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Bactérias promotoras de crescimento de plantas hiperacumuladoras de niquel
em solos ultraméficos

RESUMO

Os solos ultramaficos sé@o oriundos de rochas ultramaficas e correspondem a
aproximadamente 3% da superficie terrestre. Devido a sua mineralogia, apresenta
altos teores de metais pesados e baixa fertilidade, o que o torna improdutivo para a
atividade agricola. Uma alternativa a agricultura de baixa produtividade é a atividade
de agromineracao, que consiste na obtencdo de metais de importancia econdmica,
como o niquel, por meio da fitoextracao realizada por plantas hiperacumuladoras. Elas
séo capazes de reter altos teores de metais em seus tecidos. Pesquisas relataram
gue estes microrganismos podem favorecer o0 desenvolvimento das
hiperacumuladoras,  disponibilizando nutrientes e substancias que conferem
tolerancia a elevada concentracdo de metais no solo. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi elaborar uma colecao de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(BPCP) de solos ultraméficos e de plantas hiperacumuladoras de metais. Para isso,
foram isoladas bactérias de amostras de solo rizosférico, das plantas
hiperacumuladoras Lippia lupulina e Justicia lanstyakii, e de solo adjacente, oriundos
de Niquelandia - GO. As rizobactérias foram isoladas em meio TSA 10 % e submetidas
a teste de tolerancia. Assim, obteve-se uma colecdo composta por 66 bactérias
tolerantes a 7,5 mM de NiSO4 6H20, que tiveram os mecanismos de promocéo de
crescimento caracterizados. Dos 66 isolados, 18 % produziram Acido Indol Acético
(AIA), 26 % solubilizaram fosfato de calcio, 47% fizeram Fixacdo Bioldgica de
Nitrogénio (FBN) e 17 % produziram sider6foros. As BPCP que apresentaram pelo
menos um mecanismo de promocdo de crescimento foram identificadas pelo
sequenciamento do gene 16SrRNA. Um total de 45 foram identificadas
geneticamente, das quais 31 % pertencem ao género Bacillus sp., 22 % Alcaligenes
sp., 15,55 % Providencia sp., 4 % Enterobacter sp. e 2 % Priestia sp. Com isso, pode-
se inferir que a colecéo elaborada tem potencial para utilizacdo em pesquisas futuras
para aprimorar a agromineragéo e a fitorremediagdo de solos contaminados por
metais pesados.

Palavras-chave: BPCP. Fitoextrag&o. Lippia lupulina. Justicia lanstyakii.



Growth promoting bacteria of nickel hyperaccumulator plants in ultramaphic
soils

ABSTRACT

Ultramafic soils originate from ultramafic rocks and correspond to approximately
3% of the earth's surface. Due to its mineralogy, it has high levels of heavy metals and
low fertility, which makes it unproductive for agricultural activity. An alternative to low
productivity agriculture is agromining, which consists of obtaining economically
important metals, such as nickel, through phytoextraction carried out by
hyperaccumulating plants. They are able to retain high levels of metals in their tissues.
Research has reported that these microorganisms may favor the development of
hyperaccumulators, providing nutrients and substances that confer tolerance to the
high concentration of metals in the soil. Therefore, the objective of this work was to
elaborate a collection of Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) from ultramafic soils
and from metal hyperaccumulating plants. For this, bacteria were isolated from
rhizospheric soil, from hyperaccumulating plants Lippia lupulina and Justicia lanstyakii,
and from adjacent solil, originating from Niquelandia - GO. The rhizobacteria were
isolated in TSA 10% medium and remained in the tolerance test. Thus, a collection
consisting of 66 preparations tolerant to 7.5 mM NiSO4 6H20 was obtained, which had
the growth-promoting turn characterized. Of the 66 isolates, 18% produced Indole
Acetic Acid (IAA), 26% solubilized calcium phosphate, 47% performed Biological
Nitrogen Fixation (BNF) and 17% produced siderophores. The PGPB that presented
at least one growth promotion mechanism were identified by sequencing the 16SrRNA
gene. A total of 45 were genetically identified, of which 31% belong to the genus
Bacillus sp., 22% Alcaligenes sp., 15.55% Providencia sp., 4% Enterobacter sp. and
2% Priestia sp. With this, it can be inferred that the elaborated collection has potential
for use in future research to improve agromining and phytoremediation of soils
contaminated by heavy metals.

Keywords: PGPB. phytoextraction. Lippia lupulina. Justicia lanstyakii.
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1. INTRODUCAO

O solo € um sistema composto por elementos organicos e inorganicos, que sao
fonte de recursos para a sobrevivéncia de grande parte de organismos que habitam o
globo terrestre, dentre eles o ser humano que desenvolve técnicas na superficie do
solo para a producao de alimentos. No entanto, existe um tipo de solo que néo é
adequado para a producdo agricola por conta de sua composicdo quimica,
denominado solo ultraméafico. E um solo que, devido a sua mineralogia, apresenta
altos teores de metais pesados em sua composi¢cdo como cromo (Cr), cobalto (Co),
chumbo (Pb), manganés (Mn) e niquel (Ni), e baixos teores de nutrientes essenciais
para as plantas como nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K).

Por este motivo, € comum que ocorram atividades de mineragdo em areas que
apresentem esse solo. Porém, embora seja importante para fortalecer a economia da
sociedade através da extracdo de matérias-primas, a mineracdo pode gerar impactos
ambientais, como a contaminacao de solos e lencdis freaticos. Uma alternativa aos
métodos tradicionais para extrair metais de interesse econdmico de maneira mais
sustentavel, é por meio da agromineracdo, que é baseada na fitoextracdo de metais
com a utilizacdo de plantas hiperacumuladoras. Entretanto, as plantas que possuem
essa rara carateristica apresentam um baixo desenvolvimento de sua biomassa.

Esse crescimento vegetal pode ser aprimorado com o emprego de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP). Para isso, € importante que esses
microrganismos sejam isolados, identificados e tenham seus mecanismos de
promocdo de crescimento caracterizados, constituindo uma colecdo. Apds a
elaboracdo da colecdo, as BPCP poderdo ser selecionadas e empregadas em
diferentes plantas hiperacumuladoras de metais para promover aumento da producao
de biomassa vegetal e, consequentemente, maior acimulo de metais. Com isso, ha a
possibilidade da pratica de agromineracdo em solos ultraméaficos de maneira mais
eficiente e sustentavel, assim como a fitorremediagdo de areas contaminadas por

metais.

1.1. Hip6teses
A rizosfera de plantas hiperacumuladoras do solo ultraméfico de Niquelandia

contém bactérias promotoras de crescimento de plantas, tolerantes a altas
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concentracfes de niquel, que poderao ser utilizadas em pesquisas futuras visando a
potencializacao da fitorremediacdo de solos contaminados e a agromineracao de Ni.
O solo ultramafico de Niquelandia possui BPCP multifuncionais, capazes de

produzir dois ou mais mecanismos.
1.2. Objetivo geral
Selecionar bactérias promotoras de crescimento de plantas hiperacumuladoras

de niquel de solos ultraméficos.

1.2.1. Objetivos especificos

° Criar uma colecdo de BPCP da rizosfera de plantas hiperacumuladoras de
niquel.
° Caracterizar os mecanismos de promocao de crescimento das BPCP obtidas.

° Identificar geneticamente as BPCP obtidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Solos ultramaficos

Os solos ultramaficos correspondem a aproximadamente 3% da superficie
terrestre. S8o oriundos dos processos de intemperismo de rochas ultraméficas,
originadas por atividades vulcanicas. Essas rochas estdo mais presentes em
territérios especificos do globo terrestre como Cuba, Filipinas, Nova Caledénia, Oma
e sul da Europa (KIERCZAK et al., 2020). No restante do mundo, estéo distribuidas
em menores proporc¢des. A mineralogia desses materiais € constituida principalmente
por crisotilo, lizardita, antigorita, olivina, piroxénios, cromita e magnetita e o restante
de minerais félsicos (KIERCZAK et al., 2020; SIEBECKER; CHANEY; SPARKS, 2017,
NASCIMENTO et al., 2020). Por isso, solos ultraméficos geralmente apresentam
teores elevados de niquel (Ni), cromo (Cr) e cobalto (Co), cujas concentracdes podem
atingir valores superiores a 70.000; 17.000 e 7.000,0 mg kg, respectivamente
(VITHANAGE et al., 2019). Além da fitotoxicidade causada pelos metais, 0s solos
ultraméficos possuem relagdo Ca:Mg muito baixa e baixos teores de matéria organica
e macronutrientes (NPK), ou seja, sdo considerados de baixa fertilidade e
improdutivos para a maioria das culturas de importancia agricola (SENEVIRATNE et
al., 2015).

No Brasil, este tipo de solo encontra-se presente nos municipios de Niquelandia
— GO e em Limoeiro - PE (NASCIMENTO et al., 2022). Niquelandia € o maior
municipio do estado de Goias, que possui uma populacdo estimada de 47.064
pessoas e uma area territorial de aproximadamente 10.000 Km2. Devido a sua
pedogénese, possui uma das maiores reservas de niquel do mundo e a mineragéo
desse metal se destaca como a principal atividade econémica do municipio, que
chegou a atingir em 2014 uma producdo de 47.657 toneladas (IMB, 2016). Além disso,
possui uma flora muito diversificada que também se estabelece no solo ultramafico da
regido contando com mais de 44 espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel,
dentre elas Pfaffia sarcophylla e Lippia geminata, que apresentaram teores de niquel
de 2.956 mg Kg* e 6.716mg Kg* de massa seca vegetal (KIDD et al., 2007).
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2.2. Niquel

Elemento quimico presente em solos ultraméaficos e em sedimentos marinhos,
0 niquel € um metal que tem uma importancia econémica relevante por ser umas das
matérias-primas de componentes eletrdnicos e estruturais utilizados em diversos
setores econdmicos da sociedade. Por este motivo, € minerado em mais de 25 paises
do mundo, inclusive no Brasil. Além disso, € considerado um elemento benéfico para
algumas espécies de plantas e microrganismos, por estar associado a atividade
enzimatica desses organismos (Nickel Institute, 2021).

Nos solos, é constituinte dos minerais olivina, piroxenos, argilominerais,

minerais serpentinos e oxi-hidréxidos de Ferro (Fe) e Manganés (Mn) (KIERCZAK et
al., 2020). E um micronutriente que atua na hidrélise da ureia e favorece uma absorgéo
mais eficiente de N. Quando disponivel na solucdo do solo, geralmente é absorvido
pelas plantas na forma de Ni%*, NiOH* ou Ni?*(H20)5S04? (HE et al., 2012).
Todavia, o Ni pode ser toxico para a biosfera terrestre. A exposicao a altas contracdes
por um periodo prolongado pode causar problemas respiratérios e cutaneos em seres
humanos. Na maioria das plantas, altas contracbes de Ni afetam diretamente o
crescimento alterando a plasticidade da parede celular vegetal e provocando inibicao
da diviséo celular. Também foi constatado que ele pode reduzir a absorcao de Mg, Fe
e Zn pelas plantas, por possuir um raio iénico de 78pm que o torna mais competitivo
nos sitios de ligacdo quimica. Além disso, o Ni pode prejudicar a fotossintese ao
provocar alteracdo na estrutura de moléculas transportadoras de elétrons, como a
plastoquinona QB, e modificar o balanco hidrico vegetal, ao provocar reducdo da area
foliar e desidratacdo dos tecidos (BHALERAO; SHARMA; POOJARI, 2015).

2.3. Agromineragao

A agromineracao consiste na aplicacdo de técnicas agronémicas para extrair
metais de importancia econémica relevante, como Ni, Se, Tl e Mn. Nesta atividade,
sao cultivadas plantas hiperacumuladoras que extraem os metais do solo. No caso
das hiperacumuladoras de Ni, apds serem colhidas e incineradas suas cinzas obtidas
passam por processos de refinamento, que incluem a lixiviagcdo deste material. Apos
o refino, o Ni pode compor ligas metalicas com Fe ou produzir sal de Ni, como o
(Ni(NHa4)2(S04)2.6H20) (NASCIMENTO et al. 2022).
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Este método ainda é realizado em pequena escala, mas com o aprimoramento
podera ser aplicado em mais areas que apresentem baixo potencial para a producao
de alimentos, como as que sdo constituidas por solos ultramaficos ou aquelas
constituidas por solos degradados devido ao descarte de rejeitos de mineracdo. Além
disso, a depender da espécie hiperacumuladora cultivada, € possivel obter um maior
percentual de Ni das cinzas destas do que de minérios (JAFFRE et al., 2018; van der
ENT et al., 2017; NASCIMENTO et al. 2022).

No entanto, apesar de ser uma alternativa mais sustentivel para a obtencéo
de Ni, a agromineracao deste metal tem um prazo de viabilidade que pode ser limitado
a 30 ou a 60 anos. Isso porque, a depender da hiperacumuladora cultivada e da
intensidade da atividade, as reservas de Ni disponiveis no solo tendem a se esgotar
antes que sejam repostas por processos de intemperismo dos minerais que compdem

o0s solos ultramaficos (van der ENT et al. 2015).

2.4. Plantas hiperacumuladoras de niquel

A hiperacumulacdo € um fenémeno raro na natureza, no qual determinadas
plantas conseguem acumular metais ou metaléides em seus tecidos. As quantidades
desse acumulo sdo centenas ou milhares de vezes superiores em relacdo ao que
pode ser armazenado pela maioria das outras espécies vegetais. A concentracao
minima que define esse fenbmeno varia com o metal considerado (REEVES et al.,
2017). Por exemplo, para ser considerada hiperacumuladora de Mn € necessaria uma
concentracdo de 10.000 mg Kg! de massa seca. Entretanto, para ser considerada
hiperacumuladora de Cd, é 100 mg Kg. J& as espécies hiperacumuladoras de Ni sdo
aquelas capazes de acumular quantidades acima de 1000 mg Kg* de massa seca e
estdo distribuidas, principalmente, nas familias Violaceae, Brasicacea, Euphobiaceae
e Flacoutiaceae (KIDD et al., 2007).

Em Niquelandia, no cerrado brasileiro, € possivel encontrar alguns exemplares
de hiperacumuladores de niquel como é o caso de Lippia lupulina (Verbenaceae) e
Justicia lanstyakii (Achantaceae). Sao plantas nativas que estdo presentes em areas
de solos ultramaficos, ja adaptadas as condicbes edafoclimaticas locais e possuem
potencial para emprego na fitorremediacdo de solos contaminados e agromineragao
de niquel. No entanto, ainda sdo pouco estudadas para essas finalidades

(NASCIMENTO et al., 2021).
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L. lupulina € uma planta de porte arbustivo, contida na familia Verbenaceae,
pode ser multiplicada por estacas, porém tem dificuldade de enraizamento e necessita
de compostos promotores de crescimento, como auxinas, para que tenha um bom
desenvolvimento (PIMENTA et al.,, 2007). J. lanstyakii € uma das mais de 600
espécies do género Justicia, que apresenta um porte que pode variar de herbaceo a
arbustivo, e tem boa adaptacdo a diferentes tipos de solo. Além disso, é de facil
propagacgao por suas sementes apresentarem uma boa taxa de germinacdo e bom

desenvolvimento de mudas oriundas de estaquia (LIMA, 2012).

2.5. Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP)

As BPCP s&o microrganismos que se estabelecem na rizosfera das plantas,
interagem com estas impactando positivamente no desenvolvimento por meio da
producdo de mecanismos diretos e indiretos. Alguns dos principais mecanismos
diretos sdo: sintese de AIA (acido idolacético), fixacdo biologica de nitrogénio (FBN),
producéo de sideroforos e solubilizacéo de fosfatos (ULLAH et al., 2015; TIRRY et al.,
2018).

O fitohorménio AIA € uma auxina responsavel pelo alongamento e crescimento
celular, que pode ser produzido por Alcaligenes sp., Enterobacter sp., Pseudomonas
sp., dentre outros, ao colonizarem a rizosfera e absorverem nutrientes presentes nos
exsudatos radiculares (PATTEN; GLICK ,1996). Além disso, outro importante
mecanismo para o desenvolvimento de plantas € a FBN, na qual bactérias sintetizam
enzimas do complexo nitrogenase que atuardo na reducao de N2 em NHs. A amdnia
produzida pode ser oxidada e gerar ions NH4*, que quando disponiveis na solucdo do
solo séo assimilados pelas plantas (SUN, W.; SHAHRAJABIAN, M.H. e CHENG, K.,
2021).

Indiretamente, elas podem promover a resisténcia das plantas ao estresse
exercido por sais, metais pesados e poluentes por meio da producdo de 1-
aminociclopropano,l-carboxilato (ACC) deaminase, com consequente diminuicdo da
sintese de etileno nos tecidos vegetais. Outra contribuicdo indireta é a producéo de
sideroforos, que sdo biomoléculas capazes de sequestrar o Fe disponivel e impedem
que este seja capturado por possiveis fitopatogenos. Além disso, as BPCP podem

sintetizar compostos antibioticos e até mesmo apresentar alta competitividade por
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nutrientes, o que também contribui para inibir o desenvolvimento de fitopatdgenos.
Assim, todos estes efeitos favorecem o aumento da biomassa e melhora no
desenvolvimento radicular das plantas, inclusive das hiperacumuladoras de metais
pesados presentes em solos ultraméficos (ARAUJO et al., 2020; CABELLO-CONEJO
etal., 2014; GLICK, 2010; MA et al. 2011; OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017).

O aumento da biomassa vegetal provocado por BPCP foi observado por Duran
et al. (2015), ao inocular isolados bacterianos em hiperacumuladoras de Ni e verificar
aumento de 66,4% na producdo de raizes e elevacdo de 79,6% na parte aérea. O
sucesso no desenvolvimento das plantas foi atribuido a producdo da enzima ACC
deaminase e de AIA. Dessa forma, a eficiéncia da fitoextracdo do metal foi aprimorada.

J& na pesquisa desenvolvida por Ma et al. (2011), exemplares de uma colecao
bacteriana tiveram seus mecanismos de promocéo de crescimento caracterizados,
selecionados e utilizados em testes de inoculagdo em Alyssum serpyllifolium e
Brassica juncea, presentes em solos contaminados por metais pesados e em solos
ultraméficos. Apos a inoculagdo, constatou-se que a colonizacdo de Pseudomonas
Sp. nas raizes estava associada ao aumento no desenvolvimento e producdo de
biomassa das plantas. Assim, por se tratar de uma situacdo de solo contaminado
pode-se inferir que o emprego de hiperacumuladoras de Ni inoculadas com estas
bactérias tém grande potencial para aumentar a eficiéncia do processo de

fitorremediacdo de solos contaminados por metais, inclusive niquel.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem, caracterizacao do solo e identificacdo das plantas

O solo rizosférico foi coletado na profundidade de 0,0 — 0,2 m no municipio de
Niquelandia, Goias (14° 27' 28" S e 48° 27' 59" O), por ser a regido que contém a
maior extensdo de solos ultramaficos do Brasil. O clima da regiéo é do tipo Aw (tropical
com inverno seco); com precipitacao e temperatura média anual de 1500,0 mm e 20,0
°C, respectivamente. A vegetacdo predominante compreende plantas herbaceas e
arbustos, tipicas da regido do Cerrado brasileiro (GARNIER et al., 2009).

Foram coletadas 3 amostras de solo rizosférico de Lippia lupulina, 3 de Justicia
lanstyakii e 3 amostras de solo adjacente em uma area de baixa interferéncia
antropica, constituida por solo ultramafico. Ambas as plantas sao hiperacumuladoras
de Ni e foram identificadas no campo por meio de fluorescéncia de raio X portatil
(NASCIMENTO et al., 2021). O solo rizosférico foi removido com os devidos cuidados
da zona radicular e devidamente armazenado. Além disso, também foram coletadas
3 amostras aleatérias de solo ultraméfico de referéncia, descobertos de vegetacao,
para serem submetidas as analises de caracterizacao quimica e fisica das amostras
de solo, que foram realizadas de acordo com Teixeira et al. (2017).

ApOs as caracterizacdes constatou-se que o solo apresenta baixos teores de
nutrientes essenciais para as plantas, como esta descrito na Tabela 1. Além disso,

apresentou um teor de Ni total de 9.597,5mg kg e 220mg kg* de Ni disponivel.

Tabela 1 - Caracterizacéao fisica e quimica do solo ultramafico de Niquelandia.

pH(H20) H+ Al Ca Mg Al Na K P COS* Areia Silte Argila
1:25 1) e 11— mg dm3 gkg?t
6,5 23 06 30 0,0 0,4 0,1 0,0 12,0 298,0 487,0 215,0

*COS = Carbono organico solavel.

3.2. Obtencao e caracterizacao dos isolados bacterianos

Foi feito o isolamento bacteriano, das amostras de solo coletadas (exceto as
de solo de referéncia), por meio de diluicdo seriada decimal. O processo de diluicao
foi iniciado ao diluir 10 g de solo em 90 mL de soluc&o de NaCl (0,85%) estéril (diluicdo

101). A partir desta diluicéo, foram feitas as diluicdes 102, 103 e 104, com 3 repeticdes
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para cada diluicdo. Uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi inoculada, em
triplicata, em meio de cultura TSA 10% (Apéndice A), em placas de petri. Apos as
inoculacdes, as amostras foram postas numa BOD a 30 °C por 12 dias (ABOUDRAR
et al., 2007; CHAUDHARY et al., 2019).

Apoés este periodo, quantificou-se a densidade bacteriana e realizou-se 0s
isolamentos. Cada isolado foi caracterizado morfofisiologicamente e semeado até a
obtencdo de colbnias puras. Os isolados foram identificados da seguinte forma:
ALX.X; LX.X e JX.X, onde AL = isolados de solo adjacente, L = isolados de solo
rizosférico de L. lupulina e J = isolados de solo rizosférico de J. lanstiakii. X.X =
nameros utilizados para diferenciar isolados de um mesmo grupo. Avaliou-se as
seguintes caracteristicas morfoldgicas: formato de colbnia, didametro (mm), coloracao,
elevacao, producdo de muco e transparéncia, além do tempo de crescimento
(CHAWNGTHU et al., 2019).

3.3. Teste de tolerancia a doses de NiSO4 (Sulfato de Niquel)

Os isolados obtidos foram semeados em meio de cultura TSA 10 %
suplementado com 4 concentracdes diferentes de Ni, a partir de uma solucéo estoque
esterilizada. O niquel foi adicionado na forma de NiSO4.6H20, nas concentracfes de
0,5; 5; 7,5 e 10 mM. Em seguida, os isolados foram incubados a 30°C por um periodo
de 12 dias (ABOUDRAR et al.,, 2007). Os isolados que se desenvolveram na
concentracao 7,5 mM foram selecionados, preservados em meio King B (Apéndice C),
para posteriormente serem submetidos as caracterizacbes de mecanismos de

promocéo de crescimento e teste de Gram.

3.4. Teste de Gram

Adotou-se 0 método proposto por Buck et al. (1982), no qual uma pequena
fracdo de coldnia (de isolado puro) foi retirada e esfregada em 30 uL de solucéo de
KOH (3%). Apés a formacéo de uma pasta, verificou-se a producéo de fio ao levantar
a alga. Esse procedimento foi realizado em todos os isolados selecionados no teste
de tolerancia descrito no item 3.3. Os isolados que formaram fio foram classificados

como Gram(-), enquanto os que nao formaram foram classificados como Gram(+).

3.5. Caracterizacdo dos mecanismos de promocéao de crescimento
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Os seguintes mecanismos de promocéao de crescimento foram caracterizados:
producdo de Acido Indol Acético (AIA), solubilizacéo de fosfato de célcio e fosfato de

aluminio, Fixac&o Biologica de Nitrogénio (FBN) in vitro e producgéo de sideréforos.

3.5.1. Solubilizacéo de fosfato de calcio e aluminio

A solubilizacéo do fosfato de célcio bibasico foi avaliada de acordo com Verma
et al. (2001). Os isolados foram inoculados em meio de cultura sélido, suplementado
com fosfato de calcio e incubados a 28 °C por 72 h. Durante 15 dias avaliou-se a
formacéo do halo translicido ao redor da col6nia, que indica a solubilizacédo do fosfato.
Quando presente, o halo foi medido durante o periodo citado e calculou-se o indice
de solubilizacao (I1S) de acordo com a seguinte equacao: IS = Diametro halo / Diametro
colénia. O calculo do indice, permitiu classificar os isolados em trés niveis: baixa
solubilizacéo (IS < 2), média solubilizacdo (2 < IS < 4) e alta solubilizacéo (IS > 4). A
mesma metodologia foi aplicada para verificar a solubilizacdo de fosfato de aluminio,
diferindo na utilizagdo do meio GL (APENDICE J) (HARA; OLIVEIRA, 2004).

3.5.2. Producédo de Acido Indol acético (AIA)

Os isolados foram cultivados em meio TSB (Apéndice B) liquido, suplementado
com L triptofano (5 mM) por 5 dias. Apés este periodo, os isolados foram centrifugados
a 12.000 rpm por 5 min. Transferiu-se 1mL do sobrenadante, de cada amostra, em
triplicata, para outro recipiente e adicionou-se 1 mL do reagente de Salkowski
(Apéndice H) (KUSS et al., 2007).

Apds 30 min de reacao, na auséncia de luz, observou-se a mudancga, ou nao,
de coloracdo da mistura. A producéo de coloracédo rosada ou avermelhada indica a
producdo de AIA. As amostras que produziram a auxina foram submetidas a
espectrofotometria, adotando um comprimento de onda de 530 nM. Os valores obtidos
foram convertidos em concentracdes equivalentes de AlA (ug / mL) usando a seguinte
curva de calibracéo previamente elaborada, contendo os pontos 0, 10, 25, 50 e 75
pg/mL, representada pela equacédo: Y = 0,0037x + 0,163, com R? = 0,9950; onde Y =
leitura da amostra em nM e x = concentracao de AIA (MOHITE, 2013; LANA et al.,
2017).
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3.5.3. Producéao de sideréforos

Os procedimentos foram realizados com base em Schwyn e Neilands (1987).
Inicialmente, cultivou-se os isolados em meio KB (Apéndice C) liquido por 7 dias, sob
agitacdo de 150 rpm. Apoés este periodo, os isolados foram centrifugados a 12.000
rpm por 5 min. Em seguida, coletou-se 1 mL do sobrenadante para reagir com 1 mL
da solucédo de Cromo Azurol S (Apéndice G).

A producao de sideroforos foi determinada ao verificar a mudanga de coloracéo
da mistura para laranja. As amostras que produziram o composto foram submetidas a
espectrofotometria, adotando um comprimento de onda de 630 nm. Os valores obtidos
foram convertidos em percentuais de sideréforos aplicando a equacéo: [(As — Aa) / As]
x 100; onde As é a absorbancia em branco e Aa absorbancia da amostra que produziu
sider6foro (ALEXANDER; ZUBERER, 1990; MARESHWARI, R.; BHUTANI, N
SUNEJA, P., 2019).

3.5.4. Avaliacéo da fixagao bioldgica de nitrogénio

A fixacéo bioldgica de nitrogénio (FBN) foi determinada com base no método
de BODDEY, R.M.; BODDEY, L.H.; URQUIAGA (1990). Os isolados foram cultivados
em meio liqguido TSB por 5 dias a 28 °C, sob 150 rpm. Posteriormente, foram
centrifugados a 12.000 rpm e lavados trés vezes em solucédo de NaCl (0,85%). Apos
isso, o precipitado foi suspenso em 1 mL de H20 estéril. Desse total, 100 pyL da
suspenséo foram inoculados em 5 mL de meio JNFB (DOBEREINER, J.; BALDANI,
V.L.D.; BALDANI, J.1., 1995) semi sélido e incubados em tubos de penicilina por 48 h
a 30 °C, em triplicata. Também foram feitos controles negativos de forma semelhante,
sem inoculagéo de isolados.

A fixacdo biolégica foi detectada quando houve a formacdo de uma pelicula
esbranquicada logo acima da colbnia bacteriana (‘'véu de noiva’). Além disso, foi
verificada mudanca de pH para acido ou alcalino em algumas amostras. Esta
mudanca foi verificada baseando-se na mudanca de coloracédo das amostras, na qual

a cor amarelada indica acidez, azul alcalinidade e verde neutralidade.

3.6. Extracao de DNA, amplificagdo para o gene 16SrRNA e sequenciamento
3.6.1. Extragcdo de DNA
Os isolados que apresentaram pelo menos um mecanismo de promoc¢ao de

crescimento foram selecionados para a caracterizagdo genética. Sendo assim, dos 66
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isolados, 45 foram sequenciados. O DNA foi extraido pelo método ‘bead beating’, que
consistiu na diluicdo de uma pequena fracdo de colbnia bacteriana em 500 ul de
solugéo tampéo TE, em um tubo eppendorf (1,5 mL). Em seguida, adicionou-se 10 pl
de dodecil sulfato de sddio a 10 % e duas esferas de vidro. Posteriormente, a mistura
foi agitada em vortex por 15 min, culminando no rompimento da parede celular
bacteriana. Apos esse processo, adicionou-se a mistura agitada 500 pL de solucéo
fendlica (Apéndice |) e fez-se uma nova centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 min. Logo
apos, foi adicionado ao sobrenadante 40 uL de acetato de sédio (5M; pH 5,0) e 400
pl de isopropanol e centrifugado a 12.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol a 70% e centrifugado a
12.000 rpm por 2 min. O DNA foi suspenso em 50 pL de &gua esterilizada e
armazenado a -20°C. A qualidade do DNA foi verificada por meio da técnica de
eletroforese em gel de agarose (0,5%) a 100V por 30 minutos. ApOs este processo, 0
gel foi visualizado em um transiluminador UV - BOX (ARAUJO et al., 2020; SANDHYA
et al., 2010).

3.6.2. Amplificac&o para o gene 16S rRNA

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR utilizando os primers universais 27F
(5-AGAGTTTGACCTGGCTCAG-3') e 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3)
(LANE, 1991). Para isso, utilizou-se 2 ul de DNA; 1,5 ul de MgCl2 (50mM), 5 ul de
solugado tampéao 10x PCR Buffer, 1 yl de dNTP’s (10mM), 10 ul de cada um dos primers
(10 uM), 0,6 ul da enzima Tag DNA Polimerase (5 U/ ul) e agua ultrapura para
completar o volume. A reacdo ocorreu da seguinte maneira: desnaturacéo a 94 °C por
5 min, 35 ciclos de desnaturacdo (94 °C por 40 s), anelamento (55°C por 40 s) e
extensdo da Taq polimerase (72 °C por 1,5 min) e uma extenséo final de 72 °C, por 7
min. O resultado da amplificacdo foi verificado através de eletroforese em gel de
agarose (0,5%) a 100V por 30 minutos. Apoés este processo, o gel foi visualizado em
um transiluminador UV - BOX (CHAWNGTHU et al., 2019; SANDHYA et al., 2010).

3.6.3. Sequenciamento e identificagcédo dos isolados

Semelhante ao que foi desenvolvido por Araudjo et al. (2020), os produtos
amplificados foram enviados, para serem sequenciados, a empresa sul coreana
Macrogen. Submeteu-se as sequéncias de nucleotideos obtidas as analises

comparativas no banco de dados de nucleotideos do National Center for
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Biotechnology Information (NCBI). Em seguida, foram alinhadas através da
ferramenta BLAST e agrupadas de acordo com a similaridade filogenética pelo
método Neighbor-Joining, usando os parametros Kimura-2 do programa MEGA-11,

aplicando um bootstrap com um minimo de 1.000 repeti¢des.

3.7. Analises estatisticas

As médias obtidas de cada mecanismo foram comparadas ao serem
submetidas a Analise de Variancia, aplicando o Teste de Tukey e adotando um nivel
de significancia de 5%. Para isso, utilizou-se o software SAS (versdo SAS
OnDemand).

Para a elaboracao dos dendrogramas de similaridade dos grupos de isolados,
pelo método UPGMA, adotando o indice de Jaccard, utilizando o software PAST 3.

4. RESULTADOS

4.2. Densidade microbiana das amostras de solo de Niquelandia

Apos o isolamento das bactérias calculou-se a densidade microbiana das
amostras de solo adjacente, rizosférico de L. lupulina e J. lanstyakii. Os valores foram
expressos em logioUFC g de solo?. Observou-se que 0s solos rizosféricos

apresentaram densidades microbianas superiores ao do solo adjacente (Figura 1).
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Figura 1 - Densidade populacional de bactérias em solos rizosféricos e solo

adjacente.

4,4b

log10 UFC / g de solo

AL L J

Solo

AL = Solo Adjacente. L = Solo rizosférico de L. lupulina. J = Solo rizosférico de J. lanstiakii. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey.
CV = 7,53%. Barras de erro indicam o desvio padrdo das médias.

4.3. Caracterizacéo fenotipica dos isolados

Foram obtidos 117 isolados. Destes, 57% apresentaram coloracao creme, 50%
diametro inferior a 1mm, 66% formato circular, 60% superficie opaca, 82% produziram
muco, 66 % apresentaram baixa elevacéo da superficie e 84% possuem crescimento
rapido (Figura 2). Além disso, foram elaborados dendrogramas de similaridade para
cada um dos grupos de isolados, com base nas caracteristicas morfofisioldgicas
avaliadas (Apéndices J, K e L).



24

Figura 2 - Caracteristicas morfofisioldgicas dos isolados expressas em percentuais.
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4.4. Teste de tolerancia a doses de NiSO4.6H20

Em todas as amostras foram encontrados isolados tolerantes. Dos 109 isolados
obtidos, 66 se desenvolveram em meio de cultura TSA enriquecido com a dose 7,5
mM de NiSO4.6H20, sendo 9 oriundos do solo adjacente, 27 do solo rizosférico de L.
lupulina e 30 do solo rizosférico de J. lanstyakii. 31 isolados foram tolerantes a dose
de 10 mM. Destes, 4 pertencem ao solo adjacente, 13 ao solo rizosférico de L. lupulina
e 14 ao solo rizosférico de J. lanstyakii. Para as outras duas doses mais baixas, todos
os 117 isolados se desenvolveram, sendo 15 pertencentes ao solo adjacente, 45 ao

solo rizosférico de L. lupulina e 57 ao solo rizosférico de J. lanstyakii.

45 Teste de Gram

Dos 66 isolados, 18 % foram Gram(-), enquanto que 82 % foram Gram(+).

4.6. Solubilizacéo de fosfato de calcio e fosfato de aluminio

Dos 66 isolados testados, 17 (25,75%) foram capazes de solubilizar fosfato de
célcio bibasico, sendo 1 oriundo do solo adjacente, 6 do solo rizosférico de L. lupulina
e 10 do solo rizosférico de J. lanstyakii (Figura 3). Trés isolados (17,64%),

pertencentes a rizosfera de L. lupulina, se destacaram ao apresentar um alto IS. Oito
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(47,05%) apresentaram médio IS e 6 (35%) apresentaram baixo IS. Em contrapartida,

nenhum isolado foi capaz de solubilizar o fosfato de aluminio.

Figura 3 - Indices de solubilizacdo de fosfato de célcio bibasico produzidos pelos
isolados.
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Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5% pelo teste de
Tukey. CV = 20,45%. Barras de erro, indicam o desvio padrdo das médias.

4.7. Producdao de siderdéforos

Dos 66 isolados testados, 11 (17%) foram capazes de produzir sideréforos,
sendo 4 oriundos do solo adjacente, 4 do solo rizosférico de L. lupulina e 3 do solo
rizosférico de J. lanstyakii. Deste total, os isolados AL1.5, AL1.9, AL3.3 e J2.9 se
destacaram na producdo do composto, produzindo 57%, 52%, 77% e 84%,

respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 - Percentuais de sideroforos produzidos pelos isolados.
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Teste de Tukey. CV = 17,52%. Barras de erro indicam o desvio padrdo das médias.

4.8. Producéao de AIA

Dos 66 isolados, 18% foram capazes de sintetizar AlA foi sintetizado, sendo 1
oriundo de solo adjacente, 3 da rizosfera de L. lupulina e 8 da rizosfera de J. lanstyakii.
Dentre estes, os isolados AL1.4, L1.8, J1.26, J2.1 e J2.24 se destacaram por

apresentar alta producao de AIA (>30ug / mL) (Figura 5).
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Figura 5 - Isolados sintetizadores de AlA.
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Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5% pelo teste de

Tukey. CV = 19,25%. Barras de erro indicam o desvio padrao das médias.

4.9. Fixacéo biolégicade N
Dos 66 isolados testados, 31 (47%) formaram a pelicula aerotaxica no meio de

cultura JNFB, o que evidencia a FBN. Em relacéo a alteracdo de pH ap6s a fixacéo,
32,26% acidificaram o meio, 6,45% alcalinizaram e 61,29% nao provocaram alteracao.
Além disso, 48% dos fixadores de N identificados pertenciam a rizosfera de J.

lanstyakii, 36% a rizosfera de L. lupulina e 16% ao solo adjacente (Figura 6).
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Figura 6 - Percentual de isolados fixadores de N de cada grupo de origem.
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AL =isolados oriundos de solo Adjacente. L = isolados oriundos da rizosfera de L. lupulina. J = isolados
oriundos da rizosfera de J. lanstyakii.

Apés as caracterizagdes dos mecanismos verificou-se que, dos 66 isolados, 45
(68,18%) produziram ao menos um mecanismo. Deste total, 6 (13%) sao oriundos do
solo adjacente, 13 (28,88%) oriundos da rizosfera de L. lupulina e 26 (57,77%)
oriundos da rizosfera de J. lanstyakii. Além disso, verificou-se que 18 isolados (27%)
produziram dois mecanismos, 2 isolados (3%) produziram trés mecanismos e 20

isolados (30%) ndo produziram nenhum dos mecanismos avaliados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Mecanismos produzidos por isolados tolerantes a 7,5mM de NiSO4 6H:0.

Isolados

Solubilizacéo
de fosfato de
célcio

Producéo de
AlA

Producdo de
Sideroforos

FBN

Gram

ALl.4
AL15
AL1.7
AL1.8
AL1.9
AL1.10
AL3.3
AL3.4
AL3.5
L1.3
L1.4
L1.5
L1.6
L1.7
L1.8
L1.9
L2.1
L2.2
L2.3
L2.6
L2.7
L2.8
L2.9
L2.11
L2.12
L2.13
L3.1
L3.2
L3.3
L3.7
L3.8
L3.10
L3.14
L3.15
L3.18
L3.19
J1.3
J1.6
J1.7
J1.12
J1.13

X X

x

X

X

X X

X

+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+

+ 4+ 4+ 4+ + + + o+ o+ o+

+ + 4+ + o+

+ 4+ 4+ 4+ + + o+
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J1.16 -
J1.18 X -
J1.19 X
J1.20 X +
J1.21 X -
J1.22 -
J1.23 X
J1.24
J1.25
J1.26
J1.27 X X

J2.1 X X
J2.2 X
J2.5

J2.7 X X
J2.9 X
J2.10 X

J2.11

J2.12 X

J2.23
J2.24 X
J3.6 X

J3.9

J3.11 X
J3.12 X

X

X
X
X
+ 4+ + 4+

X

X

X X X X
+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + o+ o+

Marcagdes com “X” indicam que o isolado produziu mecanismo de promog¢ao de crescimento.

4.10. Identificac&o dos isolados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA

Apos o alinhamento, as sequéncias obtidas foram submetidas ao banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e comparadas com
sequéncias ja registradas. Assim, foi possivel elaborar uma arvore filogenética (Figura
7). Além disso, foi possivel estimar com base no percentual de similaridade os géneros
de BPCP predominantes. Destes, 31% séo Bacillus sp., 22% Alcaligenes sp., 15,55%
Providencia sp., 4% Enterobacter sp. e 2% Priestia sp.. Além disso, 6% nao

apresentam similaridade com o banco de dados consultado (Tabela 3).
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Tabela 3 - Identificacdo genética dos isolados com base no percentual de similaridade

de sequéncias de nucleotideos.

Espécie

Isolados Origem correlacionada Cobertura Erro % Similaridade N° acesso
AL14  Solo Adjacente P\fgmigf;a 95,00% 0 93,69 KC456565.1
ALL5  Solo Adjacente A'Cg“cg/fgelsfp' 90,00% 0 96,33 KP125990.1
AL18  Solo Adjacente Ej:;'::ﬂ: 95,00% 98,06 OP223364.1
AL1.9 Solo Adjacente Providencia rettgeri 92,00% 0 91,62 CP017671.1
AL1.10 Solo Adjacente Streptomyces sp. 77,00% 2,00E-74 73,66 GQ848482.1
AL3.3  Solo Adjacente Bre‘é‘i*m“idr:umtg“as 98,00% 0 81,47 MN803288.1

L1.4 R'Z‘l’jgfjrl?nge L. A'faae"g;ges 98,00% 0 96,72 MZ026438.1
115 Rizosferadel.  Providencia 84,00% 0 91,74 KU984707.1
lupulina vermicola
Rizosferade L.  Staphylococus o
L1.6 lapulin Popalensis 90,00% 0 83,58 MK774761.1
L1.7 R'Z?jgirl?nge L Alcaligenes faecalis 98,00% 0 95,49 KX118706.1
L1.8 R'Z‘l’j;irl?nge L. . d'\cf?’art‘i’r'gienfus 5500%  2,00E-124 80,64 CP037427.1
L1.9 R'Z‘l’j:)irlf‘nge L Alcaligenes faecalis 98,00% 0 92,56 MG027658.1
L2.1 R'Z?j:ﬂ?nge L Alcaligenes faecalis 95,00% 0 94,26 KF641855.1
L2.3 R'Z?:Lirl?nge L. Alcaligenes faecalis 98,00% 0 92,82 KF641851.1
L2.6 R'Z‘l’j;irl?nge L Alcaligenes aquatilis 71,00% 0 92,09 MT572474.1
L2.11 R'Z‘l’j;irl?nge L Bacillus cereus 87,00% 0 94,74 MT912767.1
L2.12 R'Z?j;eurlf‘nge L. o d'ggt?r'giersus 49,00% 1,00E-52 74,91 MF407352.1
12.13 Rizosfera de L. SEM ) ) ) )
: lupulina SIMILARIDADE
L3.2 R'ch’jm?nge L providencia rettgeri 88,00% 0 94,2 CP017671.1
L3.7 Rlzosfera de L. Bac_:lllu_s sp. (in: 98,00% 0 94 MH801801 1
lupulina firmicutes)
L3.8 R'Z?j;eurﬁ‘nge L Rhodococus sp. 72,00% 0 96,09 JQ316223.1
L3.14 R'Z?j;eurﬁ‘nge L Bacillus safensis 98,00% 0 96,08 KX364927.1
13.19 Rizosfera de L. SEM ) ) ) )
: lupulina SIMILARIDADE
13 Rizosfera de J. SEM ) ) . )
: lanstyakii SIMILARIDADE
16 R'Zlgf]‘;etryi 9¢ - Bacillus subtiis 87,00% 0 88,08 MT476752.1
j17  RizosferadeJ.  Bacillus sp. (in: 99,00% 0 94,87 MK571702.1
lanstyakii firmicutes)
J1.12 R'Zlgf]f;;igi? J- Bacillus pumilus 99,00% 0 89,65 MN581181.1
J1.18 R'Zlgf]f;;igi? J- Bacillus cereus 77,00% 0 95,8 MT912767.1
J1.19 R'Zl‘;f]‘;etryi 9€ - Bacillus sp. PDK002 53,00% 0 94,42 GU075851.1
J1.20 R'Zlgf]‘;etryigi? J- Bacillus pumilus 27,00% 8,00E-49 79,8 KM213759.1
g1 Rizosferade . ienes faecalis 93,00% 0 93,57 MG027658.1

lanstyakii



Rizosfera de J

J1.23 orstaii . Bacillus pumilus 98,00% 0 83,96 MK412021.1
Rizosferade J.  Alcaligenes sp. o
J1.26 pebun o 94,00% 0 89,76 KU145675.1
31.27 R'Zl‘;f]fset;zgi? J- priestia megaterium 95,00% 0 88,13 MH261080.1
321 R'Zl‘;f]fset;zgi? J- providencia sp. 25,00% 1,00E-56 81,85 MT210823.1
J2.2 R'Zl‘;‘:‘]z;igi? - Alcaligenes faecalis 99,00% 0 96,38 JQ724535.1
J2.7 R'Zl‘;‘:‘]z;igi? - Bacillus tequilensis 98,00% 0 85,64 JX473585.1
32.9 R'Zl‘;f]fset;zgi? - Bacillus sp. KT116 92,00% 0 92,84 KJ733964.1
J210 RizosferadeJ.  Entenrobacter 98,00% 0 86,97 KT766080.1
lanstyakii asburiae
3212  Rizosferade J. Bacillus 99,00% 0 86,11 CP044978.1
lanstyakii thuringiensis
32.23 R'Zl‘;f]fset;igi? - Providencia rettgeri 98,00% 0 96,39 CP059345.1
32,04 ~ Rizosferade . Bacillus sp. Nao 99,00% 0 98,64 MG825097.1
lanstyakii cultivado
3.6 R'Zlgf]fset;igi? J. P\;g;’r'gl‘zgfa'la 49,00% 5,00E-85 78,78 MH620758.1
33.11 R'Zl‘;f]fset;igi? J- pusilimonas sp. 98,00% 0 95,11 KC109821.1
33.12 Rizosferade J.  Entenrobacter 93,00% 0 82.6 KT766063.

lanstyakii cancerogenus 1




Figura 7 - Arvore filogenética resultante do sequenciamento do gene 16S rRNA.
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5. DISCUSSAO

Pode-se constatar que o solo ultraméafico de Niquelandia apresenta baixos
teores dos nutrientes Ca, Mg e K, e nenhum teor de P. Paralelamente, apresenta
elevados teores de Ni total e Ni disponivel. Caracteristicas semelhantes a estas
também foram observadas em solos ultraméficos situados em outros territorios do
globo terrestre (HE et al., 2012; SENEVIRATNE et al., 2015). Apesar disso, a rizosfera
das hiperacumuladoras L. lupulina e J. lanstyakii, presentes neste solo, continha
BPCP, inclusive na sua adjacéncia. No entanto, os solos rizosféricos foram os que
apresentaram uma maior densidade populacional de bactérias, por ser um
microambiente que oferece mais nutrientes a estes microrganismos devido a
producédo de exsudatos radiculares (BAIS et al. 2006). Além disso, alguns exemplares
conseguiram se desenvolver quando expostos a concentracfes de Ni (em meio de
cultura TSA) mais elevadas do que as do solo ultraméfico, o que sugere que eles
podem conter genes que lhes conferem tolerancia aos altos teores de Ni e por isso se
adaptaram ao meio (ABOUDRAR et al., 2007; LOPEZ et al. 2019).

Das 60 bactérias, tolerantes a 7,5mM de NiSOa4, 45 produziram os seguintes
mecanismos diretos e indiretos de promocdo de crescimento: sintese de AlA,
solubilizacédo de fosfato de calcio, producédo de sideréforos e FBN (MA et al., 2011,
OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017). Dos isolados que sintetizaram AlA, 5
apresentaram alta producao (>30ug / mL) do composto inddlico, que é fundamental
para o desenvolvimento radicular e de parte aérea vegetal (BRIGIDO et al., 2017). Por
isso, eles apresentam potencial para serem utilizados em pesquisas para promover o
aumento de biomassa vegetal, como foi verificado em um dos testes da pesquisa de
Yousef (2018).

Ja em relacdo as BPCP produtoras de sideréforos, 54,54% produziram um
percentual acima dos 20% do quelante, semelhante ao que foi constatado por Gonin
et al. (2013). Isto evidencia que estes microrganismos tém potencial para quelar Fe e
o deixa-lo indisponivel para possiveis fitopatdgenos, e que também podem contribuir
para reduzir o estresse oxidativo nas hiperacumuladoras, provocado por metais

pesados presentes no solo (HUO et al., 2021).
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As andlises também revelaram que a rizosfera de L. lupulina e de J. lanstyakii
apresentaram percentuais maiores de BPCP que realizam FBN (36% e 48%,
respectivamente) do que o solo adjacente (16%). O que sugere que essa maior
presenca tem grande relevancia para o fornecimento de N para que estas plantas se
desenvolvam. Mas vale salientar que, mesmo em um menor percentual, a presenca
de bactérias que realizam FBN no solo adjacente sugere que estas possam ser de
vida livre e sdo muito relevantes para a manutencdo da comunidade bacteriana
presente nas rizosferas das hiperacumuladoras, devido ao fornecimento de N
(VOLPIANO et al., 2022).

Em relacéo a solubilizacdo de fosfato de calcio, constatou-se que 64,70% (11)
dos isolados avaliados expressaram de média a alta solubilizacdo, o que reforca a
importancia desses microrganismos para o fornecimento de Ca e P as plantas que
estdo estabelecidas em uma area com deficiéncia destes nutrientes (GUPTA et al.,
2021). Mas vale ressaltar que, a capacidade de solubilizar fosfato esta relacionada a
sintese de metabdlitos que, em alguns casos, também pode dissolver sais que
contenham metais pesados como o Cd. Dessa forma, ions Cd?* disponiveis na
solucdo do solo podem causar toxicidade em possiveis fitopatégenos das plantas
hiperacumuladoras (YANG et al., 2018).

Apos a caracterizacdo dos mecanismos, verificou-se que o solo adjacente e 0s
solos rizosféricos possuem bactérias multifuncionais, capazes de produzir mais de um
mecanismo de promocao de crescimento (SILVA et al., 2022).

Com a realizagdo das andlises filogenéticas foi possivel constatar que o0s
isolados, que produziram ao menos um mecanismo de promogao de crescimento,
pertencem a alguns dos principais géneros que englobam BPCP: Bacillus sp.,
Alcaligenes sp., Providencia sp. Enterobacter sp. e Priestia sp. E importante destacar
que, o estabelecimento de diferentes géneros bacterianos pode estar diretamente
relacionado a relacdo solo-planta-micro-organismo. Caracteristicas do solo
ultramafico como pH, teor de carbono orgéanico soluvel e baixos teores de nutrientes,
paralelamente a producdo de exsudados radiculares pelas hiperacumuladoras,
influenciam no estabelecimento de comunidades microbianas especificas. Pesquisas
ja revelaram que, apesar de possuirem caracteristicas edaficas extremas, 0os solos

ultramaficos podem apresentar uma rica diversidade da comunidade bacteriana, que
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se assemelha as de florestas tropicais que ndo possuem este tipo de solo, mas que
esta estruturada diferente. E esta estrutura, além de outras condi¢des ambientais,
contribui para a definicdo de quais espécies vegetais que irdo se estabelecer na area.
Por isso, é comum que diferentes areas de solo ultraméfico tenham diferentes
espécies vegetais estabelecidas. Outro fator relevante que afeta a estrutura da
comunidade bacteriana de um solo ultramafico € o manejo. Portanto € possivel que o
solo deste trabalho, oriundo de uma area sem atividade antropica, tenha uma maior
riqueza bacteriana do que o solo de uma area que sofreu uma intensa atividade de
mineracdo. Diante disso, percebe-se que a caracterizacdo dos mecanismos e a
identificacdo dos géneros de BPCP citados anteriormente gerou mais informacdes
sobre a constituicdo do solo ultramafico de Niguelandia, principalmente em relacéo a
fracao microbiolégica. Além disso, reforca que a coleg¢édo tem potencial biotecnolédgico
para utilizagéo em pesquisas que visem elevar a biomassa das hiperacumuladoras de
Ni, e de outros metais (RIBEIRO et al., 2010; ECHEVARRIA et al., 2020; BORDEZ et
al., 2022).
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que as bactérias, presentes na rizosfera de L. lupulina e de
J. lanstyakii e no solo adjacente, toleram altas concentragbes de Ni, produzem
mecanismos de promocéao de crescimento e podem ser consideradas como BPCP.

A colecao elaborada contém BPCP multifuncionais, capazes de produzir dois
Ou mais mecanismos de promoc¢ao de crescimento.

O sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu identificar, no solo adjacente e
na rizosfera de L. lupulina e J. lanstyakii, os géneros de BPCP: Bacillus sp.,
Alcaligenes sp., Providencia sp., Enterobacter sp. e Priestia sp.

Por fim, pode-se inferir que a cole¢cao bacteriana elaborada tem potencial para
ser empregada em pesquisas voltadas para a agromineracdo de Ni e também para a

fitorremediac&o de solos contaminados por metais pesados.
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APENDICE A - Meio de cultura Tryptona Soya Agar (TSA)

Triptona (Enzimatc digest of casein)............... 15g/L
Peptonade soja...........coooveiiiiiiiiiiiienn, 5g/L
NaCl. . 5g/L
AQar.....oi i 15¢/L
Glicerina.......coooiiiii 250mL/L
pH=7,3

OBS.: A glicerina foi utilizada para compor este meio apenas para a estocagem dos

isolados.

APENDICE B - Meio de cultura Tryptona Soya Broth (TSB)

Peptonade caseina..............c.cooiiiiiinnn. 17g/L
Peptonadesoja..........ccoovviiiiiiiiiian. 3g/L
GliCOSE. .o 2,5¢g/L
NaCl . 5g/L
KoaHPO4. ..o 2,5g/L
L-Triptofano................oooi, 1,02g/L
pH=7,3

OBS.: L- Triptofano foi utilizado para suplementar este meio apenas para

determinac&o de Acido Indol Acético.

APENDICE C - Meio de cultura liquido King B (KB)

Peptona Bacterioldgica..................... 20g/L
MgSOa* 7TH20......coiiiiiieee 1,5g/L
KoaHPOa4....o i 1,50/L
Glicerina.......ccooviiiiiiiii 10mL/L

pH=7,2
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APENDICE D - Meio de cultura sélido para determinacéo da solubilizac&o de
fosfato de célcio bibasico (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001)

GIUCOSE. ... 10g/L
NHaCl.oo 5g/L
NaCl.....oooiii 1g/L
MgSOa * 7TH20......ccciiiiiann, 1g/L
CaHPO4. ..o, 4g/L
Agar........ccccooiiiiiiiiiii 15g/L
pH=17,2

APENDICE E — Meio de cultura sélido para determinac&o da solubilizac&o de
fosfato de aluminio (HARA; OLIVEIRA, 2004)

Manitol.............oooiiiiiii, 10g/L
Extrato de levedura..................... 2g/L
KoHPOa... ..o, 6g/L
AICI3 * 6H20.........ccviveenne 9,67¢g/L
Agar......ccooiiiii 18g/L
pH =45

APENDICE F — Meio de cultura semi-sélido JNFB

Acido malico........c.covveeiiiiiii... 5,0g/L
Ko2HPOu4. ..o 0,6g/L
KH2POu4. ..o 1,8g/L
M@gSO4 * 7TH20.......cccevinennn.. 0,2g/L
NaCl.......ooooiiii 0,1g/L
CaCl*2H20.........ccceveiien, 0,02¢g/L
FEEDTA ..o, 4mL/L
KOH... .o, 4,5¢g/L
Solugao de Micronutrientes........ 1mL/L
Solucgao de Vitaminas............... 1mL/L
Azul de Bromotimol................ 1mL/L
Agar....oooooiiiiii 2,34mL/L



APENDICE G - Solucdo Cromo Azurol S (CAS)

CAS é uma mistura de 4 solucdes (A + B + C + D) descritas a seguir:

Solucéo A

Cromoazurol S...........cooiiiiii 12,2mg
Agua deionizada..............c.cooeeiiinnn... 10mL
Solucédo B

HCI (concentrado)............cccoeieinennn.. 84uL
Agua deionizada..............c.oooeiiii... 100mL
FeClz* 6 H20.......cooiiiiiiie, 27mg
Solucédo C

HDTMA. ... 21,9mg
Agua deionizada (morna)..................... 25mL
Solucéo D

Piperazina anidra............................ 4,307g
Agua deionizada..............c..ccoeii. 40mL

pH=5,6 (A+B+C +D)

APENDICE H - Reagente de Salkovisk

H2SO4 ..o, 370,37mL /L
Agua destilada............................... 617,28mL /L
FECla* B H20......uvuiieeeeeeeeeeeeeee, 12,34mL /L

APENDICE | - Solucgéo Fendlica

Cloroformio .......ooeeeeeee i, 24mL

Alcool isoamilico.........coovvvveieinii... 1mL
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APENDICE J - Dendrograma de similaridade de isolados do Solo Adjacente de

Niquelandia.
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APENDICE K - Dendrograma de similaridade dos isolados do solo rizosférico

de J. lanstyakii.
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APENDICE L - Dendrograma de similaridade dos isolados do solo rizosférico

de L. lupulina.
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