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Caracterizacao de bactérias isoladas de sementes de milho com
potencial biotecnolégico na mitigacao de estresse hidrico vegetal

Rayane Ormindo Miguel, Beatriz Elisa Barcelos Cyriaco, Jodo Pedro Campos Matos, Flavio Cardoso
da Silva Lopes, Fabio Lopes Olivares.

As bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo microorganismos benéficos que
estimulam o crescimento e desenvolvimento vegetal, podendo mitigar estresses bibdticos e abioticos.
Algumas dessas espécies bacterianas sdo capazes de sobreviver em condigbes de altas
temperaturas e baixa disponibilidade de agua. O objetivo desse trabalho € caracterizar bactérias
previamente isoladas de sementes de milho tratadas por termoterapia, avaliando caracteristicas de
promocao de crescimento vegetal. Para avaliar a capacidade de fixagao biolégica de nitrogénio
(FBN), os isolados seré&o crescidos em frascos com meio semi-solido JNFb e LGI.O resultado
positivo sera avaliado pela presenga de pelicula aerotaxica caracteristica na superficie do meio. A
caracterizagdo da morfologia de células sera feita por meio da microscopia Optica de contraste de
fase e realizando também a técnica de coloragdo de Gram, classificando os isolados em gram-
positivos e gram-negativos.O DNA gendmico bacteriano sera extraido a partir do cultivo dos isolados
em meio liquido DYGS, sendo utilizado o kit de extragcdo Wizard® Genomic DNA Purification Kit do
fabricante Promega, seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. O gene 16S rDNA sera
amplificado por PCR (polymerase chain reaction), com utilizagdo dos primers 27F e 1492R, e
sequenciado para identificagao taxonémica dos isolados. Para confirmagao da caracteristica de FBN,
0 gene nifH sera amplificado utilizando os primers PolF e PolR e visualizado em gel de agarose 1%.
A producao de compostos inddlicos sera avaliada através do crescimento das bactérias em meio de
cultura DYGS, com e sem adicdo de L-triptofano e quantificado pelo método de Salkowski em
espectrofotdbmetro. Para determinar a capacidade de solubilizacdo de fosfato e zinco, os isolados
serao crescidos em meio solido NBRIP, com fosfato B-tricalcico insoluvel como fonte de fésforo e
oxido de zinco como fonte de zinco. O indice de solubilizacdo sera calculado pela razdo entre o
diametro do halo formado e o didmetro da col6nia. Para a quantificagcao do biofiime, o isolado sera
encubado em |a de vidro, e corada com cristal violeta, sendolavada em solugdo tampao fosfato
0,05M, extraido com etanol 100% e a quantificado em espectrofotbmetro a 544nm. Através desses
experimentos, é esperado obtermos a caracterizacdo de isolados oriundos do microbioma da
semente de milho com potencial biotecnolégico frente a desafios abidticos para a agricultura, como o
déficit hidrico e 0 aquecimento global.
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Characterization of bacteria isolated from maize seeds with
biotechnological potential in mitigating plant water stress.

Rayane Ormindo Miguel, Beatriz Elisa Barcelos Cyriaco,Jodo Pedro Campos Matos, Flavio Cardoso
da Silva Lopes, Fabio Lopes Olivares.

The plant growth-promoting bacteria are beneficial microorganisms that stimulate plant growth
and development, potentially mitigating biotic and abiotic stresses. Some of these bacterial species
are capable of surviving in conditions of high temperatures and low water availability. The aim of this
study is to characterize bacteria isolated from maize seeds treated by heat-treatment previously,
evaluating plant growth-promoting characteristics. To evaluate the capacity for biological nitrogen
fixation (BNF), the isolates will be grown in glass vials with JNFb and LGI semi-solid media. A positive
result will be evaluated by the presence of a characteristic aerotaxic pelicle on the surface of the
medium. Cell morphology characterization will be performed using phase-contrast microscopy and
the Gram staining technique will be performed, classifying the isolates as gram-positive or gram-
negative. Bacterial genomic DNA will be extracted from the isolates cultured in DYGS liquid medium,
using Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) according to the manufacturer's protocol.
The 16S rDNA gene will be amplified by PCR (polymerase chain reaction) using the primers 27F and
1492R and the amplicon will be sequenced for taxonomic identification of the isolates. For
confirmation of the BNF characteristic, the nifH gene will be amplified using the primers PolF and
PolR and visualized on 1% agarose gel. Indolic compounds production will be evaluated by
Salkowski method, growing the bacteria isolates in DYGS culture medium with and without the
addition of L-tryptophan and it will be quantified on spectrophotometer. To determine the capacity for
phosphate and zinc solubilization, the isolates will be grown in solid NBRIP medium, with insoluble -
tricalcium phosphate as the source of phosphorus and zinc oxide as the source of zinc. The
solubilization index will be calculated as the ratio of the diameter of the halo formed to the diameter of
the colony. For biofilm quantification, the isolate will be incubated on glass wool, stained with crystal
violet, washed in 0.05M phosphate buffer solution, extracted with 100% ethanol, and quantified on a
spectrophotometer. Through these experiments, we expect to obtain the characterization of isolates
from maize seeds microbiome with biotechnological potential to overcome abiotic challenges in
agriculture, such as water scarcity and global warming.
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