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INTRODUCAO

A agua é imprescindivel para a manutencdo da vida e essencial
para a producao de alimentos, contudo devido as constantes
adversidades climaticas e o mau uso desse recurso, o setor
agropecuario brasileiro vem sofrendo graves consequéncias,
limitando a atividade no pais. Durante o processo evolutivo, as
xerofitas (plantas que se adequaram e desenvolveram mecanismos
ao longo do tempo, que permitiram viver em ambientes secos e
quentes), adquiririam mecanismos de tolerancia a escassez de agua
no ambiente em que estao dispostos, dentre eles, o fechamento
dos seus estomatos para reduzir a perda de agua para o meio, poré
m, a0 mesmo tempo que as cactaceas evoluiram, os micro-
organismos associados a essas plantas também sofreram mudancas
que proporcionaram que as mesmas tolerassem a ambientes com
atividade hidrica restrita (KAVAMURA et al, 2013).

Dentre estes mecanismos podemos citar: a producao de EPS
(exopolissacarideos), producdo de biofilme. Estes mecanismos
auxiliam na colonizacao do sistema radicular por micro-organismos
que conferem tolerancia a estresses ambientais, como o salino, as
variacdes de temperatura, producdo de acido hialurdnico, fazendo
com que a planta resistam a ambientes com atividade hidrica
restrita. Objetivou-se prospectar, selecionar bactérias endofiticas
e de solo da rizosfera de cactaceas da Caatinga com capacidade de
crescimento em meio com reduzida atividade de agua.

MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas coletas de solo rizosférico (10 cm de
profundidade da superficie) e parte aérea de xerofitas nas cidades
de Piranhas e Olho D'Agua do Casado, ambas localizadas no sertao
do estado de Alagoas (Figura 1). Apds a coleta, as amostras foram
armazenadas em sacos de papel apropriados, para a melhor
conservacao do material.

Fiéura 1. Coleta das amostras no sertéo alagoano (Fonte: O autor).

Para o isolamento das bactérias rizosféricas, cerca de 1 g de solo
foi transferido para Erlenmeyers contendo 10 mL de tampéo (ARAU
JO et al., 2002). A solucao foi submetida a agitacao por 1 hora.
Apbs agitacdo, foram realizadas diluicdes seriadas de 102 a 107
seguida da retirada de aliquotas de 100 pl das diluicdes adequadas,
semeadas em meio Tryptone Soya Agar (TSA) (10%), sendo o nu
mero de unidades formadoras de colonias estimadas. Para
isolamento das bactérias do periodo de seca, ap6s obtencao dos
isolados em TSA (10%), estes, foram semeados em meio com trés
concentracoes diferentes de sorbitol, produzindo valores de Aw
correspondentes a 0,957, 0,897 e 0,807, e incubados a 40°C.

Os isolados bacterianos foram purificados pela técnica de estria
composta, armazenados em meio TSA (10%) em tubo de ensaio
inclinados e posteriormente armazenados em tubos criogénicos de
2,0 mL contendo glicerol 50% a 18°c.

Foram inoculados 5 pl dos isolados bacterianos crescidos em meio
Tryptone Soya Broth (TSB) (10%) em discos de 5 mm, em meio de
cultura modificado de Guimaraes et al. (1999), adicionado de 10%
de sacarose. A producao de EPS foi caracterizada visualmente
mediante medida do halo do EPS produzido, sendo + (pouca produc
do - halo de EPS < 10 mm@), ++ (média producéo - halo de EPS de
10-14 mm@) e +++ (6tima producdo - halo de EPS > 14 mm@). A
confirmagdo da producdo de EPS, foi realizada pelo método qui
mico, misturando uma al¢a de platina impregnada com a coldnia
em 2 mL de alcool etilico (PAULO, 2010). O ensaio se deu em
delineamento experimental inteiramente casualizado em desenho
fatorial com 3 repeticoes.

Posteriormente foram inoculados 100 pl dos isolados bacterianos,
crescidos em meio TSB em tubos de polipropileno com 900 pl de
meio TSB (10%) adicionado de sorbitol (0,03M, 0,06M, 0,30M,
0,60M). Apos incubacdo a 40°C por 96 horas, o contelido de cada
tubo foi homogeneizado e aferida a absorbancia em espectrofotd
metro a 600 nm, para verificar o crescimento bacteriano. As cé
lulas planctonicas foram removidas e cada tubo foi lavado trés
vezes com agua destilada, seguida de adicao de 1000 pl de solucao
de cristal violeta em cada tubo. Apos 15 minutos de incubacao a
temperatura ambiente, os tubos foram lavados novamente trés
vezes com agua destilada (MONTALDO, 2016). A formacdo de
biofilme foi quantificada mediante adicao de

1000 pl de alcool etilico (95%) em cada tubo para solubilizacao do
cristal violeta incorporado a parede. A densidade dptica do corante
solubilizado foi determinada em espectrofotometro a 560 nm. (O’
TOOLE; KOLTER, 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As estirpes bacterianas obtidas, foram armazenadas em freezer no
Laboratério de Microbiologia Agricola do Centro de Ciéncias Agra
rias/UFAL, totalizando 42 estirpes bacterianas. Obteve-se maior
porcentagem de bactérias de solo rizosférico (59,52%), em relacédo
as endofiticas (40,43%) do total das estirpes. No que diz respeito ao
municipio de origem das bactérias, 42,82% foram provenientes do
municipio de Olho d'Agua do Casado, em contrapartida, 57,15% das
estirpes, foram obtidas dos materiais coletados no municipio de
Piranhas. Em relacao ao crescimento em meio de cultura, obteve-
se a maior quantidade de isolados no meio com concentracao de
MANITOL de 285g/L, sendo esse, das trés concentracdes analisadas,
0 que possui maior atividade de agua (AW).

Apbs o periodo de incubacéo, os halos formados ao redor dos discos
de papel foram medidos com o auxilio de um parquimetro digital,
onde foi verificada a média de producéo de cada estirpe, sendo os
mesmos divididos em trés grupos: de baixa, média e alta producéo
de EPS, onde + (pouca producéao - halo de EPS < 10 mm@), ++ (mé
dia producgao - halo de EPS de 10-14 mm@) e +++ (6tima producéo -
halo de EPS > 14 mm@). A figura 2 ilustra a leitura dos testes
qualitativos para producao de EPS, por meio do método de discos,
sendo possivel visualizar a producao de EPS pelas linhagens, por
meio da formacao de uma substancia mucdide ao redor do disco,
onde a auséncia dessa substancia caracteriza linhagens nao
produtoras.

Figura 2. Diferentes produgées de exopolissacarideos (EPS) pelas estirpes bacterinas.
(A) Isolado sem a formagéo de EPS; (B) Isolado com pouca produgéo de EPS; (C) Isolado
com média produgao de EPS; (D) Isolado com alta produgéo de EPS (Fonte: O autor).

A confirmacéo da producdo de EPS foi realizada pelo método qui
mico. Observou-se que dos 11 isolados produtores de halo, a
estirpe 4 nédo se caracterizou como produtor de exopolissacarideos,
pois as linhagens ndo produtoras de EPS ao serem misturadas em a
lcool etilico ficam em suspensdo, deixando o meio turvo. Ja os
exopolissacarideos produzidos pelas linhagens, ao serem misturado
com o alcool etilico, sdo precipitados (Figura 2).

Do total de estirpes bacterianas extraidas dos materiais vegetais
coletados na Caatinga Alagoana, 23,80% sintetizaram EPS em meio
com atividade hidrica restrita, como ilustra a tabela abaixo.

O resultado obtido difere do encontrado por MONTALDO (2016),
cuja a maioria dos isolados obtiveram baixa producao de
exopolissacarideos (54%), seguido por estirpes de média producao
(42%) e de pouca producao (4%). ASHRAF et al (2005) avaliando
bactérias produtoras de exopolissacarideos, observaram que as
mesmas promoveram mecanismos de tolerdncia ao estresse salino
nas plantas de trigo inoculadas, melhorando as caracteristicas fi
sico-quimicas do solo. A existéncia de bactérias halotolerantes que
vivem associadas as plantas xerodfitas, capazes de produzir EPS,
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ajudam diretamente na protecao deste vegetal contra diversos
tipos de estresses, além de favorecer a melhoria na qualidade de
solos salinos. (SILVA, 2014).

Tabela 1. Produgao de exopolissacarideos (EPS) das estirpes bacterianas do sertao
alagoano. (+) Baixa produg&o de EPS; (++) Média produgao de EPS; (+++) Alta produgao
de EPS.

Isolados Produggo de EPS
01 ++
02 ot
05 ++
06 4
10 e+t
13 e+t
22 +
28 ++
33 +
35 ++

Figura 3. Confirmagéo de produgédo de EPS em alcool etilico. (A) Isolado produtor de
EPS; (B) Isolado n&o produtor de EPS. (Fonte: O autor).

Para os testes de producao de biofilme, apenas 36 isolados foram
avaliados, de modo a determinar os melhores parametros para as
aferices. A presenca de biofilme em superficie abidtica foi
evidenciada pela formacao de uma coloracao violeta (Figura 4).

A formacao de biofilme foi realizada em quatro concentracées de
Sorbitol (0,03M, 0,06M, 0,30M, 0,60M), simulando diferentes niveis
de estresse, entretanto a formacdao do mesmo nao diferiu
estatisticamente entre as diferentes concentracdes, sendo os
isolados comparados quanto sua capacidade de formacdao em meio
com reduzida atividade hidrica.

Os resultados estdao apresentados na Tabela 2, onde todos os
isolados foram eficientes na formacao de biofilme.

Do total de estirpes avaliadas, 11 obtiveram alta formacdo de
biofilme, o que pressupde a alta eficiéncia no que diz respeito a
tolerancia da bactéria, e a promogdo de crescimento as plantas
colonizadas pelas mesmas.

A formacdo de biofilme aparenta ser uma caracteristica
amplamente disseminada entre as bactérias, visto a positiva
formacao entre os isolados avaliados, auxiliando na colonizacao
radicular, protegendo as células vegetais dos estresses ambientais,
colaborando para a absorcao de nutrientes presentes na solucao do
solo e na sintese de hormdnios essenciais para o crescimento,
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desenvolvimento e estabelecimento dos vegetais no meio
ambiente.

Figura 4. Formacdo de biofilme por isolados bacterianos em meio TSB contendo
sacarose, baseada nos valores de absorbancia obtidos em DO560 nm. (A) Controle
negativo; (B) DO560 nm < 0,1 - Auséncia de formag&o; (C) DO560 nm 0,1-0,2 - Baixa
formacao; (D) DO560 nm 0,2-1,0 - Média formagao; (E) DO560 nm > 1,0 - Alta formaga
o de biofilme. (Fonte: O autor).

Tabela 2. Formagao de biofilme em superficie abidtica por isolados bacterianos em meio
TSB suplementado com 10% de sacarose baseado nos valores de absorbancia obtidos DO
560 nm, segundo teste de Scott-Knott.
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31 0.92327 b
33 1.16353 b
34 0.76059 b
35 1.18309 b
36 0.84238 b
37 0.56398 b
38 0.37188 b
39 2.23971 a
40 1.77706 a
41 1.76699 a
42 2.49460 a

Isolados Biofilme
01 0.93195 b
02 1.54237 a
03 1.76733 a
04 0.91772 b
05 0.66498 b
06 1.23846 b
07 0.45400 b
08 0.77147 b
09 0.44752 b
10 0.83642 b
11 1.36859 a
12 0.47149 b
13 0.88171 b
14 0.64888 b
15 0.32421 b
16 1.04795 b
17 0.87133 b
18 1.08905 b
22 0.80874 b
24 1.94397 a
25 0.37360 b
26 1.97850 a
28 1.86382 a
29 2.47920 a
30 0.58641 b

*As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si.

CONCLUSOES

De todos os isolados bacterianos avaliados, os que obtiveram
melhor desempenho nas avaliagdes de mecanismos de tolerancia ao
estresse hidrico foram as estirpes 2 e 28, podendo posteriormente
os mesmos serem utilizados para futuros testes de promocao de
crescimento em plantas.

REFERENCIAS

ARAUJO, W.L. et al. Manual de isolamento de microrganismos
endofiticos. Departamento de Genética- Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” - Piracicaba - ESALQ - USP. 2002.
ASHRAF, M. et al. Inoculating wheat seedlings with
exopolysaccharide-producing bacteria restricts sodium uptake
and stimulates plant growth under salt stress. Biology and
Fertility of Soils, Springer , v. 40, n. 3, p. 157-162, 2005.
GUIMARAES, D.P.; COSTA, F.; RODRIGUES, M.J.; MAUGERI, F.
Optimization of dextran synthesis and acid hydrolis by surface
response analysis. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v.
16, p. 129-139, 1999.

KAVAMURA, V. N., SANTOS, S. N., DA SILVA, J. L., PARMA, M. M., A
VILA, L. A., VISCONTI, A., DE MELO, I. S. Screening of Brazilian
cacti rhizobacteria for plant growth promotion under drought.
Microbiological research, v.168, p.183-191, 2013.

MONTALDO, Yamina Coentro. Bioprospeccdo e isolamento de
bactérias associadas a cana-de-actucar (Saccharum officinarum
L.) com caracteristicas para a promogdo de crescimento vegetal.
2016. 101 f. Tese (Doutorado em Rede Nordeste de Biotecnologia) -
Instituto de Quimica e Biotecnologia, Programa de Pds Graduacgéo
em Rede Nordeste de Biotecnologia, Universidade Federal de
Alagoas, Maceio, 2016.

O’TOOLE, G.A.; KOLTER, R. Initiation of biofilm formation in
Pseudomonas fluorescens WCS365 proceeds via multiple,
convergent signalling pathways: A genetic analysis. Molecular
Microbiology, v. 28, p. 449-461, 1998.

PAULO, E.M. Encapsulamento de Lactobacillus acidophilus por
atomizagdo em spray drying, utilizando exopolissacarideos (EPS)
produzidos por bactérias laticas. 2010. 222 p. Tese (Doutorado
em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Feira de Santana,
Feira de Santana, 2010.

SILVA, F.G.; Bactérias halotolerantes associadas a plantas de
Atriplex nummularia l. e sua inoculagdo em mudas. Dissertacao
(Mestrado em Producao Agricola) - Universidade Federal Rural de
Pernambuco - Unidade Académica de Garanhuns, 2014.

31



