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Producao de sideréforos em estirpes bacterianas isoladas de Paspalum sp
Siderophore production in bacteria strains isolated from Paspalum sp.
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Eixo tematico: Manejo de Agroecossistemas de Base Ecolégica

Resumo: Objetivou-se com este trabalho avaliar a producao de 55 estirpes bacterianas
isoladas de genotipos de Paspalum sp. A avaliagdo da produgéo de sideroforos in vitro foi
realizada com o uso do meio CAS. Dos 55 isolados bacterianos avaliados, cerca de 40
isolados cresceram em meio sélido CAS. A capacidade de producéao de sideréforos pode ser
uma alternativa ao uso de defensivos quimicos. Em préximos ensaios devem ser analisados
o efeito deste no biocontrole dos principais patdgenos, bem como sua capacidade em
promover crescimento vegetal em pastagens tropicais.
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Introducgao

Siderdéforos (Sideros, ferro e pheros, portador) sdo moléculas organicas com baixo
peso molecular sintetizadas por microrganismos que sdo agentes quelantes de metais
que capturam o ferro ferroso insoluvel de diferentes habitats (NAGOBA &
VEDPATHAK, 2011).

O Sideréforo liga-se primeiro com ferro (Fe*®) firmemente e entdo o complexo
sideréforo-ferro move-se para dentro da célula através da membrana celular utilizando
os receptores especificos de sideréforos (AHMED & HOLMSTROM, 2014).

Mais de 500 sideroforos diferentes foram relatados, dos quais 270 foram bem
caracterizados (BOUKHALFA et al., 2003), e os demais n&o foram caracterizadas e
suas fun¢des ainda ndo foram determinadas (ALI & VIDHALE, 2013)

Existem varios métodos de detecg¢ao da producao dos sideroforos, dentre estes, o uso
do método CAS (Azul Cromo-Azurol) agar proposto por Schwyn & Neilands (1987), a
producao € determinada pela alteragao na coloragdo do meio.

Os sideroforos podem ser considerados uma alternativa ecoldgica aos defensivos
quimicos no setor agricola, sédo relatados o potencial de estirpes de Pseudomonas
fluorescens como promotora de crescimento vegetal e controle biologico de Erwinia
carotovora (KLOEPPER et al., 1980), da inibicdo de fungos fitopatogénicos, tais como
Phytophthora Parasitica, Pythium ultimum e Sclerotinia sclerotiorum (SEUK et al,
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1988, HAMDAN et al, 1991; MCLOUGHLIN et al, 1992). Nesse sentido, objetivou-se
com este trabalho avaliar a produc¢ao de sideréforos in vitro de isolados bacterianos
obtidos de gendtipos de Paspalum sp.

Metodologia

A avaliacéo foi feita baseando-se no protocolo de Schwyn e Neilands (1987),
modificado por Tortora et al. (2011) com alteragdes. Os isolados foram previamente
crescidos em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio especifico dos quais foram
isolados NFB, LGI e LG (livre de ferro e suplementado com 0,1% de NH4Cl, sem
adicdo de azul de bromotimol) e incubados por 72 h a 30° C sob agitagdo constante
de 150 rpm.

Em seguida, as células foram centrifugadas a 8000 x g por 10 minutos e o pellet foi
lavado 3 vezes com agua estéril deionizada e a concentragéo celular foi ajustada para
DOse0 = 0,2. 4 aliquotas de 10 ul da suspensao bacteriana foi inoculada em placas de
Petri contendo meio LG, NFB e LGl sdlido (sem azul de bromotimol e suplementada
com 0,1% NH4CI) e Cromoazurol S (CAS) e incubada a 30°C por 7 dias. A deteccéo
da producao de sideréforos foi avaliada de acordo com a formacgéao de um halo roxo,
laranja, verde ou amarelo em volta das colbnias.

Todas as vidrarias utilizadas foram lavadas com solugcédo de HCI 10% e enxaguadas
com agua deionizada antes do uso.

Resultados e Discussao

Nas condigbes testadas apenas os isolados crescidos em meio NFB (CAS)
produziram halo indicando a producéo de sideroforos, no entanto, nos demais meios
nao houve a formagao do halo, no entanto houve a alteragdo da cor do meio e o
crescimento bacteriano, indicando a produg¢ao de sideroforos.

Dos 55 isolados bacterianos avaliados, cerca de 40 isolados cresceram em meio
sélido LG, LGl ou NFB (CAS) e apresentaram producao de sideréforos indicada como
a alteragéo da cor do meio de azul para lilas, roxo ou rosa no meio LG (CAS) e de azul
para roxo ou laranja no meio LGl (CAS) e de azul para verde em meio NFB (CAS).
Onze isolados n&do conseguiram crescer nos meios indicados. E os isolados 43LG,
48LG, 73LG e 81LG cresceram no meio, mas nao produziram sideroforos até o 14°
dia de avaliagao. (Figura 1).
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Figura 1. Produgéo de Siderdéforos por isolados bacterianos de gendtipos de Paspalum aos
14 dias apoés crescimento em meio LG, NFB e LGlI, acrescido de NH.Cl a 0,1%, sem indicador
e CAS, utilizando a estirpe ZAE 94 como controle positivo. a) ZAE 94; b) 3N; c) 96LG; d) 14LlI;
€)123LG; f)13LG; g) 21LG; h) 105LG; 39LG como no produtora.

A variagcao de coloracdo no meio indica a producéao de diferentes tipos de sideréforos
microbianos, que podem ser classificados principalmente de acordo com o grupo
funcional quelante do Ferro em 3 tipos: catecolatos (fenolatos), hidroximatos e
hidroxicarboxilatos o que forma complexos octaédricos hexadentados com o metal.
Os sideroforos produzidos pelas bactérias podem ser de um ou mais tipos, alguns
sideroforos sdo mais eficazes do que outros e a grande diversidade de moléculas
produzidas relaciona-se ao fato da diversidade de substratos que podem usar
(MARAHIEL, 1997; CROSA & WALSH, 2002; AGUADO-SANTACRUZ et al, 2012)
(Tabela 1).

Conclusoes

A capacidade de estirpes bacterianas em produzir sideréforos apresenta-se como
uma boa alternativa ao uso de defensivos quimicos. Testes como a producao de
sideroforos in vitro sdo métodos simples e eficazes na selegao de isolados com estas
caracteristicas.
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