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AVALIACAO DE POPULACOES DE POSSIVEIS
RIZOBACTERIAS EM SOLOS SOB ESPECIES
FLORESTAIS(

Rodrigo Matheus Pereira®, Erico Leandro da Silveira®, Lucia

Maria Carareto-Alves® & Eliana Gertrudes de Macedo Lemos®

RESUMO

Embora estudos recentes relatem a utilizacdo de RCPC (Rizobactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas) no Brasil, rarissimos trabalhos avaliam a
presenca natural dessas espécies bacterianas no solo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a ocorréncia de RPCP em duas amostras de solo sob diferentes tipos de
manejo, através da construcio e do seqiienciamento de bibliotecas de DNA
metagendomico. Utilizaram-se oligonucleotideos especificos para amplificacio da
regido hipervariavel do espaco intergénico dos genes ribossomais 16S-23S de DNA
extraido de diferentes solos, sob Eucalyptus sp. e sob mata. Os fragmentos obtidos
foram inseridos em vetor e clonados. As bibliotecas geraram 495 clones, que foram
seqiienciados e identificados através de comparacgdes realizadas pelo software
Blast. O solo sob Eucalyptus sp. apresentou maior numero de RPCP do que sob
mata. Os filos Actinobacteria e Proteobacteria eram maiores no solo sob Eucalyptus
sp., estando o filo Firmicutes ausente no solo sob mata. Somente oito espécies
diferentes de RPCP foram detectadas: Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,
Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium sp., Frankia
sp., Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas gladioli. O trabalho forneceu valiosos
dados sobre a presenca de RPCP em solos com espécies florestais e sua possivel
utilizacdo em reflorestamentos, assim como para o melhor conhecimento desses
microrganismos nos solos do Brasil.

Termos de indexac¢ao: RPCP, ecologia microbiana, Eucalyptus sp., ITS.

@ Recebido para publicagdo em outubro de 2006 e aprovado em agosto de 2008.
@ Doutorando do Curso de Microbiologia Agropecudria da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinérias, Universidade Est
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SUMMARY: EVALUATION OF POSSIBLE RHIZOBACTERIA POPULATIONS
IN SOILS UNDER FOREST SPECIES

Although new studies describe the use of PGPR (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) in Brazil, they rarely evaluate the natural existence of these bacterial
species in the soil. The objective of this study was to evaluate PGPR in two samples under
different use types, one with native forest and the other with eucalyptus, through
construction and sequencing of a metagenomic DNA library. Using specific probes from the
internally transcribed region of 16S-23S rRNA genes, fragments of PCR products were
inserted into the vector and cloned. The library generated 495 clones, which were sequenced
and identified using Blast software. A greater number of PGPR was found in the soil under
eucalyptus than under forest. Actinobacteria and Proteobacteria phyla were more abundant
in Eucalyptus sp soil, and the phylum Firmicutes was not found in forest soil. Only eight
different species were detected: Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bradyrhizobium
japonicum, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium sp., Frankia sp., Pseudomonas
fluorescens and Pseudomonas gladioli. This study provided valuable information about
PGPR in soils under forest species and their possible used in reforestation, as well as for a
more detailed understanding of these microorganisms in Brazilian soils.

Index terms: PGPR, microbial ecology, Eucalyptus sp., ITS.

INTRODUCAO

Rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCP) representam uma ampla variedade
de bactérias do solo, que, em associagdo com as plantas
hospedeiras, resultam na estimulacido de seu
crescimento.

Estudos recentes relatam a utilizacdo de RPCP no
Brasil (Amorim et al., 2002; Freitas et al., 2004,
Sottero et al., 2006), entretanto apenas um pequeno
numero envolve RPCP em 4arvores, geralmente em
Eucalyptus sp. e pinus (Germano et al., 2002; Teixeira
et al., 2005) e com enfoque no controle de fitopatégenos.
Um amplo estudo de arvores e de RPCP poderia
beneficiar o setor florestal e o reflorestamento em
diferentes regides (Lucy et al., 2004). Além disso, o
setor florestal constitui um importante segmento
econ6mico no pais, ocupando lugar de destaque no PIB
brasileiro. Em 2001 contribuiu com 4 bilhdes de
délares em exportagoes (Juvenal et al., 2002). Sendo
assim, o estudo com RPCP em florestas torna-se de
grande importancia.

Ha poucos grupos de pesquisadores trabalhando
na area de RPCP em espécies florestais e, como
conseqiiéncia, ha pouco ou nenhum dado para o uso
dessas bactérias no desenvolvimento de arvores
deciduas e menos ainda para arvores coniferas
(Chanway, 1997).

As pesquisas de RPCP em solo sob floresta sdo bem
menos comuns do que as ocorridas em aplicagdes na
agricultura (Lucy et al., 2004). Ao longo da década de
80, o foco dos estudos de RPCP em espécies florestais
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Embora algumas arvores se desenvol
facilmente, muitas apresentam dificuldade
crescimento e estabelecimento até que se to:
adultas, quando podem ser altamente beneficiads
uma inoculagido com RPCP (Zaady &.Perevol
1995).

A especificidade de bactérias para a inoculag
espécies florestais parece ser similar a observac
sementes agricolas (Enebak et al., 1998; Shish:
Chanway, 2000). Ecotipos ou arvores da mesma es
de diferentes regides ou altitudes, também ex
diferentes respostas a inoculacdo bacter
(Chanway, 1995).

Ha uma ampla faixa de estirpes bacterianas,
Bacillus polymixa, que consistentemente prom
crescimento de muitas variedades de pinus e o
espécies de arvores (Holl, 1992; Chanway, 199
interessante notar que esta estirpe bacteriar
originalmente isolada de grama perene e néo de
espécie florestal (Holl & Chanway, 1992).

O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorr:
de rizobactérias promotoras de crescimento de pl:
(RCPC), em amostras de solo sob diferentes tip
manejo.

MATERIAL E METODOS

Coleta de material

As amostras de um Latossolo Vermelho f
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Brasil), cujas coordenadas geograficas sdo: latitude
21°17°05” Selongitude48° 17’ 09 ” L e altitude
em torno de 590 m. A primeira coleta foi realizada
em uma area com mata nativa, ndo alterada pelo
homem e caracterizada pela presenca de sub-bosque
rico em arbustos. O outro solo foi coletado em uma
area de arboreto de Eucalyptus sp., plantado em
fevereiro de 1969, que néo sofreu trato cultural desde
entdo. De cada solo, foram coletadas doze amostras
simples ao acaso, na profundidade de 0-20 cm,
abrangendo toda a area. As amostras de cada solo
foram reunidas e homogeneizadas, resultando em duas
amostras compostas, que foram utilizadas para a
extragdo do DNA metagenémico. Os resultados das
analises quimicas e granulométricas dos solos das duas
areas sdo apresentados no quadro 1. A normal de
precipitacio pluvial da localidade é de 1.408,7 mm nos
ultimos trinta anos, e a temperatura média anual é
de 22 °C, sendo a média das minimas 12 °C e das
maximas 32 °C (Fonte: Estacido Agroclimatol6gica —
UNESP — Campus Jaboticabal).

Extracio de DNA metagenomico, PCR de am-
plificacido e purificacao dos amplicons do
espaco intergénico da regiao 16S-23S rRNA (ITS)

A extragdo do DNA da comunidade microbiana do
solo (DNA metagenémico) foi realizada utilizando
FastDNAR Spin Kit para solo (Bio 101 — catalogo
#6560-200) conforme as instrugoes do fabricante.

O DNA metagenomico foi usado na amplificagédo
do espaco intergénico (ITS) 165-23 S rRNA genes por
PCR de acordo com Laguerre et al. (1996). As
amostras foram entao colocadas em um termociclador,
e 0 seguinte programa foi usado: um ciclo a 94 °C e
submetidas a 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 ° C por
1 min, e 72 °C por 30 s, mais uma extensao final de 1
ciclo a 72 °C por 5 min.

Quadro 1. Resultados de analises quimicas e
granulométricas do Latossolo Vermelho de mata
nativa (SMN) e arboreto com Eucalyptus sp. (SE)

Caracteristica SMN SE
pH (CaCly) 6,2 5,5
Matéria orgénica (g dm™) 75 61
P (mg dm™) 63 17
K (mmol, dm™) 29 4,8
Ca (mmol, dm™) 410 49
Mg (mmol, dm™®) 80 40
H + Al (mmol, dm™®) 15 28
Argila (g kg™) 430 440
Limo (gkg™) 256 120
Areia Fina (g kg™ 130 180

Os amplicons foram analisados por eletrofores
gel de agarose e brometo de etideo (EBAGE) e el
do gel pela adi¢do de NaCl 1 mol L1 fenol e clorofc
(Sambrook & Russell, 2001).

Clonagem e seqiienciamento do ITS

Os amplicons do espago intergénico 16S-23Sr
de ambas as amostras de solo foram inseridas d«
do pGEM®- T vector (Promega, Madison, WI, U
catalog # A3600) de acordo com instrugde
fabricante, e usados para transformar céluls
Escherichia coli estirpe DHb5a. Bacté
transformadas foram cultivadas em meio LB cont
ampicilina (50 ug mL1) e os clones selecionadc
1 mL de meio CG CircleGrow (Bio 101 — cata
3000-142) também com ampicilina (50 ug mL-
cultivo dos clones ocorreu por 22 h a 37 °C e 220

O DNA plasmidial dos clones selecionadc
isolado por miniprep ((Sambrook & Russell, 20
purificado usando plates MultiScreen (Millipi
catalog # MAGVN2250). O material obtid
quantificado por EBAGE usando gel de agarose
tampao TBE (Tris 89 mM; Acido Bérico 89 n
EDTA 2.5 mM, pH 8,3) contendo brometo de e
(0,5 ng mL1), e visualizado em um fotodocument
Gel Doc 1000, com luz UV (Bio Rad, Richmond, (
USA).

O seqiienciamento dos fragmentos I'TS inse
nos plasmideos foi realizado usando 0,4 ul.
Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequen
Ready ABI Prism (Version 3); 3,2 pmols |
PUC 1211 forward initiator oligonucleotide
GTAAAACGACGGCCAGT -3); 100 ng de plasr
DNA, 4,6 uLL de tampao (400 mM Tris-HCI, |
10 mM MgCly); e H,O mili-Q (Millipore) par:
volume final de 10 pL. A reagdo foi colocada er
termociclador, MdJ Research Inc., modelo PTC
com o seguinte programa: 2 min a 96 °C e 40 cic
96 °C por 10 s, 52 °C por 20 s, e 60 °C por 4 mir
amplicons foram sequienciados usando o seqiienc
capilar modelo ABI 3700 (Applied Biosystems, F
City, CA, USA).

Analise das seqiiéncias

A anilise das seqiiéncias foi realizada ¢
Sequencing Analysis 3.4 e o pacote de progr:
Phred/Phrap/Consed (Gordon et al., 1998),
permitir verificar a qualidade das seqiiéncia
existéncia de possivels seqiéncias quimér
Somente seqiiéncias com mais de 400 baxs
qualidade Phred acima de 20 foram selecionada:s
o auxilio de programa Contgen. Nenhuma seqi
foi decartada pelo programa Contgen. As sequié
de nucleotideos foram comparadas com seqiiénci
GenBank (acessadas através do NCBI - Nat

Center for Biotechnology Information em 6 dej
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Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas (http:/1Ibmp.fcav.unesp.br/metagenoma), e
posteriormente depositadas no GenBank.

Arvores filogenéticas foram construidas com o
auxilio dos programas ClustalX (Thompson et al.,
1997) para alinhamento global das seqiiéncias e
Mega 4 (Tamura et al., 2007) para execugdo dos
calculos e construgiao das arvores.

Uma busca no banco de dados metagenomico foi
realizada para localizar 58 espécies de rizobactérias
citadas na literatura como RPCP (Lucy et al., 2004;
Vessey, 2003) pertencentes a quatro filos distintos:
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e
Cyanobacteria (Vessey et al., 2003; Lucy et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica molecular de analise do ITS (16S-23S
rDNA) foi altamente eficiente na determinacao das
espécies presentes no solo, detectando um total de 233
bactérias no solo sob mata e 262 no solo sob Eucalyptus
Sp.

Das 495 sequéncias de ITS analisadas, das
bibliotecas, de ambos os solos, 19,6 %, ou seja, 97
sequiéncias pertencem a um grupo de oito espécies de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas.
Os cédigos das seqiiéncias (geneids) ITS dessas oito
espécies de possiveis RPCP detectadas neste estudo
foram depositados no NCBI (AY713465.1, AY713452.1,
DQ376549, DQ376546, DQ376547.1 DQ190838.1,
DQ190831.1, DQ376548).
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Apbs a comparacio das seqiiéncias de rizobact
de ambos os solos com as seqiiéncias cadastrad
banco internacional de genes (NCBI), fc
observadas taxas de similaridade variando de
99 % entre as RPCP. Somente seqiiéncias com
de 90 % de similaridade com o Genbank f
consideradas o mesmo organismo. Além disso,
sequiéncias de RPCP observadas estavam distrib
diferentemente. Foram encontradas 31 seqiié;
(6,3 %) dos 495 clones sequienciados, em solo sob
e 66 (13,3 %) em solo sob Eucalyptus sp.

As noventa e sete seqiiéncias de bacte
promotoras de crescimento detectadas nas biblio
de ITS pertencem a quatro géneros: Pseudomn
(com as espécies: P. fluorescense P. gladioli), Ba
(B. subtilis, B. megaterium), Bradyrhizobiutr
Jjaponicum, B. elkanii, Bradyrhizobium sp.) e Fr¢
(Frankia sp.). Além disso, o solo sob Eucalyptt
apresentou maior numero de diferentes RPCP
solo sob mata (Figura 1). Esse resultado est
consonancia com observagoes anteriores de ¢
diversidade de bactérias no solo sob Eucalyptus
maior do que no solo sob mata (Silveira, 2
Scaquito, 2004).

Deve-se destacar ainda que as bactérias dos gé
Bradyrhizobium e Frankia foram as que aparec
em maior proporc¢ao entre todos os géneros nos
solos analisados, com maiores freqiiéncias no sol
Eucalyptus sp. (Figura 1).

Por outro lado, as espécies Bacillus subt
Bacillus megaterium e Pseudomonas gladioli f
detectadas apenas no solo sob Eucalyptus sp., enc
to Pseudomonas fluorescens apareceram somen

m Solo Mata
0 Solo Eucalipto

B. subtilis B. megaterium B. japonicum B. elkanii P. fluorescens P. gladioli Bradyrhizobium sp. Frankia sp.

Figura 1. Distribuicio de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, observadas nos solo
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solo sob mata (Figura 1). Além de Bradyrhizobium
japonicum e Bradyrhizobium elkanii, outras seqiién-
cias do género Bradyrhizobium foram observadas em
ambas as bibliotecas, porém com maior freqiiéncia no
solo sob FEucalyptus sp. O maior aparecimento de
Bradyrhizobium sp. e Frankia sp. nesse solo prova-
velmente se deve ao fato de muitas bactérias perten-
centes a estes géneros ainda ndo terem sido classifi-
cadas em espécies.

As arvores filogenéticas (Figuras 2 e 3) construidas
demonstraram que as bactérias se agruparam de
acordo com os filos e classes aos quais pertencem,
sendo: Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas
gladioli (Filo: Proteobacteria, classe: Betaproteoacteria);
(Filo: Firmicutes) Bacillus subtilis e Bacillus
megaterium (Filo: Proteobacteria; classe:
Alphaproteoacteria) Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium sp. e
Frankia sp. (Filo: Actinobacteria).

Os resultados obtidos neste trabalho quanto a
frequéncia de Pseudomonas gladiolie P. fluorescens
tornam se interessantes considerando-se que isolados
bacterianos de Pseudomonas fluorescentes, além de
Bacillus e outras bactérias rizosféricas, podem agir
como promotores do crescimento de espécies citricas
atuando no crescimento da raiz ou no aumento de
matéria seca. Embora a promocéao de crescimento do
vegetal possa ser afetada de acordo com o ambiente
onde se encontram apresentando um comportamento
instavel (Freitas, 2004), pode-se levantar a hipotese

da importancia dessas duas rizobactéria
crescimento das espécies vegetais presentes nos
em estudo.

Aumentos de biomassa e peso seco foram rela
em pinheiros apds a inoculacdo de Pseudom
fluorescens (Lucy et al., 2004). Possivelment
resultado ocorreu devido a ag¢do do fitorm
citocinina sobre a planta, isto porque alter:
positivas no crescimento de pinheiro e na quant;
desse fitormonio nas raizes puderam ser detect:
apos a inoculagdo com esta estirpe bacteriana (
et al., 2001). A bactéria Pseudomonas fluore:
também apresenta comprovado auxilic
ectomicorrizacgao de raizes de mudas de Eucaly
sp., o0 que auxilia o rapido desenvolvimento d
arvores (Dustan et al., 1998). Além d
Pseudomonas fluorescens apresenta-se bem ve:
ao adaptar-se, com resultados benéficos, as rizos
de Pinus banksiana (Lucy et al., 2004), Pinus el
(Enebak et al., 1998), Picea glauca (Chanway e
2000), justificando sua ocorréncia em um solo de
onde ha maior diversidade de arvores.

A ocorréncia de Bacillus subtilis e Bac
megaterium no solo sob Eucalyptus sp. poderia in
uma afinidade com a rizosfera desse tipo de arvo
que ela ndo aparece no solo sob mata. Apesar c
sido observado que a inoculagdo com Bacillus su
néo influencia de maneira significativa o aumen
biomassa em arvores de Albedo (spruce) (Shish:
Chanway, 2000), aumentos de biomassa, da orde

AY713465.1-Bradyrhizobium elkanii

DQ376546.1-Bradyrhizobium japonicum

99

DQ376547.1-Bradyrhizobium sp.

DQ190831.1-Pseudomonas gladioli
AY713452.1-Pseudomonas fluorescens

_
0.2

DQ376549.1-Frankia sp.

4!—— DQ376548.1-Bacillus subtilis
80 DQ190838.1-Bacillus megaterium

Figura 2. Arvore filogenética construida pelo método Neighobor-Joining com as oito possiveis espéci

RCPC observadas no estudo.

[ AY713465.1-Bradyrhizobium elkanii
|

DQ376547.1-Bradyrhizobium sp.

r —— DQ376546.1-Bradyrhizobium japonicum
DQ190831.1-Pseudomonas gladioli

AY713452.1-Pseudomonas fluorescens

DQ376549.1-Frankia sp.

99 — DQ376548.1-Bacillus subtilis

S

DQ190838.1-Bacillus megaterium
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44 %, foram encontrados como resultado da inoculagao
de Bacillus megaterium e Azotobacter chroococcum
em experimento com mudas de FEucalyptus sp. em
vasos (Lucy et al., 2004).

Outro aspecto importante a mencionar é a indugio
de resisténcia a ferrugem do Eucalyptus sp. através
da inoculagdo de Bacillus subtilis no substrato de
mudas. Embora ndo tenha sido o mais eficiente, um
moderado grau de indugao foi observado (Teixeira, et
al., 2005). Ainda nessa linha, Amorin & Melo (2002)
observaram que Bacillus subtilis foi capaz de controlar
Phytophthora parasitica e P. citrophthora além de
promover maior desenvolvimento tanto da raiz como
da parte aérea de plantulas de citros quando comparados
a testemunha sem inoculacdo daquela bactéria.

Como mostrado na figura 1, as espécies
Bradyrhizobium sp., Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium elkanii e Frankia estavam presentes
em ambos os solos, sempre em maior quantidade no
solo sob Eucalyptus sp.

Em um extenso estudo realizado em solos
australianos cultivados com a leguminosa tropical
acacia, foi detectada a presenca de Bradyrhizobium
elkanii e Bradyrhizobium japonicum, entre outras
bactérias, em diferentes regices do pais (Lafay &
Burdon, 2001). A influéncia que estas bactérias podem
ter no desenvolvimento do Fucalyptus sp. é
questionavel. Por outro lado, a presenca de
Bradyrhizobium sp. poderia ser conseqiiéncia da
presenca de leguminosas florestais na mata em estudo,
localizada relativamente préxima ao arboreto de
Eucalyptus sp.

Dentro desse contexto, o trabalho de Santiago et
al. (2002) com Bradyrhizobium sp. mostra que o
crescimento de Dalbergia nigra foiigual ao obtido na
area onde houve apenas o uso de fertilizantes.
Também foi constatado que a inoculagdo com esta
bactéria aumentou a ectomicorrizacdo em Acacia
holosericea, favorecendo seu crescimento (André et al.,
2005).

Quanto a presenga de Frankia em ambos os solos,
é justificada pelo fato de que plantas freqiientemente
encontradas nas matas, como Angiospermas, hospe-
dam Frankia, em especial arvores do género Casuarina
e Allocasuarina, que fixam nitrogénio em seus nédu-
los através da simbiose com essas bactérias, assim
como plantas dos géneros Alnus e Elaeagnus. Do
mesmo modo, existe uma grande diversidade de plan-
tas noduladas por Frankia, incluindo mais de 200
espécies distribuidas em 24 géneros de oito familias
(Marin et al., 1999). Além disso, esta actinobacteria
pode viver também na rizosfera e no rizoplano de ou-
tras arvores e possui grande habilidade de sobrevi-
véncia em diferentes ambientes independentemente
do hospedeiro, confirmando assim sua alta promis-
cuidade simbiética (Simonet et al., 1998). Esses dados,

Ry R S i [ RN (. A (R R
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Os dados relatados demonstram uma vez m
grande variedade de hospedeiros e diferentes hat
que um simbionte pode ter, o que reforca os resuls
coletados neste trabalho com essas mesmas bactc
ocorrendo em solos sob mata e sob Eucalyptus s

Este trabalho forneceu valiosos dados, para fu
estudos, sobre diversidade de populagdes bacter:i:
em especial as rizobactérias promotora
crescimento de plantas em solos sob diferentes esy
florestais, assim como para o melhor conhecin
das comunidades desses microrganismos nos sol
Brasil. Esses dados podem também fornecer subs
para novos estudos sobre inoculagao de rizobact
em espécies florestais.

CONCLUSOES

1. Constatou-se maior ocorréncia de poss
RPCP no solo sob Eucalyptus sp.

2. Das 495 sequéncias de bactérias detect:
somente 97 eram de rizobactérias, compreendend
espécies diferentes detectadas nos dois solos.
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