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RESUMO

O crescimento e a produtividade das plantas sdo amplamente influenciados pelos micro-
organismos do solo, especialmente as bactérias benéficas conhecidas como PGPB (Plant
Growth Promoting Bacteria), as quais sdo encontradas ao redor das raizes ou associadas a
tecidos vegetais. Membros do género Paenibacillus apresentam ampla diversidade metabdlica
e tém sido isolados de diferentes plantas e habitats. Em estudos anteriores, trés bactérias
anaerdbias facultativas formadoras de endosporos (denominadas P3E, P26E e P32E) foram
isoladas da rizosfera de girassol cultivado em campos do Estado do Rio Grande do Sul,
Brasil. Estes isolados apresentaram resultados positivos para fixacdo de nitrogénio e foram
identificados como membros do género Paenibacillus, de acordo com anélises preliminares
do gene 16S rRNA. Os genomas desses isolados foram sequenciados e analises genémicas de
identidade média de nucleotideos (ANI e OrthoANI) e hibridizagio DNA-DNA digital
(dDDH) foram realizadas. Nas trés métricas, valores abaixo do ponto de corte foram obtidos
quando os isolados de girassol foram comparados as linhagens-tipo das espécies intimamente
relacionadas (Paenibacillus graminis, Paenibacillus jilunlii e Paenibacillus sonchi).
Reconstrucdes filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA e no core proteome mostraram que
P3E, P26E e P32E formam um grupo monofilético, o qual ndo incluiu nenhuma linhagem-
tipo das espécies atuais de Paenibacillus. O isolado P26E, designado a linhagem-tipo da nova
espécie, produziu endosporos elipsoidais com localizagdo terminal sob crescimento em
anaerobiose. Os principais &cidos graxos celulares foram anteiso—Ciso € i50-Cis0, QuUe
representaram cerca de 58 e 14% do total de acidos graxos em P26E, respectivamente. A
linhagem P26E apresentou um maior percentual de acido graxo iso—Cis,, a0 invés de iso—
Ci6:0, Ccontrastando com as demais espécies intimamente relacionadas. O valor encontrado
para o contetdo de DNA G+C foi de 49,4 mol%, aproximadamente 1% menor que 0
conteddo de Paenibacillus riograndensis, P. jilunlii, P. graminis e P. sonchi. Com base em
diferentes métricas gendmicas, filogenia e dados fenotipicos (como reducdo de nitrato,
crescimento em presenca de 0,001% de lisozima, bem como analise da capacidade de
producdo de 4cido a partir de diferentes fontes de carbono), foi sugerido que P26E" representa
a linhagem-tipo de uma nova espécie dentro do género Paenibacillus, para o qual o nome
Paenibacillus helianthi sp. nov. foi proposto.

Palavras-chave: Paenibacillus, bactérias promotoras de crescimento vegetal, fixacdo de
nitrogénio, filogenia do gene 16S rRNA, métricas gendmicas.



ABSTRACT

Plant growth and productivity are largely influenced by soil microbes, especially the
beneficial bacteria known as PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria), which are found
around roots or associated with plant tissues. Members of the genus Paenibacillus present
broad metabolic diversity and have been isolated from different plants and habitats. In
previous studies, three facultative anaerobic endospore-forming bacteria (designated P3E,
P26E, and P32E) were isolated from the rhizosphere of sunflower grown in fields of Rio
Grande do Sul State (Brazil). These isolates presented positive results for nitrogen fixation
and were identified as members of the genus Paenibacillus, according to preliminary analyses
of 16S rRNA gene. The genomes of these isolates were sequenced and genomic analyses of
average nucleotide identity (ANI and OrthoANI) and digital DNA-DNA hybridization
(dDDH) were performed. In the three metrics, values below the cut-off point were obtained
when the sunflower isolates were compared to the closely related type-strain species
(Paenibacillus graminis, Paenibacillus jilunlii, and Paenibacillus sonchi). In silico DNA-
DNA hybridization (dDDH) also showed similarity ranges below the recommended threshold
of 70%. Phylogenetic reconstructions based on 16S rRNA gene and core-proteome showed
that P3E, P26E, and P32E form a monophyletic cluster, which did not included any type
strain of the current Paenibacillus species. The isolate P26E, designated as type strain,
produced ellipsoidal endospores terminally located in swollen sporangia, under anaerobiosis
growth. Major cellular fatty acids were anteiso—Cjs.g and iso—Cs.p, Which represent about 58
and 14% of the total fatty acids in P26E, respectively. The strain P26E showed a high
percentual of the fatty acid iso—Cis;o than iso—Cjig:, in contrast to other closely related species.
The value found for the DNA G + C content of P26E was 49.4 mol %, approximately 1
percent lower than the content of Paenibacillus riograndensis, P. jilunlii, P. graminis, and P.
sonchi. Based on different genomic metrics, phylogeny, and phenotypic data (like nitrate
reduction, growth in the presence of 0,001% of lysozyme, as well as the analysis of the
production of acid from different sources of carbon), it was suggested that P26E represents a
type strain of a novel species within the genus Paenibacillus, for which the name
Paenibacillus helianthisp. nov. was proposed.

Keywords: Paenibacillus, plant growth promoting bacteria, nitrogen-fixing, 16S rRNA gene
phylogeny, genomic metrics.
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1. INTRODUCAO

As comunidades microbianas do solo exercem papéis cruciais no crescimento e
desenvolvimento vegetal. A complexa associacdo entre plantas e micro-organismos, também
referida como “segundo genoma vegetal”, afeta diretamente o cultivo e a produtividade de
plantas agricolas (BERENDSEN et al., 2012; MENDES et al., 2011; PANKE-BUISSE et al.,
2015). Micro-organismos benéficos, neutros ou patogénicos sdo atraidos pela vasta gama de
exsudatos liberados na rizosfera — zona do solo intimamente associada as raizesvegetais, mas
também influenciada pelas mesmas (BAETZ; MARTINOIA, 2014). Além de colonizar a
rizosfera, micro-organismos benéficos também podem ser encontrados no interior do tecido
radicular (micro-organismos endofiticos e simbioticos) ou aderidos a superficie da raiz
(micro-organismos associativos) (BERG; SMALLA, 2009).

A0 mesmo tempo em que 0s processos mediados pela comunidade microbiana estdo
sob forte influéncia do sistema radicular, os exsudatos vegetais também sdo liberados em
resposta a sinais quimicos emitidos pelos micro-organismos rizosféricos (CHAPARRO et al.,
2012). Desta forma, os diferentes tipos e quantidades de compostos liberados pelas raizes,
assim como acgucares, aminoéacidos, flavonoides, acidos alifaticos, proteinas e acidos graxos,
influenciam diretamente o estabelecimento de interagdes benéficas ou patogénicas na
rizosfera (BAIS et al., 2006) (BADRI et al., 2009). Esse mutuo reconhecimento de sinais
quimicos se constitui em uma forma de comunicacao entre plantas e micro-organismos, a qual
pode ser bastante especifica e variavel para diferentes linhagens microbianas ou variedades
vegetais.

O isolamento de micro-organismos presentes na rizosfera ou em associacdo com as
raizes, sobretudo bactérias, é o primeiro passo para a obtencdo de linhagens com potencial
para a promogéo de crescimento vegetal. O carater benéfico € complexo e dependente de uma
série de fatores, mas, de forma geral, certas caracteristicas sdo um indicativo do potencial
microbiano em estabelecer interagdes positivas com plantas. Dentre os principais mecanismos
destacam-se a fixacdo biologica do nitrogénio atmosférico, solubilizacéo de fosfato, producao
de hormonios e reguladores do crescimento vegetal, producdo de sideroforos e a modulagdo
da expressdo génica da ACC deaminase, enzima bacteriana capaz de atenuar eventos de
estresses por degradacdo de ACC (acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano), molécula
precursora de etileno (DE SOUZA et al., 2015).

Devido a necessidade de manutencdo das lavouras e o grande aumento populacional,

tecnologias que possam alcancar o aumento da produtividade em menores areas de plantio
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tém se tornado um novo desafio para a agricultura. Atualmente, a produtividade dos mais
diversos tipos de plantios, especialmente commodities, depende da aplicagdo excessiva de
grandes quantidades de agrotdxicos e fertilizantes quimicos. Dessa forma, a prevencédo de
futuros problemas ambientais depende do desenvolvimento e aplicacdo de praticas agricolas
que propiciem sistemas sustentdveis de cultivo. Nesse contexto, o emprego de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPB, do inglés Plant Growth Promoting Bacteria)
constitui-se em uma das alternativas mais promissoras para biofertilizacdo ou controle
bioldgico de cultivos agricolas (Pl et al., 2015).

A inoculacdo com bactérias promotoras do crescimento vegetal é uma importante
estratégia para a sustentabilidade da agricultura, pois tal tecnologia permite a reducdo ou até
mesmo a eliminacdo do uso de pesticidas e fertilizantes quimicos (CALVO et al., 2014; DE
SOUZA et al., 2015). Leguminosas como a soja (Glycine max (L.) Merrill), por exemplo,sédo
amplamente beneficiadas pela interagdo simbidtica mutualistica com rizobios, 0 que permite o
cultivo sem adicdo de adubacdo nitrogenada. Como resultado dessa intera¢do, nddulos sdo
formados nas raizes das plantas fornecendo carboidratos como forma de energia para a
bactéria, que, em troca, cede nitrogénio sob a forma de amonia, fixado a partir do nitrogénio
atmosférico. A maneira mais pratica e viavel para adicionar bactérias as sementes é através da
inoculacdo. Inoculantes sdo formulacgdes liquidas ou turfosas contendo micro-organismos que
atuam favoravelmente para o desenvolvimento de plantas, sendo geralmente produzidos com
linhagens bacterianas especificas para determinados tipos de plantas (SIGNOR; DIONISIO;
PIMENTEL, 2016).

Para a obtenc¢do de um inoculante efetivo, diferentes quesitos sdo levados em conta,
assim como a compatibilidade do produto com praticas rotineiras do campo, facilidade de uso,
compatibilidade com o equipamento utilizado para a semeadura, capacidade de atuar em
diferentes condi¢des climéticas e de solo (por exemplo, capacidade de o micro-organismo
colonizar plantas em solo acido e/ou basico), bem como a compatibilidade da bactéria com os
diferentes adjuvantes que aumentam o tempo de prateleira do produto (BASHAN et al.,
2014).

Os inoculantes sdo normalmente comercializados em duas formas fisicas: solidos (em
po, sendo a turfa como base para as bactérias), e fluidos (inoculante liquido, com a bactéria
estabilizada por protetores celulares). Atualmente, os inoculantes liquidos representam a
maior parte do mercado nacional devido a sua facilidade de aplicacéo, a qual se d& por meio
da mistura de sementes e um pequeno volume do produto liquido. Em comparacdo a

fertilizacdo quimica, a inoculacdo de sementes apresenta uma serie de vantagens e
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contribui¢bes para uma prética agrondmica sustentavel, como, por exemplo, a melhoria da
qualidade do solo e a redugdo dos custos de cultivo e do impacto ambiental (SIGNOR;
DIONISIO; PIMENTEL, 2016). Atualmente o cultivo de soja demanda a maior parte dos
produtos comercializados no Brasil, sendo Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium
elkanii as duas espécies bacterianas mais utilizadas na fabricacdo de inoculantes agricolas
(ANPII, 2018).

Dentre os géneros bacterianos de maior importancia agricola pode-se destacar, além
dos rizébios, Azospirillum, Bacillus e Paenibacillus (GYANESHWAR et al., 2011). O género
Paenibacillus foi proposto por ASH et al. (1993), de acordo com anéalises da sequéncia do
gene 16S rRNA de diversas linhagens previamente classificadas como Bacillus (ordem
Bacillales, filo Firmicutes). Paenibacillus sdo bactérias aerdbias ou facultativamente
anaerdbias, gram-positivas ou gram-variaveis, formadoras de enddsporos de posi¢do terminal
e esporos elipsoidais, e um contetdo de DNA G + C variando entre 45 e 54%. Membros desse
género também sdo encontrados em diferentes nichos ecoldgicos, tais como solos
(BENEDUZI et al., 2010; BERGE et al., 2002; HONG et al., 2009), geleiras (KISHORE et
al., 2010), bancos de areia (TRAIWAN et al., 2011), sedimentos marinhos (LEE et al., 2013),
turfas (AW et al., 2016) e lagos de alta altitude (KIRAN et al., 2017).

Diferentes produtos contendo bactérias do género Paenibacillus vém sendo
patenteados e comercializados como agentes de controle bioldgico (também chamados de
BCAs, do inglés Biological Control Agents). Algumas linhagens apresentam potencial
antagbnico contra uma ampla gama de fungos fitopatogénicos, como por exemplo,
Paenibacillus polymyxa JZB 120001 e sua capacidade de acdo contra diversos fungos e
bactérias patogénicas (por exemplo, Rhizoctonia cerealis e Agrobacterium tumefaciens)
(RYBAKOVA et al., 2016).

Em um estudo anterior (AMBROSINI et al., 2016), cerca de cem bacilos isolados da
rizosfera de girassol (Helianthus annuus L.) foram avaliados quanto a capacidade de fixacéo
bioldgica de nitrogénio atmosférico. Apenas sete isolados apresentaram resultados positivos
(acima de 1 nmol de C,H, mg proteina h™') para o ensaio de reduco de acetileno a etileno, o
qual fornece uma estimativa da atividade da nitrogenase, enzima chave para o processo de
fixagcdo de nitrogénio. O isolado denominado P26E apresentou os mais altos valores de
atividade estimada da nitrogenase, além de um aumento significativo do peso seco e conteido
de nutrientes da parte aérea de plantas cultivadas em vermiculita. A analise filogenética do
gene 16S rRNA de diversas linhagens de Paenibacillus permitiu a observacdo de um

agrupamento monofilético contendo P26E e outros dois isolados de girassol (P3E e P32E),



12

resultado de grande relevancia taxondmica. Dessa forma, tais bactérias foram selecionadas
para 0 emprego de uma caracterizacdo polifasica com vistas a possibilidade de descri¢do de
uma nova espécie bacteriana do género Paenibacillus. A correta identificacdo e caracterizacao
de linhagens com potencial agricola é de suma importancia para a seguranca do processo de
inoculacdo, tendo em vista que o uso de linhagens patogénicas ndo se constitui em uma
possibilidade viével.

Por ser uma cultura que apresenta caracteristicas como ciclo curto, capacidade de
adaptacdo a diferentes ambientes e elevado rendimento em 0leo, quesitos desejaveis sob o
ponto de vista agrondmico, o cultivo de girassol é uma boa opg¢do aos produtores brasileiros
(AMORIM et al., 2008; BACKES et al., 2008; CASTRO, 2017; F. PIRES et al., 2007;
SILVA et al., 2007). Sua importancia econémica estd relacionada ao mercado de 6leos
comestiveis nobres, apicultura, alimentacdo animal, utilizacdo ornamental e, mais
recentemente, a producdo de biodiesel (CASTRO, 2017; GAZZOLA et al., 2011). Segundo
informagdes fornecidas pela Embrapa (2017), o girassol é principalmente cultivado como
fonte de 6leo comestivel, sendo responsavel por 16% da producdo mundial. Suas sementes se
destacam por apresentar excelentes caracteristicas nutricionais e funcionais a dieta humana,
pois possui uma alta concentracdo de acidos graxos poli-insaturados (aproximadamente 65%)
em relacéo aos saturados (cerca de 10%).

Atualmente, a caracterizacdo polifasica de bactérias baseia-se na comparacdo de
linhagens relacionadas por meio de métodos microbiolégicos, bioquimicos,
guimiotaxonémicos e moleculares. A identificacdo bacteriana baseada em analises fenotipicas
tende a ser menos precisa do que aquela obtida por meio de métodos moleculares. Isso ocorre
devido a falta de reprodutibilidade de muitos métodos bioquimicos e a heterogeneidade
fenotipica encontrada entre diferentes linhagens de uma mesma espécie, o que dificulta a
obtencéo de dados suficientes ao emprego de uma correta classificagdo taxonémica (CHUN;
RAINEY, 2014). Mesmo que os testes sejam realizados sob as mesmas condigOes e
cuidadosamente manipulados, minimas variacbes podem afetar a expressdao génica das
especies analisadas e, consequentemente, o padrdo fenotipico esperado (THOMPSON et al.,
2015).

Um dos principais objetivos da taxonomia microbiana é conceber um processo de
classificacédo e identificacdo que seja estavel, objetivo e garanta portabilidade entre diferentes
analises laboratoriais. Com o avango das tecnologias de sequenciamento de nova geragédo

(NGS), dados genémicos sdo obtidos de forma rapida e menos custosa, permitindo que 0s
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genomas de organismos possam ser seqlienciados com alta qualidade e utilizados em vérios
campos da microbiologia. A informacdo contida nas sequéncias gendmicas fornece meios
altamente informativos, objetivos e confiaveis para a inferéncia de relac6es filogenéticas que
contribuam para a taxonomia de procariontes (CHUN et al., 2018). Dessa forma, atualmente,
as métricas baseadas em analises genémicas foram incorporadas aos padrfes minimos de
classificacdo de novas espécies bacterianas, dada a alta precisdo dos resultados e a
portabilidade dos dados (CHUN et al., 2018; SANT’ANNA et al., 2017).

Tradicionalmente, a hibridizacgdo DNA-DNA (DDH, do inglés DNA-DNA
hybridization) tem sido chamada de “padrdo ouro” da taxonomia de procariotos. A técnica de
DDH mede o grau de similaridade entre os genomas de diferentes espécies com base em uma
propriedade fisica do DNA, a complementaridade definida pela presenca de diferentes
numeros de pontes de hidrogénio entre os pares A — T e C — G. O principio geral do DDH
consiste em (i) fragmentacdo do DNA gendmico das linhagens (espécie de interesse e
linhagens-tipo das espécies intimamente relacionadas, ou linhagens de referéncia) em
pequenos fragmentos de 600 a 800 pares de bases; (ii) desnaturacdo das fitas duplas de DNA
por uso de alta temperatura; (iii) reanelamento das sequéncias por meio de gradual
resfriamento (AUCH et al., 2010).

A substituicdo da técnica de hibridizagio DNA-DNA, tradicionalmente chamada de
“padrdo ouro” da taxonomia de procariotos, por métodos de maior acuréacia e 0 emprego de
analises gendmicas e métricas como ANI, Ortho ANI e dDDH, tem sido sugerida por diversos
autores (COLSTON et al., 2014; GORIS et al., 2007; KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005;
LEE et al., 2016; MEIER-KOLTHOFF et al., 2013; RICHTER; ROSSELLO-MORA, 2009;
YOON et al., 2017a). ANI, do inglés Average Nucleotide Identity, refere-se a identidade
nucleotidica média compartilhada entre os genomas de duas linhagens. Os valores de ANI séo
baseados nos alinhamentos da ferramenta Blastn e o ponto de corte desta métrica € o valor de
95%, ou seja, linhagens que compartilham valores de ANI > 95% podem ser consideradas
representantes de uma mesma espécie. O mesmo ponto de corte € aplicado para o Ortho AN,
0 qual se baseia nos mesmos principios que o ANI, porém realizado apenas com genes
ortdlogos (LEE et al., 2016). O dDDH, do inglés digital DNA-DNA hybridization (também
citado como GGDC, do inglés Genome-to-Genome Distance Calculator), é a verséo in silico
do método de hibridizacio DNA-DNA realizado rotineiramente in vitro. Valores de DDH <
70% sdo um indicativo de que o organismo testado pertence a uma espécie diferente daquela
que foi utilizada como referéncia (AUCH et al., 2010).
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Tendo em vista que as analises gendémicas fornecem alta resolugdo para a
caracterizacdo e diferenciacdo de espécies, as técnicas dDDH, ANI e OrthoANI ocupam
atualmente uma posicdo chave na taxonomia microbiana. De todo modo, dada a
multiplicidade de informacdes residentes em sequéncias gendmicas, a aplicacdo de dados do
genoma para a inferéncia de relacdes filogenéticas — a chamada filogenémica, constitui-se em
uma ferramenta essencial a classificacdo de espécies bioldgicas de modo geral. Ainda que
percentuais de identidade e filogenias baseadas no gene 16S rRNA (ou mesmo em outros
genes housekeeping) sejam ferramentas Uteis para a classificacdo de espécies bacterianas, o
uso de um conjunto maior de genes principais, tal como realizado com a filogenia do core
proteome, permite que uma estrutura taxondémica mais robusta seja alcangada (CHUN et al.,
2018).

2. JUSTIFICATIVAS

O uso indiscriminado de fertilizantes na agricultura traz severas consequéncias ao
meio ambiente, sobretudo quanto a reducdo de qualidade do solo, poluicdo atmosférica e
eutrofizacdo das aguas. Os fertilizantes biolégicos sdo uma importante estratégia para a
agricultura sustentavel, pois o uso de tal tecnologia permite a reducdo ou até mesmo a
eliminacdo do uso de pesticidas e/ou fertilizantes sintéticos (DE SOUZA et al., 2015). A
selecdo de inoculantes com potencial para uso na agricultura esta relacionada a busca de
determinadas caracteristicas microbianas que possam contribuir para a promocdo do
crescimento vegetal, assim como o0s processos de fixacdo biolégica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfatos e producdo de reguladores do crescimento vegetal e sideroforos
(BASHAN et al., 2014). Entretanto, estudos taxondmicos sdo cruciais para a seguranca do
processo de inoculagdo e reintroducdo de determinados micro-organismos ao meio ambiente.
Para tal, andlises filogenéticas e comparacGes gendmicas sdo essenciais para 0 estudo das
relacbes de parentesco ou eventual associacdo com grupos de bactérias patogénicas. Dessa
forma, o presente trabalho pretende empregar uma caracterizacao polifasica para a descrigdo
de uma nova espécie bacteriana, a fim de contribuir para o estudo de micro-organismos com

potencial utilizagdo agricola.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliacdo e caracterizagdo de trés isolados da rizosfera de girassol por meio de
analises fenotipicas, genotipicas e gendmicas, em comparagdo com linhagens-tipo de espécies
intimamente relacionadas, para a descricdo de uma nova espécie bacteriana do género

Paenibacillus.
3.1. Objetivos especificos

e Verificar a capacidade de crescimento na presenca de lisozima e NaCl, bem como a
hidrélise de amido e caseina e reducdo de nitrato, dentre outros testes bioquimicos;

e Auvaliar o potencial de fixacao bioldgica de nitrogénio e excrecdo de amonia in vitro;

e Analisar o perfil de acidos graxos celulares;

e Analisar a esporulacdo e morfologia dos esporos;

e Utilizar dados gendmicos para a comparacdo do percentual de identidade nucleotidica
(ANI), OrthoANI e hibridizacdo DNA-DNA digital (dDDH);

o Inferir relagdes filogenéticas baseadas no gene 16S do RNA ribossomal e core

proteome.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Bactérias e condic¢des de cultivo

As linhagens bacterianas caracterizadas neste trabalho (P26E', P3E e P32E) foram
rotineiramente cultivadas em King B (GLICKMANN et al., 1995) a 28°C e 120 rpm, bem
como as linhagens-tipo das espécies intimamente relacionadas: Paenibacillus graminis
RSA19", Paenibacillus jilunlii Bel7’, Paenibacillus sonchi X19-57, Paenibacillus
riograndensis SBR5' e Paenibacillus polymyxa IAM 13419" (linhagem-tipo do género

Paenibacillus).

4.2 Caracterizacao fenotipica e morfologica
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Testes fenotipicos foram realizados de acordo com HOLT (1986; 2000) e
MACFADDIN (2000). A atividade da catalase foi avaliada pela producdo de bolhas através
do contato das células com o perdxido de hidrogénio a 3%. O crescimento na presenca de sal
foi determinado em meio King B com a adi¢do de 3 ou 5% de NaCl. King B também foi
usado para testar o crescimento na presenca de lisozima (0,001% v/v). Hidrélises de amido e
caseina foram analisadas inoculando 20 pL de um caldo de cultura cultivado por 24 h em
placas de agar substrato de cada nutriente, seguido de avaliacdo da formacéo de halo. A
reducdo de nitrato, a reacdo de Voges-Proskauer e a producdo de é&cido a partir da
fermentagdo de diferentes substratos foram realizadas de acordo com MACFADDIN (2000).
A faixa de pH (4-10) para o crescimento foi determinada em meio King B. Todos os testes
foram realizados em triplicata e avaliados ap6s 48 ou 72 h de incubacédo a 28°C.

A morfologia e o tamanho das coldnias foram observados em placas de King B agar
apos 3 dias a 28°C. A coloracdo de Gram foi realizada de acordo com procedimentos padrdo
(MOALEDJ, 1986). A analise da morfologia dos esporos foi realizada por meio da utilizacéo
de diferentes meios de cultura (ANM, AK, LB, GB e King B) e condicdes de cultivo. Células
Gram-varidveis foram observadas em fotomicrografias usando microscopia Optica de
contraste de fase (100x) juntamente com o software AxionVision (Zeiss®). Os cultivos foram
analisados por microscopia de contraste de fase (Laboratorio de Citogenética Vegetal,
Departamento de Genética, UFRGS) e de varredura (LabCEMM, PUCRS).

4.3 Analise da fixacdo de nitrogénio e excrecdo de amonia

Para ambos os ensaios, as linhagens foram cultivadas de acordo com SELDIN e
colaboradores (1983). A atividade da nitrogenase foi avaliada por meio do ensaio de redugéo
de acetileno in vitro e cromatografia gasosa, como descrito por AMBROSINI et al. (2012). A
determinacdo espectrofotométrica da amonia foi avaliada de acordo com o método do
indofenol (BOLLETER et al., 1961). Cloreto de amonio foi utilizado como controle e nove
repeticdes avaliadas por amostra, em cinco diferentes tempos de cultivo (24, 48, 72, 96 e 120
h).

4.4 Andlise do perfil de acidos graxos celulares

Extracdo e analise de &cidos graxos celulares foram realizadas pelo Servi¢o de

Identificacio do DSMZ (Deutsche Sammlungvon Mikroorganismenund Zellkulturen,
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Braunschweig, Alemanha). Esteres metilicos de acidos graxos foram obtidos a partir de 40 mg
de células de placas de Petri por saponificacdo, metilacdo e extragdo usando o metodo de
MILLER (1982) com pequenas modificacdes e KUYKENDALL et al. (1988). As misturas de
ésteres metilicos de acidos graxos foram separadas por cromatografia gasosa de acordo com
KAMPFER e KROPPENSTEDT (1996).

4.5 Analises gendmicas e filogenéticas

O DNA genbmico dos isolados foi extraido de acordo com AMBROSINI e
colaboradores (2012). Os genomas foram sequenciados através da plataforma Miseq Illumina,
utilizando-se MiSeq Reagent Kit V3. A montagem e anotacdo dos genomas foram realizadas
de acordo com SANT’ANNA e colaboradores (2017). Para as analises gendmicas foram
empregados os métodos de identidade nucleotidica média (ANI), Ortho ANI (ANI com genes
ortélogos) e hibridizacdo DNA-DNA digital (d(DDH) (SANT’ANNA et al., 2017). ANI e
OrthoANI foram calculados através do software OAT versdo 0.93 (LEE et al., 2016). Os
valores de dDDH foram computados no GGDC (Genome-to-Genome Distance Calculator)
utilizando GGDC 2.0 BLAST+ e a férmula recomendada 2 (MEIER-KOLTHOFF et al.,
2013).

As sequéncias dos genes 16S rRNA de linhagens-tipo das espécies de Paenibacillus
estreitamente relacionadas foram obtidas no banco de dados de nucleotideos do NCBI
(GenBank). Valores de similaridade par a par para o gene 16S rRNA (1.334 nucleotideos, sem
gaps) foram calculadas com BioEdit (HALL, 1999) e EzBio Cloud (YOON et al., 2017b),
apos o alinhamento realizado com parametros padrdo do RDP (Ribosomal Database Project;
COLE et al., 2014). Um total de 1.804 proteinas ortologas (a partir de genes de cOpia Unica)
presentes em todas as linhagens de Paenibacillus analisadas foram alinhadas e concatenadas
de acordo com SANT’ANNA et al. (2017) usando Phyutility (SMITH; DUNN, 2008).
Reconstrucdes filogenéticas do gene 16S rRNA e core proteome foram realizadas conforme
descrito por (SANT’ANNA et al., 2017). As reconstrucdes filogenéticas foram realizadas com
o software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013) usando Neighbor Joining com o modelo de
substituicdo Maximum Composite Likelihood e bootstrap de 1.000 replicatas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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No presente trabalho, a caracterizacdo polifasica de trés linhagens do género
Paenibacillus foi realizada com vistas a possibilidade de descricdo de uma nova espécie de
bactéria. As bactérias foram previamente isoladas da rizosfera de girassol (AMBROSINI et
al., 2016) e o isolado denominado P26E foi escolhido, neste estudo, como linhagem-tipo da
nova espécie, tendo como base resultados prévios e expressivos para a promocdo de
crescimento de girassol (AMBROSINI et al., 2016). Dentre os testes bioquimicos realizados,
os seguintes resultados diferenciais foram observados: (i) as estirpes P26E', P3E e P32E ndo
cresceram em meio de cultura contendo 0,001% de lisozima, diferentemente das linhagens-
tipo intimamente relacionadas; (ii) P26E" ndo foi capaz de produzir acido a partir do cultivo
em meio de cultura contendo glicerol e manitol, embora essa caracteristica tenha sido positiva
para as outras linhagens, incluindo P3E e P32E; (iii) as trés linhagens também néo cresceram
na presenca de NaCl a 3%, semelhante as linhagens-tipo de P. jilunlii Bel7" e P. graminis
RSA19" (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas fenotipicas diferenciais das linhagens analisadas nesse estudo: 1, P26E"; 2, P3E; 3, P32E; 4, P. graminis RSA19"; 5, P.

jilunlii Be17T; 6, P. riograndensis SBR5"; 7, P. sonchi X19-5; 8, P. polymyxa ATCC 842",

Caracteristicas fenotipicas 1
Atividade da catalase +
Redugdo de nitrato +

Crescimento:

3 % (v/v) NaCl —
5 % (v/v) NaCl -
0.001 % (v/v) lisozima —

Hidrolise de:
Amido +
Caseina +

Produgédo de &cido a partir de:

Glicerol —
Manitol —
D-Glicose +
D-Xilose +
Lactose +
Maltose +
Sacarose +

Teste de Voges-Proskauer —

+

Simbolos: +, positivo; — negativo. "JIN et al., 2011. °“MA et al., 2007.
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A capacidade de esporulacdo dos trés isolados foi analisada em diversas condigOes e
meios de cultura, mas apenas no cultivo em anaerobiose e meio King B, com 72 h de
incubacdo a 28°C, tal caracteristica pdde ser observada. Diferentes formas celulares puderam
ser observadas em fotomicrografias obtidas em microscopio de contraste de fase (Fig. 1A) ou
de varredura (Fig. 1B), tais como as células vegetativas e os endésporos em formacéo ou ja
formados. As células da linhagem P26E" possuem a forma de bastonete (0,3 + 0,6 por 3,5 +
3,8 um) e endosporos elipsoidais localizados terminalmente em esporangios ligeiramente
inchados. As caracteristicas fenotipicas ndo diferenciais sdo apresentadas, juntamente com 0s

demais resultados, na secdo de descri¢do geral da espécie, no item Concluséo.

(A) (B)

HV mag spot WD
MR ETD 20.00 kV 25000 x 40 10.6 mm

Figura 1: Morfologia das células e endésporos da linhagem P26E": (A) Fotomicrografia das
células coradas pelo método padrdo de Gram, utilizando microscopia de contraste de fase e,
(B) Microscopia eletronica de varredura de emissdo de campo. Setas pretas em (A) e brancas

em (B) indicam endosporos maduros.

Em relagdo as caracteristicas quimiotaxondmicas, a linhagem P26E apresentou
anteiso-Cys.9 € i50-Cy50 como 0s acidos graxos celulares mais abundantes, representando
cerca de 58 e 14% do total de é&cidos graxos caracterizados para esta linhagem,
respectivamente (Tabela 2). Segundo ASH et al. (1993), anteiso-Cis9 € 0 principal acido
graxo celular em Paenibacillus spp. Em contraste com as linhagens-tipo intimamente

relacionadas, o 4cido graxo iso-Cys.o foi mais abundante que iso-Ci:0 na linhagem P26E".
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Tabela 2. Perfis de acidos graxos celulares (%) das novas linhagens e das linhagens de
referéncia. 1, P26E"; 2, P32E; 3, P. graminis RSA19"; 4, P. jilunlii Bel7"; 5, P.
riograndensis SBR5'; 6, P. sonchi X19-5'. Os resultados para as linhagens P26E' e P32E
foram obtidos através do servi¢o de identificacdo do DSMZ (Braunschweig, Alemanha).
Outros resultados foram obtidos de JIN et al. (2011).

Tipo deécido 1 2 3 4 5 6
graxo

Cu0 14 1,9 73 5,2 7,0 3,6
Ciso 8,3 8,8 71 11,8 16,8 8,6
i50-Ci4:0 2,0 2,3 28,5 15,0 50 22,1
i50-Cys,9 12,1 18,5 5,0 4,3 6,3 4,7
i50-Cyg:0 7,2 6,7 11,2 13,3 6,5 16,1
i150-C17, 3,5 3,2 nd nd 0,9 0,6
anteiso-Cisy 57,7 53,9 36,2 30,9 44,4 35,9
anteiso-Cj7 4,6 3,0 0,4 1,9 1,8 1,1

nd = ndo determinado. Os resultados ndo foram determinados para a linhagem P3E.

Em relacdo & capacidade de fixar nitrogénio, a linhagem P26E" apresentou notavel
atividade de nitrogenase (estimada por meio do ensaio de reducdo de acetileno a etileno), em
comparagdo com as estirpes P3E e P32E (Tabela 3) (AMBROSINI et al., 2016). Verificou-se
que as trés linhagens isoladas da rizosfera de girassol foram capazes de excretar volumes
significativos de amdnia no tempo de 96 h (Tabela 4), resultado que pode estar associado a
caracteristicas de promocdo do crescimento de plantas.

Anélises in silico revelaram que os principais genes de fixacdo de nitrogénio nifH,
nifD e nifK sdo muito similares entre as linhagens. Entretanto, como demonstrado na Tabela
4, as linhagens apresentaram atividades diferenciais de fixacdo de nitrogénio na condicéo
testada. De fato, a variabilidade da fixacéo de nitrogénio entre linhagens de Paenibacillus tem
sido relatada por meio de ensaios de reducéo de acetileno (XIE et al., 2012) e comparacdes
gendmicas (EASTMAN, 2014; XIE et al., 2014).

Genes que codificam a nitrito redutase dependente de NADH citoplasmatico (nirB) ou
sua variante de duas subunidades (nirBD) (SIMON, 2002) foram encontrados nas montagens
preliminares dos genomas das linhagens P26E', P3E e P32E. NirBD esta envolvido com a
reducdo de nitrito a amoénio em processos de reducdo assimilatéria e dissimilatoria

(RODIONOQV et al., 2005). Em contraste, os genes envolvidos na desnitrificagdo ndo foram
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encontrados, isto é, nirK ou nirS (redutase de nitrito a éxido nitrico), norBC (redutase do
Oxido nitrico a 6xido nitroso), e nosZ (redutase do 6xido nitroso a dinitrogénio) (RODIONOV
et al., 2005). Conceitualmente, os processos de desnitrificacdo e oxidacdo anaerobica de
amonio (anammox) levam a perda de nitrogénio, ao contrario da fixacdo de nitrogénio e da
reducdo dissimilatoria de nitrato a aménio (DNRA), que promovem a retencdo de nitrogénio
nos solos (RODIONOV et al., 2005; WELSH et al., 2014). Dessa forma, as analises in silico
sugerem que as linhagens de girassol, principalmente P3E e P26E', podem apresentar

potencial para processos biodticos de retencao de nitrogénio nos ecossistemas.

Tabela 3. Estimativa da atividade da nitrogenase para as linhagens P26E", P3E, P32E e as

linhagens de referéncia. A atividade foi inferida apds 2 h sob atmosfera gasosa contendo 2%

de acetileno.

Linhagens bacterianas nmol C,H, mg proteina h™
P26E" 747 (x24,2)1

P3E 28,6 (£7,5)"

P32E 0,16 (0,1) *

P. graminis RSA19" 108,3 (+ 15,2)

P. jilunlii Be17" 236,86 (+ 36,7) °
P.riograndensis SBR5" 543,0 (+0,5)

P. sonchi X19-5" 1298 (+82,2) ®

Os resultados sdo média (+ desvio padrao) de trés repeticées. "AMBROSINI et al., (2016) relataram 0s seguintes
resultados: P26E" (64,62), P3E (3,72), P32E (0,008). %JIN et al., (2011). >HONG et al., (2009).



Tabela 4. Dados relacionados & excrec&o de amdnia pelas linhagens P26E", P3E, P32E e linhagens-tipo de referéncia.

MM NH,/ sobrenadante

Linhagens bacterianas

24 h

48 h

72h

96 h

120 h

P26E"

P3E

P32E

P. graminis RSA19"
P. jilunlii Be17"

P. riograndensis SBR5"

P. sonchiX19-5"

Coeficiente de Variacdo

0,310 (+ 0,187) a

0,214 (+ 0,080) a

0,341 (+ 0,049) a

0,348 (+ 0,076) a

Nd

0,255 (+0,104) a

0,264 (+0,091) a

41,61%

0,381 (+ 0,167) a

0,317 (+ 0,113) a

0,252 (+ 0,107) b

0,240 (+ 0,109) b

Nd

0,236 (+ 0,101) b

0,120 (+ 0,080) ¢

48,62%

1,013 (£ 0,042) b

1,069 (+ 0,044) b

1,021 (+ 0,058) b

0,881 (+ 0,038)

0,887 (+ 0,049)

3,083 (+0,115)a

0,742 (% 0,059) d

5,05%

0,967 (+ 0,033) a

0,951 (+ 0,045) a

0,953 (+ 0,082) a

0,849 (+ 0,083) b

0,916 (+ 0,113) a

0,998 (+ 0,028) a

0,759 (+ 0,062) ¢

7,95%

0,924 ( 0,050) b

0,947 (+ 0,046) ¢

0,809 (+ 0,062) e

0,861 (+ 0,065) ¢

0,862 (+ 0,041) ¢

1,073 ( 0,058) a

0,733 (% 0,060) d

6,21%

Os resultados sdo média (+ desvio padrdo) de nove repeticbes. Nd = ndo determinado. As diferengas estatisticas foram consideradas significativas no nivel 0,01
(Software Beta Assistat 7.7;SILVA, 1996). Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferiram significativamente em P < 0,01 (one-way ANOVA,;

teste de Scott-Knott).
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O gene do RNA ribossomal 16S é amplamente utilizado na caracterizacdo de géneros
e espécies de bacteérias, seja por meio do percentual de identidade compartilhado com outras
linhagens ou sua utilizacdo em reconstrucdes filogenéticas. Tendo em vista a funcéo biologica
essencial do 16S rRNA, além de suas diversas regides bem conservadas, tal gene tornou-se o
principal marcador molecular para estudos que empregam a caracterizacdo de bactérias
(CASE et al., 2007).

No presente estudo, comparagdes entre as linhagens da nova espécie e seus parentes
mais proximos resultaram em valores de similaridade acima do limiar de 98,65% definido por
KIM et al. (2014) para demarcacdo de espécies (Tabela 5). No entanto, como avaliado por
SANT’ANNA e colaboradores (2017), tal ponto de corte ndo é aplicavel para diferenciar as
espécies P. graminis, P. jilunlii e P. sonchi (genomovares Sonchi e Riograndensis), cujos
genes 16S rRNA sdo altamente conservados. Outros estudos também estabeleceram que o
gene 16S rRNA pode ndo ser um marcador taxonémico apropriado para discriminar certos
organismos em nivel de espécie (BACH et al., 2017; CHAN et al., 2012; FOX et al., 1992).
De fato, algumas linhagens-tipo de Paenibacillus analisadas neste estudo (P. graminis, P.
jilunlii, P. riograndensis e P. sonchi) também compartilham percentuais de similaridade
superiores a 98,65% entre si.

De acordo com a filogenia do gene 16S rRNA, as linhagens P26E’, P3E e P32E
formaram um grupo monofilético separado das outras linhagens do género Paenibacillus
analisadas (Figura 2). A filogenia do core proteome suportou a monofilia do grupo formado
pelas linhagens P26E", P3E e P32E, e também demonstrou que elas n&o sdo clones (Figura 3).

Ao considerar diferentes métricas taxogendmicas, as linhagens P26E", P3E e P32E
apresentaram valores acima dos limiares de circunscricdo de espécies quando comparadas
entre si (Tabela 6): valores de ANI e Ortho ANI acima de 98% e valores de dDDH acima de
89%. Por outro lado, tais linhagens apresentaram valores de ANI, Ortho ANI e dDDH
inferiores aos pontos de corte quando comparadas as linhagens-tipo mais proximas, resultado
decisivo para a descricdo de uma nova espécie bacteriana (Tabela 6).

Em conclusdo, por meio do emprego de uma abordagem poliféasica, as linhagens
P26E', P3E e P32E puderam ser caracterizadas como representantes de uma nova espécie do
género Paenibacillus, para a qual o nome Paenibacillus helianthi foi proposto. O
TaxoNumber do banco de dados The Digital Protologue (ROSSELLO-MORA et al., 2017)
para a linhagem-tipo P26E" é TA00608.
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Paenibacillus sp. P32E
Paenibacillus sp. P26E
Paenibacillus sp. P3E
2 o7 Paenibacillus riograndensis SBR5T (EU257201)
Paenibacillus sonchi X19-5" (DQ358736)
Paenibacillus jilunlii Be17" (GQ985393)
Paenibacillus graminis RSA19T (AJ223987)
Paenibacillus salinicaeni LAMOA28™ (KM260652)
Paenibacillus azotifigens NF2-4-5" (KX510118)
Paenibacillus silagei LOOC204" (LC061279)
_QSI:Paenibac."Hus rhizoplanae ]}J-64" (KY114946)
Paenibacillus wynnii LMG 22176" (A)J633647)
Paenibacillus odorifer TOD45™ (AJ223990)
Paenibacillus borealis KK19" (AJ011322)
Paenibacillus stellifer 1IS1" (A)J316013)
Paenibacillus durus DSM 1735" (X77846)
Paenibacillus sophorae S27" (GQ985395)
Paenibacillus zanthoxyli JH29" (DQ471303)
Paenibacillus forsythiae T98" (DQ338443)
Paenibacillus sabinae T277 (DQ338444)
Paenibacillus polymyxa ATCC 8427 (D16276)

98

0.005

Figura 2. Filogenia do gene 16S rRNA de Paenibacillus spp. (Neighbor Joining e modelo de
substituicdo Maximum Composite Likelihood). Valores de bootstrap maiores que 70% s&o
mostrados ao lado das ramificacBes. As linhagens da nova espécie proposta estdo em negrito.

Em parénteses estdo os nimeros de acesso das sequéncias no GenBank.

. Paenibacillus sp. P3E

Paenibacillus sp. P32E

100
Paenibacillus sp. P26E
100

Paenibacillus jilunlii Bel7"

Paenibacillus graminis RSA19"

100 100

Paenibacillus sonchi X19-5"

100 100 Paenibacillus riograndensis SBR5"

Paenibacillus borealis KK19"

Paenibacillus odorifer TOD45"

Paenibacillus wynnii LMG 221767

Paenibacillus polymyxa ATCC 842"

L ]
! 0.05 !

Figura 3. Filogenia do core proteome de Paenibacillus spp. (Neighbor Joining e modelo de
substituicdo Maximum Composite Likelihood). Valores de bootstrap maiores que 70% s&o
mostrados ao lado das ramifica¢Ges. As linhagens da nova espécie proposta estdo em negrito.
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Tabela 5. Similaridade aos pares para as linhagens P3E, P26E', P32E e seus parentes proximos. Os n(imeros de acesso do gene 16S rRNA s&o

mostrados entre parénteses.

16S rRNA query

Hit-taxon P3E P26E" P32E NF2-4-57 RSA19' Bel7' LAMOA28" SBR5"
P3E (MH014097) * * * * * * > >
P26E" (MH014098) 99,8 * * * * * * *
P32E (MH014096) 99,5 99,7 * * * * * *
P. azotifigensxN F2-4-5" 98,8 99,0 98,9 * * * * *

(KX510118.1)

P. graminis RSA19" (AJ223987) 99,1 99,2 99,1 99,4 * * * *
P. jilunlii Be17" (GQ985393) 98,6 98,8 98,8 99,2 99,2 * * *
P. salinicaeni LAMOA28" 98,8 99,0 98,9 100 99,4 99,2 * *

(KM260652.1)

P. riograndensis SBR5" 98,4 98,5 98,4 98,6 98,3 98,7 98,6 *
(EU257201)




Tabela 6. Comparacdes gendmicas aos pares entre as linhagens P3E, P26E", P32E e seus parentes mais préximos.

Linhagens P3E P26E" P32E RSA19" Bel7' SBR5" X19-5"
P3E * 89,90 90,00 29,60 29,40 29,20 29,60
P26E" 98,79 (98,83) * 90,40 29,50 29,40 29,10 29,50
P32E 98,79 (98,87) 98,84 (98,88) * 29,50 29,30 29,10 29,40
P. graminis RSA19" 84,45 (84,93) 84,37 (84,86) 84,46 (84,96) * 51,60 47,60 51,60
P. jilunlii Be17" 84,46 (84,87) 84,40 (84,90) 84,46 (84,95) 93,28 (93,50) * 51,30 53,10
P. riograndensis SBR5' 84,10 (84,71) 84,00 (84,58) 84,04 (84,63) 92,07 (92,47) 93,05 (93,36) * 73,20
P. sonchi X19-5" 84,22 (84,79) 84,18 (84,73) 84,18 (84,76) 92,27 (92,69) 93,50 (93,80) 96,66 (96,92) *
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Os valores correspondentes ao dDDH sdo apresentados no triangulo superior da matriz. Os valores de ANI e Ortho ANI sdo apresentados no triangulo
inferior da matriz. Os valores de Ortho ANI estdo entre parénteses. Valores acima do limiar de circunscrigdo das espécies estdo em negrito: dDDH > 70%,
ANI e Ortho ANI > 95%.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

De acordo com a aplicacdo de metodologia polifasica para estudos taxonémicos de
bactérias e énfase nas analises genémicas e reconstrucdes filogenéticas, o presente estudo
descreve a caracterizacdo de uma nova especie de Paenibacillus, denominada Paenibacillus
helianthi. As células de tal espécie sdo Gram-variaveis, anaerobicas facultativas e seus
enddsporos sdo produzidos sob anaerobiose; o0s esporos elipsoidais sdo localizados
terminalmente nos esporangios. As colbnias sdo brancas, translicidas, circulares e com
tamanho variando entre 1e 2 mm de didmetro quando a bactéria é cultivada em meio King B
(condigdes de 72 h sob 28°C).

A presenga de 3 e 5% de NaCl no meio de cultura ndo permitiu o crescimento
bacteriano, bem como o mesmo foi inibido na presenca de 0,001% de lisozima. Obteve-se
resultado positivo para a atividade da catalase e reducdo de nitrato, assim como para 0s testes
de hidrolise de caseina e amido. A producéao de &cido ocorreu a partir do crescimento em meio
de cultura contendo D-glicose, D-xilose, lactose, maltose e sacarose, mas apenas a linhagem-
tipo P26E" ndo foi capaz de produzir &cido a partir de glicerol e manitol. Os principais 4cidos
graxos da linhagem-tipo P26E"sd0 anteiso—Cis € is0-Ciso. O contelido de DNA G + C esta
na faixa de 49,4 — 49,6 mol%.

De acordo com os resultados obtidos, os trés isolados de girassol, sobretudo a
linhagem-tipo P26E", sdo diazotréficos com capacidade de excretar aménia, caracteristicas de
grande relevancia para a promog&o do crescimento de plantas. A linhagem P26E" constitui-se
em um bom candidato a inoculante de uso agricola, sobretudo no cultivo de girassol. Para
averiguacdo do potencial agronémico desse isolado, experimentos a campo deverdo ser
empregados para avaliagdo da produtividade de gréos sob reduzida fertilizacdo nitrogenada,
de acordo com as normas do MAPA (2011).

O cultivo do girassol ainda necessita de adequacOes aos diferentes sistemas de
producdo das culturas tradicionais, como milho (Zea mays), soja, cana-de-agucar (Saccharum
officinarum) e arroz (Oryza sativa), entre outras, assim como carece de incrementos a
produtividade e bons rendimentos da cultura (CASTRO, 2017; SMIDERLE; DA COSTA,
2012). Desta forma, o uso de inoculantes se constitui em uma alternativa promissora e
economicamente viavel, sendo de crucial importancia o estudo e a caracterizacéo de linhagens

bacterianas com potencial para a promogéo de crescimento vegetal.
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Com base nos resultados aqui expostos, o0 presente trabalho contribuiu para a descri¢do
de uma nova espécie de bactéria isolada da rizosfera de girassol cultivado em solos gauchos.
Tais resultados foram publicados no periodico Antonie van Leeuwenhoek, em julho de 2018.
A caracterizacdo adequada de linhagens bacterianas com potencial de uso agricola é essencial
para a seguranga do processo de inoculacdo, em que as bactérias aderidas as sementes sao
reintroduzidas nos solos. Como perspectivas, a patente e a utilizagdo comercial de uma
formulacdo a base da linhagem P26E" podem contribuir para o cultivo sustentavel de girassol,

uma oleaginosa de alta importancia econémica e boa opgao para o uso em rotacdo de culturas.
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