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Introdugéo

O fésforo € um macronutriente essencial para as plantas, pois atua na transferéncia de energia, além de apresentar funcGes estrutural e funcional, portanto a sua
deficiéncia pode limitar o crescimento das plantas. Em solos agricultéveis realizam-se regularmente adubagdes fosfatadas, entretanto grande parte desse fosforo
inorganico aplicado, na forma sollvel, é rapidamente adsorvido, tornando-se indisponivel para a planta (IGUAL et a., 2001). Assim, a adubagéo fosfatada
torna-se onerosa, aém de poder provocar danos ao meio ambiente. Por isso, devem-se buscar alternativas que aumente a disponibilidade desse nutriente para as
plantas, sendo que uma das possibilidades € a utilizagéo de microrganismos solubilizadores de fésforo, como as bactérias endofiticas.

Os microrganismos endofiticos habitam o interior das plantas e ndo causam danos aos seus hospedeiros. Esta comunidade endofitica é constituida
principalmente por fungos e bactérias, que podem desempenhar fungdes importantes para a planta. Diversos géneros de bactérias podem atuar no controle de
pragas e doencas, no aumento da absorcdo de agua e nutrientes minerais, como o fésforo, e na melhoraria da disponibilizagdo destes nutrientes (HALLMANN
et a., 1997). As bactérias endofiticas solubilizadoras de fosforo realizam a hidrélise deste para a sua forma inorganica, ficando assim disponivel para as
plantas. Estes processos ocorrem através de enzimas, como as fosfatases, produzindo acidos organicos e inorganicos e/ou reducgo do pH (NAUTIYAL, 1999).

Existem diversas técnicas moleculares que podem ser utilizadas para a detecgdo e o isolamento de bactérias eficientes no processo de disponibilizagéo de
fésforo a planta. As bactérias endofiticas solubilizadoras de fésforo possuem em sua constitui¢do genética o gene gabY (BABU-KHAN et al., 1995). Dessa
forma, é extremamente importante aplicar técnicas moleculares, como PCR, paraidentificar esses microrganismos solubilizadores.

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a presenca do gene gaby, através de primers especificos em isolados de bactérias extraidas de raizes de bananeira
“Prata-and’, por meio da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Material e métodos

O trabalho foi realizado nos laboratérios de biotecnologia e fitopatologia da Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES), Campus Janadba-MG.
Para a realizag&o do trabalho foram utilizadas bactérias endofiticas das raizes da bananeira “ Prata-an&’ previamente isoladas e caracterizadas por Souza et al.
(2013).

A repicagem das bactérias foi realizada em frascos contendo 70 mL do meio liquido (Soybean-Casein Digest Medium), utilizando 100 ?L de cada cepa
bacteriana. Apds a repicagem, as bactérias foram mantidas na incubadora em uma temperatura de 25°C e 120 rpm, por um periodo de 24 horas sob agitagdo
constante. Ap6s esse periodo foi realizada a extragdo do DNA das bactérias utilizando o kit de extragdo da marca Qiagen e, posteriormente, foi verificada a
qualidade do DNA extraido e realizada a quantificagdio do mesmo utilizando o espectrofotdmetro, em leituras de 260 e 280 nm, para estimar a quantidade de
DNA e a contaminagéo de proteinas respectivamente. Em seguidafoi realizada a diluicdo do DNA das cepas bacterianas.

As amostras foram submetidas as reacfes de amplificagdo compostas das seguintes concentragdes finais: 1,2 2L de dNTPs (2 mM de cada), 0,4 7L de Taq
DNA polimerase (5 U 7L-1), 3 2L de DNA (50 ng), 1,5 2L de tamp&o 10X, 1 2L de MgCl2 (50 mM), 1 2L de cada primer (5 Mm), 5,9 2L de &gua ultrapura,
com volume final de 15 ?L. As amplificaces foram efetuadas em termociclador empregando-se um programa sob as seguintes condi¢des: desnaturagéo a 94°C
por 2 min, 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 52°C por 30 seg e 72°C por 30 seg, e elongacdo final de 72°C por 5 min. Os produtos resultantes das amplificagdes
foram separados por eletroforese em gel de agarose e corados em solucdo de brometo de etideo por um periodo de 20 minutos. Os fragmentos amplificados
foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em sistema digital UVP Life Science Software.

Foi testado o par de primer gabY 1F (5-CTGCAGATCTGGCTGAAC-3') e gabY 1R (5-AGTTCGAGATCGTCGTGA-3') em dez isolados de bactérias
endofiticas do género Agrobacterium, Streptomyces, Bacillus, Lysinibacillus e Micrococcus (Tabela 1). A andlise foi realizada por visuaizaggo direta no gel,
detectando a presenga ou auséncia da banda correspondente ao primer, com auxilio de marcador de peso molecular de 1 Kb.

Resultados e discussio

O par de primer testado gerou produto de amplificagdo de peso molecular de aproximadamente 2500 pb, em todas as cepas bacterianas avaliadas (Figura 1),
indicando assim que essas bactérias do género Bacillus possuem o gene (gabY), envolvido na produgéo de &cido glucdnico e na solubilizagdo de fosfato
mineral (Babu-Khan et a., 1995). A partir desses resultados, pode-se inferir que as cepas de bactérias, extraidas das raizes da bananeira Prata-and, que foram
avaliadas neste trabalho, apresentam potencial de solubilizagdo de fosfato. Em trabalho realizado por Liu et al. (1992), a expressdo do gene gabY levou a
solubilizac8o do fosfato mineral através da producdo de &cido gluconico em Escherichia coli. Ainda segundo o autor, em geral, 0os genes que codificam as
fosfatases &cidas sdo capazes de funcionar bem no solo, fator esse muito importante para obteng&o de sucesso na inoculacdo das bactérias, bem como para o
desenvolvimento de biofertilizantes.

De acordo com Santos e Varavallo (2011), as bactérias endofiticas pertencentes aos géneros Acinetobacter, Actinomyces, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus
, Pseudomonas e Xanthomonas, entre outros, tém sido frequentemente utilizadas em promog&o de crescimento de plantas, por meio da solubilizacéo de

nutrientes. Hameeda et al. (2008), em trabalho avaliando a promocé&o do crescimento do milho inoculado com bactérias isoladas de compostos e macrofauna,

também observaram a capacidade de solubilizag&o de fosfato por bactérias do género Bacillus.
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A inoculagdo com microrganismos solubilizadores de fosforo tém apresentado efeitos positivos no crescimento de plantas. Esses efeitos foram relatos por
Fernandez et al., (2007), em soja, Hameeda et a. (2008), em milho e Kang et al. (2009), em pepino e repolho.

Dessa forma, as bactérias caracterizadas neste trabalho apresentam potencial para o desenvolvimento de biofertilizantes de baixo custo, possibilitando a
reducgéo da utilizagdo de fosfatos solUveis, que além de possibilitar a manutenggo da produtividade das plantas de uma forma mais sustentével, reduzird o custo
de producéo.

Conclusdo

O gene gabY esta presente nas cepas bacterianas testadas neste trabal ho, verificado por meio da técnica de reagéo em cadeia da polimerase (PCR).
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Figura 1. Produto da amplificacdo de 10 isolados de bactérias, extraidas de bananeira “Prata-And’, utilizando o par de primer gabY (1F) e gabY
(1R), com produto de amplificag@o de peso molecular de aproximadamente 2500 pb, em gel de agarose 1,2% e tamp&o TBE 1X.

Tabela 1. Bactérias endofiticas isoladas de bananeira “Prata-And’, pertencente ao banco de germoplasma do laboratério de fitopatologia da UNIMONTES-
Campus Janaliba, MG.

Isolado Géner o/lespécie NuUmer o de acesso no GenBank
EB. 07 Agrobacterium tumefaciens GU784794.1

EB. 06 Bacillus subtilis JF926531.1

EB. 33 Bacillus sp. GQ340503.1

EB. 39 Streptomyces sp. FJ951435.1

EB. 42 Bacillus sp. JIN082266.1

EB. 45 Lysinibacillus sphaericus JIN215512.1

EB. 61 Bacillus sp. AF332386.1

EB. 97 Bacillus amyloliquefaciens AB301022.1
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EB. 98 Micrococcus luteus FJ380958.1

EB. 102 Bacillus pumilus EU977790.1
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