as bactérias 1 e 2. Houve um aumento da formagao de
biofilme nas bactérias 5, 6, 7 em 48 e 72 horas de incubagdo, especialmente na
concentracdo 1076, demonstrando que ndo necessariamente a maior concentragdao
bacteriana ir4 garantir uma maior producdo de biomassa de biofilme, o que pode ocorrer
devido a competi¢cdo por espaco e recursos, o que pode favorecer o crescimento

bacteriano.

4.4. Quantificacio do DNA

Os resultados da quantificagdo do DNA extraido das 7 amostras estdo descritos na
Tabela 14. Ao final do processo de extragdo de DNA, o pellet foi reidratado em 100 pL
da solugdo de reidratacao do kit, assim, essa era a quantidade final nos tubos de cada

amostra.

Tabela 14: Resultados da quantificagdo do DNA extraido das 7 amostras bacterianas.

Bactéria DNA (ng/pL)

7,12
9,17
13,36
10,43
12,54
16,5
8,58

N || PR =
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4.5. Detecgiao do gene nifH

A figura 7 apresenta a imagem da eletroforese em gel de agarose para analisar os
produtos da reacdo de PCR realizada nas amostras. A eletroforese separa fragmentos de
DNA com base em seu tamanho e carga elétrica, e através da visualizagdo em gel de
agarose ¢ possivel verificar se a PCR foi bem-sucedida e se o produto tem o tamanho
esperado. Foi utilizado o marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder da Invitrogen
para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados e a bactéria Abv6 (Azospirillum
brasiliense) como controle positivo. O resultado da eletroforese foi observada através de
um transiluminador de luz UV. Pode-se observar na figura que houve amplificacao do
fragmento de DNA nas amostras representadas pelas letras d e f, que correspondem a
Abvb6 e bactéria 2, respectivamente, indicando a presenga do gene nifH. Comparando a
migragao das bandas com o marcador de peso molecular, os fragmentos correspondentes
a Abvb6 (controle positivo) e bactéria 2 apresentaram aproximadamente 500 pb (pares de
bases nitrogenadas). Estudos mostram que a quantidade de pares de base do gene nifH
pode variar entre diferentes espécies de organismos (LAGUERRE et al., 2001; (DEISE

CRISTIANE FRIEDRICH; PEREIRA, 2004).
Figura 7. Eletroforese em gel observada no transiluminador.
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Nota: a-controle negativo do gel; b-marcador de peso molecular; c-controle negativo da
pcr; d-Abv6; e-bactéria 1; f-bactéria 2; g-bactéria 3; h-bactéria 4; i-bactéria 5; j-bactéria

6; k-bactéria 7.

5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, ¢ possivel concluir que as bactérias que apresentaram
uma maior produ¢do de biofilme foram 3 e 4 ¢ foi detectada a presenca do gene nifH na
bactéria 2, indicando que podem ser microrganismos promissores para serem utilizados
separadamente ou em conjunto em aplicagcdes agricolas, como por exemplo na
composi¢ao de insumos agricolas, pois podem auxiliar na promog¢ao do crescimento de
plantas. Ademais, sdo necessarios estudos genéticos mais aprofundados, como o
sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S, para determinar a classificagdo
taxonomica dos microrganismos isolados e posteriormente, ensaios em campo para

observar a eficiéncia da utilizacdo dos mesmos.
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