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Introducéo

A familia Bromeliaceae esta dividida em trés
subfamilias: Pitcarnioideae, Bromelioideae e
Tillandsioideae, possuindo aproximadamente 2750
espécies conhecidas [2] e apresentando seu maior centro
de diversidade genética ao leste do Brasil,
principalmente na Mata Atlantica [8]. As bromélias
constituem um grupo diversificado de plantas com
habitos rupestres, terrestres ou epifitos. Vriesea
gigantea Gaudchi., (1846) (Tillandsioideae), assim
como tantas outras bromeliaceas, tem um alto potencial
ornamental e faz parte da lista de espécies ameacadas de
extingdo no Estado do Rio Grande do Sul [10]. Esta
planta pode ser terrestre ou epifita [11] e esta distribuida
desde o Espirito Santo até o Rio Grande do Sul [8,11].

Plantas epifitas sdo interessantes por apresentarem
tricomas de absorcéo foliar para captacdo e absorcao de
agua e nutrientes, pois as raizes, quando presentes,
atuam principalmente como uma estrutura de adesdo ao
hospedeiro. V. gigantea também possui um tanque de
captacdo de agua que contribui para o fornecimento de
energia, uma vez que a agua favorece a decomposicdo
da matéria organica ali depositada (folhas, flores,
sementes, pequenos animais, etc). Além disso, diversas
substancias essenciais ao desenvolvimento podem ser
disponibilizadas por determinados microrganismos
presentes no tanque e na superficie foliar [5]. A
microflora filosférica € um importante objeto de
pesquisa devido a sua potencial capacidade de colaborar
beneficamente para muitos aspectos essenciais do
desenvolvimento vegetal [5,9]. Bactérias que em
associacdo com as plantas exercem efeitos benéficos sao
genericamente chamadas PGPBs (Bactérias Promotoras
de Crescimento Vegetal). Estudos com a bromélia
Tillandsia (Tillandsioideae) mostraram que bactérias
fixadoras de nitrogénio podem estar presentes e atuar
como um coadjuvante no fornecimento de nutrientes
[3].

Este trabalho teve o objetivo de isolar e caracterizar
bactérias capazes de contribuir para o crescimento de V.
gigantea através da fixagdo bioldgica do nitrogénio

atmosférico e da producdo de siderdforos e fitohorménios.
Tais processos estdo relacionados, respectivamente, a
formacdo de compostos nitrogenados assimilaveis,
captacdo de ferro e producdo de hormdnios como o &cido
indol-acético  (AlA), substdncias  essenciais  ao
desenvolvimento vegetal.

Material e métodos

A. Amostragem e Isolamento bacteriano

Dois exemplares de V. gigantea cultivadas na casa de
vegetacdo do Departamento de Genética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) foram utilizados
como plantas piloto para o isolamento de bactérias
promotoras de crescimento vegetal. Folhas e tanque foram
os dois tipos de microhabitats analisados. As folhas foram
colocadas em solucéo fisioldgica (NaCl 0,85%) por 2 horas
sob agitacdo constante e ap6s foram realizadas diluicdes
seriadas (10" a 10™). A 4gua presente nos tanques foi
coletada com a ajuda de uma seringa estéril e foi igualmente
diluida conforme as propor¢des citadas acima.

As diluicdes foram inoculadas nos meios enriquecidos
Timina Biotina (TB) e Nitrogen Fixation (NFb) [4], ambos
sem nitrogénio. NFb, seletivo para bactérias fixadoras de
nitrogénio Gram negativas (como Azospirillum) e TB,
seletivo para bacilos fixadores de nitrogénio, foram
utilizados para a caracterizagdo dos isolados. Apos
incubacdo por 48h a 28°C, as bactérias isoladas foram
purificadas através de re-inoculagdes e armazenadas para
posteriores estudos.

B. Producao de Siderdforos e AIA

Os isolados foram inoculados em meio King B [3,4],
contendo ou nao triptofano, para a quantificacdo de acido
indol-acético (AlA). A mensuracdo da producdo de AlA
foi analisada em diferentes periodos de tempo, por 24, 48,
72, 96, 120, 144, 168 horas. As leituras foram realizadas
com o reagente de Salkowski em espectrofotdmetro a 530
nm. O meio King B, contendo o corante cromoazurol-S
[1,6] e baixa quantidade de ferro, também foi utilizado
para a verificacdo da producdo de siderdforos através da
formacéo de halos ao redor das coldnias.
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Resultados

Foi possivel identificar 24 isolados bacterianos
diferentes oriundos de ambos os microhabitats analisados
(folhas e tanque) em V. gigantea. A caracterizacdo pelo
teste de Gram exibiu um percentual de 31% de bactérias
Gram negativas e 69% de Gram positivas. Qito tipos
bacterianos foram isoladas em meio NFb (dois
provenientes das folhas e seis do tanque) e dezesseis em
meio TB (seis provenientes das folhas e dez do tanque).

Dos 24 isolados obtidos, 87% foi capaz de formar
halos ao redor das colbnias quando inoculados em meio
King B contendo o corante cromoazurol-S. Todos o0s
isolados foram capazes de produzir AIA em meio King
B. As concentragdes medidas tiveram variacdo de
200mg/ml a 800mg/ml sem a adicdo de triptofano, e de
até 1500mg de AIA/ml na presenca de triptofano.

Discussao

A predominancia de bacilos na filosfera e no tanque
dessas bromélias pode ser devido a capacidade de
esporulacdo desses microrganismos  (caracteristica
importante para a sobrevivéncia em ambientes
limitantes), a capacidade de fixagdo de nitrogénio
atmosférico (tornando-os auto-suficientes no que diz
respeito ao aporte de nitrogénio) e a alta capacidade dos
bacilos em degradar biopolimeros complexos [5]. Um
maior nimero de bactérias foi encontrado no tanque em
relagdo as folhas. Por serem normalmente habitantes de
solo ou &gua, essas bactérias podem néo estar totalmente
adaptadas ao ambiente filofitico [3].

A formagéo do halo ao redor das coldnias, no teste de
verificagdo da produgdo de siderdforos, indica que o
ferro ligado ao corante foi quelado por essa molécula. O
sider6foro € utilizado por determinados organismos em
situacdes de baixa disponibilidade de ferro no ambiente,
pois é capaz de quelar e captar Fe** (jon férrico),
transportando o complexo ferro-sideréforo para dentro
da célula [1,13]. Microrganismos capazes de utilizar esse
sistema sdo, possivelmente, mais competitivos e
eficientes quanto a fixacdo bioldgica de nitrogénio
[6,13]. Estima-se assim, que as bactérias que possuem a
capacidade de produzir sideréforos, sdo muito
interessantes para estudos posteriores sobre a possivel
disponibilizacao de ferro quelado para a planta.

A producdo mais significativa de AIA entre o0s
isolados inoculados em meio King B suplementado com
triptofano, ocorreu porque o triptofano € um precursor
desse tipo de auxina. A habilidade para sintetizar
fitohormoénios é amplamente distribuida entre bactérias
associadas a plantas [5,14]. Muitas bactérias promotoras
do crescimento sintetizam AIA, e seu efeito na planta
mimetiza a do AIA enddgeno [5]. A producdo de AIA
aparentemente ndo funciona como um hormdnio em
células bacterianas e pode ter evoluido devido a sua
importancia na relagdo bactéria-planta [5,7].

Para as plantas epifitas, especialmente as tropicais, a
literatura indica as chuvas como uma fonte de varios
nutrientes, pois a agua atuaria como um veiculo para a
aquisicdo de sais inorganicos e moléculas organicas,
incluindo compostos nitrogenados [12]. A atividade das
bactérias promotoras de crescimento vegetal presente na

folha pode contribuir substancialmente para o suporte de
nitrogénio da planta. Além disso, esses microrganismos
também contribuem para a nutricdo de outros
microrganismos  filofiticos (leveduras, fungos) que
constituem uma porcdo consideravel da matéria organica
[3,5].

Estudos posteriores seréo realizados com os 24 isolados
bacterianos visando a melhor caracterizacdo desses
microrganismos, inclusive ao nivel de espécie.
Procedimentos de biologia molecular serdo utilizados para a
caracterizagdo genotipica do gene nifH (relacionado a
capacidade de fixacdo bioldgica do nitrogénio), através da
técnica de amplificacgdo em cadeia (PCR). Primers
especificos  serdo  usados para amplificagdo e
sequenciamento de uma por¢do do gene 16S ribossomal,
visando a identificacdo das espécies bacterianas amostradas.
Além disso, novos isolados deverdo ser obtidos a partir de
outra bromelidcea, Tillandsia, para comparacdo da
populacdo de PGPBs com V. gigantea.
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