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IDENTIFICA(;AO MOLECULAR E CARACTERIZA(;AO BIOQUIMICA DE
BACTERIAS ENDOFITICAS ASSOCIADAS A CULTURA DO PINHAO-MANSO
(Jatropha curcas L.) COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

RESUMO

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.), pertencente a familia das Euforbidceas € uma
planta geneticamente proxima a mamona (Ricinus communis, L.), originaria da
Ameérica Central e atualmente esta distribuida em todas as regifes tropicais do
globo. No Brasil esta cultura tem recebido especial atengdo como uma alternativa
para o fornecimento de 6leo vegetal como matéria-prima para fabricagcdo do
biodiesel, devido ao potencial biotecnolégico de suas sementes. Varios estudos
foram desenvolvidos sobre variabilidade genética do J. curcas visando adaptacoes
climaticas e produtividade; porém poucos estudos foram dedicados a analise da
comunidade microbiana associada a essa espécie vegetal. O interior da planta é
habitado por micro-organismos endofitos que podem ser isolados dos tecidos
vegetais desinfectados superficialmente e que ndo causam danos aparentes a
planta hospedeira. Este grupo de micro-organismos apresenta a capacidade de
estimular o crescimento das plantas por mecanismos diretos, tais como fixacao
biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato inorganico e producéo do acido indol
acético (AlA) e por mecanismos indiretos, como antagonismo a fitopatégenos. Além
disso, 0s micro-organismos endofiticos sdo considerados promissores para a
bioprospeccdo de enzimas. O presente trabalho teve como objetivo, a
caracterizacdo de setenta e duas bactérias endofiticas, associadoas a cultura do
pinhdo-manso, com potencial para promog¢ao de crescimento vegetal e producéo de
enzimas. Desse total de isolados testados 40% apresentaram resultados positivos
para fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico, 43% solubilizaram fosfato
inorganico, 69% produziram AIA, para o teste de antagonismo 36% dos isolados
apresentaram alguma atividade antagdénica para os fungos fitopatogénicos Alternaria
alternata, 12% Ceratocystis paradoxa, 22% Fusarium proliferatum e (24%) e F.
Verticillioides. Com relagdo atividade enzimatica 16% dos isolados avaliados
apresentaram atividade amilolitica, 29% celulolitica, 29% lipolitica, 20% esterolitica,
46% pectinolitica (18% poligalacturonase e 43% pectato liase) e 37% proteolitica. De
uma colecéo de setenta e dois isolados bacterianos, vinte e cinco foram identificados
por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rDNA, abrangendo sete diferentes
géneros: Bacillus, Citrobacter, Curtobacterium, Enterococcus, Microbacterium,
Promicromonosporaceae e Sanguibacter foram isolados como bactérias endofiticas
de pinhdo-manso.

Palavras-chaves: Bioprospeccao, controle biolégico, endofitos, enzimas, promogéao
de crescimento.
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MOLECULAR IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ENDOPHYTIC
BACTERIA ASSOCIATED WITH THE CULTIVATION OF JATROPHA (Jatropha
curcas L.) WITH BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL

ABSTRACT

The Jatropha (Jatropha curcas L.), which belongs to the the family of Euphorbia is a
plant genetically close to the Castor Plant (Ricinus communis |.), coming from Central
America and being currently distributed in all tropical regions of the globe. In Brazil,
this crop has received special attention as an alternative for the supply of vegetable
oil as a raw material for biodiesel manufacturing, due to the biotechnological potential
of its seeds. Several studies aimed at climatic adaptations and productivity have
been developed on genetic variability of J. curcas; but few studies have been
developed focusing on the analysis of the microbial community associated with this
species. The interior of the plant is inhabited by endophyte microorganisms, which
can be isolated from disinfected surface and do not put on risk the plant tissues of
the host plant. This group of microorganisms has the ability to stimulate the growth of
plants by direct mechanisms, such as/biological fixation of nitrogen, solubilization of
inorganic phosphate indole acetic acid production (AlA) and indirect mechanisms,
such as the antagonism towards phytopathogens. Moreover, endophytic
microorganisms are considered promising for bioprospecting of enzymes. The aim of
this study was to perform the characterization of seventy-two endophytic bacteria
associated with the J. curcas plants, with potential for promoting plant growth and
enzyme production. Of this total of tested isolates 40% showed positive results for
fixation of atmospheric nitrogen, 43% solubilized inorganic phosphate, 69% have
produced AIA, 36% showed some antagonistic activity to phytopathogenic fungi
Alternaria alternata, 12% for Ceratocystis paradoxa, 22% for Fusarium proliferatum
and 23% for Fusarium verticillioides. Regarding enzymatic activity, 16% of the
isolates evaluated showed amyloid activity, 29% endoglycolytic, 29% lipolytic, 20%
esterase, 46% pectinolytic (18% poligalacturonase and 43% pectato lyase) 37%
proteolytic. From a collection of seventy two bacterial isolates, twenty-five were
identified by means of the partial 16S rDNA gene embracing seven different genres:
Bacillus, Citrobacter, Curtobacterium, Enterococcus, Microbacterium,
Promicromonosporaceae and Sanguibacter were isolated as endophytic bacteria of
Jatropha.

Keywords: Bioprospection, biological control, endophytes, enzymes, plant growth
promoting
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1. INTRODUCAO

A espécie Jatropha curcas L., popularmente conhecida como pinhdo-manso é
uma planta arbustiva pertencente a familia das Euforbiaceas. O género Jatropha, ao
qual o pinhdo-manso pertence, possui, entre herbaceas e arbustivas, em torno de
160 espécies, das quais muitas produzem 6leo e o pinhdo-manso € a espécie mais
estudada (MUNCH e KIEFER, 1989).

De acordo com Heller (1996), acredita-se que esta planta seja nativa da
América Central e atualmente esta distribuida em todas as regifes tropicais do
globo. Somente nas Ultimas trés décadas passou a ser estudada agronomicamente
(SATURNINO et al.,, 2005), devido a sua utilizacdo na indastria de cosméticos;
inseticidas; uso medicinal e producao de biodiesel.

No Brasil, apds a criagdo do Programa Brasileiro de Biodiesel (PNPB) no ano
de 2002 pelo governo federal (GOLDEMBERG; NIGRO; COELHO, 2008), o pinh&o-
manso foi incluido como alternativa para fornecimento de matéria-prima para esse
fim. Esta escolha se baseia na expectativa de que a planta possua alta produtividade
de dleo, tenha baixo custo de producdo por ser perene e seja resistente ao estresse
hidrico, o que seria uma vantagem significativa principalmente na regido semi-arida
do pais (BELTRAO et al., 2008).

A bioprospeccao e caracterizacdo de linhagens microbianas estdo sendo
cada vez mais estudadas como forma de localizar, avaliar e explorar essa
diversidade existente em determinado nichos com o objetivo de buscar recursos
genéticos e bioquimicos para fins agricolas e biotecnolégicos (LACAVA e
AZEVEDO, 2014). Nesse sentido, tem havido crescente interesse no estudo de
micro-organismos endofiticos para avaliar a sua ocorréncia, potencial de colonizagéo
e a utilizacao destes em processos de promoc¢ao de crescimento vegetal e controle
biologico de doencas que afetam culturas agricolas (HALLMANN et al.,, 1997,
AMORIM e MELO 2002; SHIOMI et al., 2008; CASTRO, et al., 2014).

Micro-organismos endofiticos sdo aqueles que colonizam o interior das
plantas sendo encontrados em o6rgdos e tecidos vegetais sadios como raizes,
ramos, folhas, frutos e sementes e que ndo causam danos a planta hospedeira
(AZEVEDO e ARAUJO, 2007).

Bactérias endofiticas podem beneficiar as culturas vegetais por meio de

mecanismos de promocéao de crescimento e algumas séo capazes de apresentarem
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mais de um mecanismo (AHMAD, AHMAD e KHAN, 2008). A promocao direta de
crescimento vegetal por essas bactérias envolve o aumento da disponibilizagédo de
nutrientes que ocorre pela fixagdo bioléogica de nitrogénio (BODDEY e
DOBEREINER, 1995); solubilizacdo de fosfato mineral entre outros nutrientes
(FREITAS; BANERJEE; GERMIDA, 1997) e o fornecimento de substancias como
reguladores do crescimento de plantas como acido indol acético (AlA), giberelinas,
citocininas, etileno, aminoacidos (GONZALEZ-LOPEZ et al., 2005). A promocao
indireta do crescimento por esse grupo de micro-organismos ocorre pela supressao
de micro-organismos patogénicos na rizosfera e nos tecidos internos da planta; pela
produgdo de B-1,3-glicanase (FRIDLENDER; INBAR; CHET, 1993), antibioticos
(RAAIJMAKERS; WELLER; THOMASHOW, 1997), é&cido cianidrico (OWEN E
ZDOR, 2001) e sideroforos (PIDELLO, 2003). A promocdo de crescimento vegetal
pela diminuicdo da incidéncia de doencas pode ocorrer ainda pela inibicdo direta do
crescimento do patégeno (OWEN e ZDOR, 2001) e pela inducdo de resisténcia
sistémica da planta (FRIDLENDER; INBAR; CHET, 1993; NANDAKUMAR et al.,
2001).

O uso de enzimas € uma realidade cada vez mais presente nos diferentes
setores industriais e consiste em uma alternativa importante aos processos
bioguimicos convencionais. As enzimas podem ser obtidas a partir de fonte animal,
vegetal e microbiana; sendo as de origem microbiana as mais utilizadas atualmente,
devido ao rapido crescimento dos micro-organismos e facilidade de manipulacao
genética (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Além disso, a producdo de enzimas por
micro-organismos assegura um potencial ilimitado de suprimentos e ainda possibilita
a criacdo de novos sistemas enzimaticos, o que € mais dificil de obter-se em fontes
animais e vegetais (JESUS et al., 1999; ALVES et al., 2002).

Tendo em vista o potencial econdmico da cultura do pinhdo-manso, o
presente trabalho visou caracterizacdo de bactérias endofiticas com potencial de
promocdo de crescimento vegetal e produgcdo de enzimas de interesse

biotecnoldgico.
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REVISAO DA LITERATURA

A cultura do pinhdo-manso

A espécie Jatropha curcas L., popularmente conhecida como pinhdo-manso,
€ uma planta arbustiva pertencente a familia das Euforbidceas, sua origem ainda
ndo é bem definida. Acredita-se que a Jatropha seja originaria da América Central,
porém vegeta espontaneamente em diversas regides do Brasil (HELLER, 1996;
BELTRAO, 2005).

De acordo com Cortesdo (1956) e Peixoto (1973), sua distribuicdo geografica
€ bastante vasta devido a sua rusticidade, resisténcia a pragas e a longas estiagens,
se adaptando a uma gama muito variavel de condicbes edafoclimaticas, desde o
Nordeste até os estados de Sdo Paulo e Parana. Segundo estes autores o pinhao-
manso se desenvolve bem tanto nas regides tropicais secas como nhas zonas
equatoriais Umidas, assim como nos terrenos aridos e pedregosos, podendo
suportar longos periodos de seca. Segundo Heller (1996), a planta esta
predominantemente presente em regides onde a precipitacdo meédia anual é de 300
a 1.000 mm; no entanto, Foidl et al., (1996), relatam que a cultura do pinhdo-manso
pode ser encontrada em condi¢des de precipitacdo média anual variando de 250 a
3.000 mm. Apesar de ser uma planta pouco exigente em relacdo a condicbes
climaticas e adaptado a condicbes marginais de solos (degradados e pouco férteis),
o pinhdo-manso deve ser preferencialmente cultivado em solos profundos, bem
estruturados, pouco compactados, drenados e preferencialmente, pouco argilosos
(HELLER, 1996; ARRUDA et al., 2004; SATURNINO et. al., 2005). Dependendo das
condicBes climéticas o controle mecanico de plantas daninhas é essencial (ACHTEN
et al., 2010; BROUZOS, 2013). O controle de pragas € também uma pratica
determinante para alcancar rendimentos aceitaveis.

A planta de pinhdo-manso é uma arvore pequena ou arbusto de grande porte
gue pode atingir uma altura de até 5m. Os ramos contém latex, possui tronco com
aproximadamente 0,20 cm de diametro, caule liso, de lenho mole e medula
desenvolvida, mas pouco resistente, possui floema com longos canais que se
estende até as raizes. Suas folhas sdo esparsas e brilhantes, largas e alternas, em
forma de palma com trés a cinco lo6bulos e pecioladas, com nervuras
esbranquicadas e salientes na face inferior (CORTESAO, 1956; BRASIL, 1985).
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Normalmente, cinco raizes sao formadas a partir de sementes, sendo uma central
(raiz pivotante) e quatro periféricas. A vida util da planta J. curcas pode chegar a
mais de 50 anos (HENNING, 2009).

O fruto do pinhdo-manso € capsular ovoide, a capsula trilocular é carnuda e
amarelada, formada por um pericarpo ou casca dura e lenhosa e em cada uma das
trés cavidades existe uma semente preta. As sementes tém de 1,5 a 2,0 cm de
comprimento e 1 a 1,3 cm de largura, apresentam teor de Oleo variando entre 33 e
38 % e representam entre 53 e 79 % do peso do fruto (SATURNINO et al., 2005). Os
teores podem ser de: 33% a 34% pela extracdo mecanica; 38% a 40% pela extracéo
mecanica e quimica e 58% a 60% pela extracdo de Oleo somente de albumen
(OLIVEIRA, 2009).

De acordo com Purcio e Drummond (1986) e Carnielli (2003), esta planta é
uma excelente produtora de 6leo com todas as qualidades necessarias para ser
transformado em 6leo diesel. Além desta aptiddo para producdo de biodiesel, o
pinhdo-manso, por ser perene, € uma planta de facil cultivo, com baixos custos de
producdo e possivel de ser cultivada economicamente em quase todas as regides
brasileiras. Acredita-se, por isso, que esta planta seja altamente promissora como
fonte energética renovavel sob ponto de vista econémico e social.

2.2 Potencial biotecnoldgico da cultura do pinhdo-manso

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), por meio da
Instrucdo Normativa n°® 4, de 14 de janeiro de 2008, autorizou a inscricdo, no
Registro Nacional de Cultivares, da espécie Jatropha curcas L. (pinhdo-manso),
possibilitando sua exploracdo comercial no Brasil (ROSCOE, 2008).

Atualmente, a J. curcas vem sendo estudada para aplicacdes biotecnoldgicas,
por exemplo, a producdo de enzima por fermentacdo em estado-sélido (SSF), a
partir de torta da semente sem 6leo (MAHANTA; GUPTA; KHARE, 2008). Outra
vantagem do cultivo desta planta, € que pode ser feito em solos contaminados com
metais pesados, degradados ou estéreis apOs correcdo com matéria organica
(KUMAR et al.,, 2008), aléem da sua utilizacdo potencial no controle de pragas
agricolas (GEORGES et al., 2008). O subproduto principal da extracdo do oleo, a
torta, € um fertilizante rico em azoto, potassio, fosforo e matéria organica, tendo

também efeito nematicida. Quando desintoxicada pode também ser usada como
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racdo animal, contendo 57% de proteina. A casca dos pinhdes pode ser usada como
carvdo vegetal e matéria-prima para papel (EGUIA, 2006). Frequentemente o
pinhdo-manso também é usado para demarcar limites (cerca viva), pois ndo é
consumida pelos animais e apresenta grande longevidade. A sua grande tolerancia
a falta de 4gua e a presenca de raizes laterais perto da superficie faz com esta
planta seja bastante interessante para combater a eroséo de solos.

Na medicina doméstica, aplica-se o0 latex da planta como cicatrizante
hemostéatico e também como purgante. As raizes sao consideradas diuréticas e
antileucémicas e as folhas séo utilizadas para combater doencas de pele. Séo
eficazes também contra o reumatismo e possui poder anti-sifilitico. As sementes sdo
utilizadas como purgativo, verificando-se casos de intoxicacdo em criangas e adultos
guando as ingere em excesso, 0 que pode ser perigoso e até fatal. Atribui-se as
propriedades toxicas do pinhdo a uma globulina, a curcasina e também ao acido
jatréfico, sendo sua toxicidade igual ou superior a ricinina. A ingestdo de uma Unica
semente fresca pode causar tanto vémito e diarréia (PEIXOTO, 1973). Uma possivel
atividade antitumoral também tem sido investigada, uma proteina denominada de
curcina, purificada das sementes de J. curcas, pode ser utilizada como agente de
destruicdo celular (LUO et al., 2006).

A madeira do pinhdo-manso pode ser utilizada como material carburante de
fornalhas, assim como as cascas dos frutos (DUKE, 1983; HELLER, 1996; GUBITZ
et al., 1999; HENNING, 2000; SWOT, 2002; ARRUDA et al., 2004; ACKOM e
ERTEL, 2005; SATURNINO et al., 2005); porém, o uso mais difundido na atualidade
€ do 6leo extraido da semente para fins combustiveis.

Com a iniciativa do Programa Brasileiro de Biodiesel, a nova orientacdo da
agricultura energética € no sentido de produzir matérias primas para o biodiesel, ou
seja, os Oleos vegetais, além do &lcool (ACCARINI, 2006). O biodiesel é um
combustivel obtido a partir de Oleos vegetais ou gordura animal, os quais sao
submetidos a uma reacdo quimica, na presenca de um catalisador e um &lcool
(GERPEN; KNOTHE, 2004). Os Oleos vegetais destacam-se pelo fato de nao
possuirem enxofre, produzindo combustiveis menos agressivos ao meio ambiente.
Comparado ao 6leo diesel derivado de petroleo, o biodiesel pode reduzir em 78% as
emissdes de gas carbbdnico, considerando-se a reabsor¢do pelas plantas
(ACCARINI, 2006). Além disso, pode reduzir em 90% as emissdes de fumaca e
praticamente elimina as emissdes de 6xido de enxofre (SOUSA, 2006). E importante
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frisar que o biodiesel pode ser usado em qualquer motor de ciclo diesel, com pouca
ou nenhuma necessidade de adaptacdo, podendo se tornar um importante produto
para exportacdo e para a independéncia energética nacional, associada a geracao
de emprego e renda nas regides mais carentes do Brasil.

Dentre as alternativas encontra-se o pinhdo-manso é uma oleaginosa
promissora como matéria-prima para a obtencdo de Oleo destinado a producédo de
biodiesel (DURAES e LAVIOLA, 2010). Em cultivos comerciais, a produtividade
média é de 5 t ha, com a cultura estabelecida e em condi¢des favoraveis, ou seja,
com disponibilidade de agua e nutrientes, e cerca de 32% deste valor pode ser
convertido em 6leo vegetal (aproximadamente 1600 L ha™) (TEIXEIRA, 2005).
Comparativamente, no caso da mamona (Ricinus communis), a produtividade média,
nas mesmas condicdes anteriormente citadas para o pinhdo-manso, é de 1,5 t. ha™,
podendo, aproximadamente 48% desse total ser convertido em 6leo, ou seja, cerca
de 720 L. ha™, embora o teor de 6leo da mamona seja maior (aproximadamente
16% a mais), a produtividade do pinhdo-manso, nestas condicfes, € de quatro a
cinco vezes superiores, em toneladas por hectare, que a mamona, tornando esta
cultura competitiva economicamente frente as outras oleaginosas (MIRAGAYA,
2005).

Contudo sdo necessarios mais estudos sobre essa cultura, baseando-se na
expectativa de que a planta possua alta produtividade de 6leo, tenha baixo custo de
producdo, seja perene, e resistente ao estresse hidrico; porém, a pesquisa da
cultura do pinh&o-manso esté apenas iniciando no Brasil (SATURNINO et al., 2005).
Embora o cultivo da planta apresentar vantagens aparentes, o pinh&o-manso nao
tem sinalizado resultado expressivo nos lugares aonde vem sendo cultivado
(CASTRO; DEVIDE; ANACLETO, 2008; ALTENBURG et al., 2009). A falta de
melhoramento genético aparece como barreira para a otimizacdo da produtividade,
sendo necessario fixar caracteres relacionados aos cultivares melhorados, tais como

aumento da produtividade, resisténcia a doencas, precocidade, porte ando, etc.
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2.3  Micro-organismos Endofiticos

Diversas definicoes de enddfitos estdo descritas na literatura. Originalmente o
termo endofito descrito por De Bary, (1866), refere-se a qualquer micro-organismo
que vive nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos epifiticos que vivem na
superficie. Outra definicdo, proposta por Hallmann et al., (1997), sugere que
endofitos podem ser considerados micro-organismos que sdo isolados de tecidos
vegetais desinfetados superficialmente ou do interior destes, e que ndo causam
aparentemente danos as plantas hospedeiras. Mais recentemente, Mendes e
Azevedo (2007), definiram micro-organismos endofiticos da mesma maneira como
outros autores (HALLMANN et al.,, 1997;. AZEVEDO et al., 2000; AZEVEDO e
ARAUJO 2007), mas dividiu os endofitos em dois tipos, sendo: tipo I, os que nio
produzem estruturas externas a planta; e tipo Il, os que produzem estruturas
externas a planta, como fungos micorrizicos e bactérias simbiontes fixadoras de
nitrogénio.

Estes micro-organismos podem ser encontrados em diferentes oOrgaos e
tecidos vegetais como folhas, ramos, raizes, frutos, sementes e flores, sendo a
comunidade microbiana endofitica representada, principalmente, por diferentes
espécies de fungos e bactérias (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO e ARAUJO 2007;
LACAVA e AZEVEDO, 2013). Sua penetracdo nos vegetais da-se por aberturas
naturais ou artificiais, tais como: estdbmatos, ferimentos causados por instrumentos
agricolas, microferimentos nas raizes ocasionados pelo atrito destas com as
particulas do solo, etc., disseminando de maneira sistémica ou restrita a diversas
partes da planta, habitando de forma ativa o apoplasto, vasos condutores e em
alguns casos pode ocorrer colonizacao intracelular (HALLMANN et al., 1997;
AZEVEDO et al., 2000; AZEVEDO e ARAUJO 2007; LACAVA e AZEVEDO, 2013).

Os micro-organismos endofiticos sao fontes potenciais de produtos naturais,
bioativos e quimicamente novos, para a exploragao na medicina, na agricultura e na
indastria (STROBEL e DAISY, 2003; TEJESVI et al., 2007).

Geralmente as plantas possuem uma microbiota endofitica caracteristica
importante para sua sanidade e manutencdo (AZEVEDO, 1999; AZEVEDO e
ARAUJO 2007). As bactérias endofiticas trazem muitos beneficios as plantas, como
o controle biolégico (VERMA et al.,, 2001; AZEVEDO et al., 2000; AZEVEDO e
ARAUJO 2007; LACAVA e AZEVEDO, 2014), feito por meio da competicdo de
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nutrientes ou com a producéo de toxinas nocivas aos patégenos (ARAUJO et al.,
2002). Além disso, elas sao capazes de produzir &cido indol acético (AlA), solubilizar
fosfato e realizar a fixacdo biologica do nitrogénio (JAMES e BALDANI, 2012;
QUECINE et al., 2012; LACAVA e AZEVEDO, 2013). O potencial para a promoc¢ao
de crescimento da planta, controle biol6gico de pragas e doengas e producdo de
enzimas é relatado em diversos trabalhos (LACAVA e AZEVEDO, 2013; QUECINE;
BATISTA; LACAVA, 2014; LACAVA e AZEVEDO, 2014). Na intima relacdo entre
endofito e planta hospedeira também pode ocorrer producdo de enzimas
extracelulares que podem ser purificadas para uso em diferentes industrias
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004), dentre elas as proteases, lipases e amilases etc.
Além disso, € importante conhecer a diversidade genética de bactérias endofiticas,
nado somente para compreender seu papel na interacdo com a planta hospedeira,

mas também para sua aplicacdo biotecnoldgica (DI CELLO et al., 1997).

2.4 Mecanismos de promocdo de crescimento vegetal por bactérias

endofiticas

A utilizacdo de micro-organismos promotores de crescimento vegetal é uma
das alternativas para a agricultura moderna enfrentar o desafio de promover o
aumento da producdo de culturas gerando sustentabilidade; (LUZ et al., 2006).
Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) estimulam o crescimento da
planta por meio de efeitos biofertilizantes e bioestimulantes, aumentam a resisténcia
a doencas, melhoram a habilidade da planta de resistir aos estresses (STURZ e
NOWAK, 2000; QUECINE et al.,, 2012; LACAVA e AZEVEDO 2014; QUECINE;
BATISTA; LACAVA, 2014).

Os mecanismos envolvidos na promogdo de crescimento vegetal podem
estimular o crescimento das plantas por meio de mecanismos diretos como
producdo de substancias ou metabdlitos analogos a horménios vegetais, como
giberelinas, auxinas e citocininas (BUCHENAUER, 1998; CATTELAN e HARTEL,
2000; QUECINE et al.,, 2012; QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014) e por
mecanismos indiretos; como antagonismo contra fitopatégenos pela producéo de
moléculas bioativas produzido pelo micro-organismos antagénico (AZEVEDO et al.,
2000; PEIXOTO NETO et. al., 2003; LACAVA e AZEVEDO 2014; GRIFFIN et al.,
2014).



23

O conhecimento dos horménios promotores de crescimento vegetal € de
extrema importancia, pois favorecem o crescimento ou alteram mecanismos
fisiolégicos da planta hospedeira, beneficiando a colonizacdo desta por alguns
micro-organismos em detrimento de outros (QUECINE et al., 2012; LACAVA e
AZEVEDO, 2013; MUNEES e KIBRET, 2014).

O estudo dessas interagcdes, micro-organismos-planta, permite a exploracao
para 0 aumento na produtividade agricola e industrial, além de um melhor
entendimento da ecologia microbiana e ambiental (OLIVEIRA, 2009).

Bactérias endofiticas ja foram isoladas a partir de diversas espécies de
plantas (QUECINE et al., 2012; SILVA et al., 2012; BOTTA et al.,, 2013; Ji;
GURURANI; CHUN, 2014); em alguns casos, eles podem estimular o crescimento
do hospedeiro por meio de diversos mecanismos, incluindo o controle biolégico, a
inducéo de resisténcia sistémica a fitopatdgenos, fixacdo biolégica de nitrogénio,
produgcdo de reguladores de crescimento e aumento de nutrientes minerais ou
captacdo agua (RYAN et al., 2008; AZEVEDO e ARAUJO , 2007; VENDAN et al.,
2010).

2.4.1 Fixacdao biolégica de nitrogénio

O nitrogénio, depois do C, H e O é o elemento mais demandado pelos
vegetais, sendo o elemento mais abundante do planeta e, em sua forma molecular
(N2) constitui quatro quintos da atmosfera terrestre (NELSON; COX, 2002), é
utilizado na sintese de proteinas vegetal e &acidos nucleicos, incluindo DNA. No
entanto, a maior fonte de nitrogénio na natureza, o nitrogénio atmosférico, ndo é
assimilavel por grande parte dos seres vivos (CHUBATSU et al., 2012; JI;
GURURANI; CHUN, 2014).

O nitrogénio é o elemento mineral que as plantas exigem em maiores
quantidades, sendo indispensavel a vida, uma vez que participam na constituicdo de
acidos nucleicos, aminoacidos e proteinas (TAIZ e ZEIGER, 2009). A atmosfera é a
mais importante fonte de nitrogénio, onde cerca 78% do ar atmosférico séo
constituidos por nitrogénio livre na forma de gas, porém a maioria dos seres vivos é
incapaz de aproveitad-lo no seu metabolismo na forma atmosférica (N2) (MARENCO
e LOPES, 2011). As principais fontes de nitrogénio no solo para a planta sao: os

materiais de origem vegetal e animal (matéria organica), fertilizantes industriais, sais
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de amobnio e nitrato trazidos da atmosfera pelas chuvas e fixacdo biolégica de
nitrogénio (TAIZ e ZEIGER, 2004; MUNEES e KIBRET, 2014).

Na natureza, somente um pequeno numero de micro-organismos,
denominados diazotroficos ou fixadores de nitrogénio, sdo capazes de reduzir
nitrogénio atmosférico a aménia. O processo bioldgico responsavel pela reducdo do
nitrogénio molecular (N,) em aménia (NH3) é denominado de fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), (EADY e POSTGATE, 1974; FRANCHE et al., 2009). Essa reacao
€ catalisada por uma enzima denominada enzima nitrogenase que € encontrada em
todos os organismos diazotroficos. As bactérias fixadoras de nitrogénio conseguem
quebrar a tripla ligacdo do N, por meio da adicdo de um complexo enzimatico
denominado dinitrogenase (MORGANTE, 2003). Deste modo, sdo incorporados ions
H* abundantes nas células das bactérias a esta amonia, ocorrendo a transformacao
em ions NH,*, que serdo distribuidos para a planta e incorporados na forma de
nitrogénio organico (HUNGRIA et al., 1997).

A utilizacdo das bactérias diazotroficas pode representar uma grande
estratégia para reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados sintéticos, e pode
suprir parcialmente as necessidades de N requeridas por diversas culturas,
reduzindo, dessa forma, o uso de fertilizantes nitrogenados com diminuicdo de
custos para o produtor e a reduzir a poluicdo ambiental (CONCEICAO et al., 2009;
MOREIRA et al., 2010).

2.4.2 Solubilizagdo de fosfato

O fésforo € um elemento essencial para o estabelecimento e desenvolvimento
das plantas, pois melhora todo o sistema radicular e, consequentemente a parte
aérea (GONCALVES et al., 2000). Os solos séo ricos em fésforo, tanto nas formas
organicas como inorganicas (RANNO; SILVA; MALLMANN, 2007; MARTINAZZO et
al., 2007; RHEINHEIMER et al., 2008; MUNEES e KIBRET, 2014), porém, apenas
uma pequena parte encontra-se disponivel as plantas. A utilizacdo de processos
biologicos esta entre as possiveis medidas para evitar a deficiéncia nutricional de
fosforo estd utlizagdo de processos microbiologicos para aperfeicoar o
aproveitamento do fosfato, cuja maior reserva mineral ocorre nas rochas, ou na
forma néo disponivel para as plantas (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999; LACAVA e
AZEVEDO, 2013; QUECINE et al., 2014).
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As bactérias solubilizadoras de fosfato participam do ciclo do fésforo
facilitando a converséo de formas insolUveis para soluveis (GUPTA; PANWAR; JHA,
2013; QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014), tornando-o disponivel para a planta
(GYANESHWAR et al.,, 2002). Nesse sentido, a utilizacdo de micro-organismos
solubilizadores de fésforo € uma alternativa viavel ao uso da adubagdo convencional
para o melhor aproveitamento do fésforo j& existente no solo (SILVA FILHO; VIDOR,
2001; QUECINE et al.,, 2012; LACAVA e AZEVEDO 2013; MUNEES e KIBRET,
2014; QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014).

2.4.3 Producéo de &cido indol acético

O termo regulador de crescimento € normalmente empregado para
compostos naturais (fitohormdnio e substancias naturais de crescimento) ou
sintéticos (hormonio sintético e regulador sintético) que exibem atividade no controle
do crescimento e desenvolvimento da planta (CASTRO; SANTOS; STIPP, 2012).

Os hormonios vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido
abscisico) sdo substancias organicas que desempenham funcgfes na regulacdo do
crescimento em plantas (TAIZ e ZEIGER, 2009). Bactérias endofiticas sdo capazes
de produzir metabdlitos secundarios, que possuem substancias capazes de
promover o desenvolvimento das plantas. Dentre estes metabdlitos secundarios,
destaca-se a producdo de fitohormbnios, como auxinas, citocinas e giberelinas
(LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009; BRADER et al., 2012).

As auxinas, do grego ‘crescer’, sdo uma classe de fitohormonios capazes de
afetar o crescimento vegetal e, podem ser produzidos por plantas em apices foliares,
meristemas, frutos e sementes em desenvolvimento, (TAIZ e ZAIGER, 2009),
bactérias (BAREA et al., 1976) e fungos (DVORNIKOVA; AKRIABIN; SUVOROQV,
1970). A principal auxina encontrada em baixas concentragdes nas plantas é o 4cido
indol acético, conhecido pela sigla AIA. O principal efeito das auxinas € a
capacidade de atuar na expansdo e no alongamento celular, ajudando também na
divisdo celular em cultura de tecidos, principalmente no enraizamento (KRIKORIAN,
1991). Entretanto, altas concentracdes de hormoénios podem causar a inibicdo da
elongacdo celular afetando o desenvolvimento das raizes em algumas culturas
(BROEK et al., 1999).
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A habilidade de sintetizar auxinas € amplamente distribuida entre bactérias
associadas com plantas (KOCHAR; UPADHYAY; SRIVASTAVA, 2011; LOPEZ-
VALDEZ et al., 2011; BATISTA, 2012; ETESAMI; ALIKHANI; HOSSEINI, 2015). A
producdo microbiana de acido indol acético (AIA), principal € em muitos casos,
dependente do amino&cido triptofano e realizada sob diversas vias biossintéticas
(Patten e Glick et al., 1996)

Diversos géneros de bactérias associadas as plantas produtoras de AIA
isoladas endofiticamente e relacionadas ao estimulo de crescimento vegetal tém
sido descritas pertencentes aos seguintes géneros: Acinetobacter, Agrobacterium,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter, Kocuria,
Gluconacetobacter, Pantoea, Pseudomonas, e Xanthomonas podendo promover o
crescimento vegetal por meio da producdo de fitormdnios (QUECINE, BATISTA,
LACAVA, 2014; LACAVA e AZEVEDO, 2013; CASTILLO et al., 2015).

2.4.4 Controle bioldgico de fitopatégenos por bactérias endofiticas

O controle natural e biolégico de pragas e doencas que afetam plantas
cultivadas ganhou muita atencéo nas ultimas décadas como uma forma de reduzir o
uso de agrotoxicos na agricultura. O biocontrole tem sido frequentemente utilizado
em paises tropicais, como o Brasil, e é apoiada pelo desenvolvimento de pesquisa
basica e aplicada local. Neste contexto, os endofitos tropicais tém atraido uma
atencao especial para desenvolver suas funcdes para o controle de doencas de
insetos pragas e de plantas (LACAVA e AZEVEDO, 2014). A utilizagdo de micro-
organismos com acéo de biocontrole e/ou promocédo de crescimento vem sendo
apontada como alternativa viavel para sistemas de producéo agricolas ecoldgica e
economicamente sustentaveis (COMPANT et al.,, 2005; SOUSA; SOARES;
GARRIDO, 2009).

Os micro-organismos endofiticos colonizam um nicho ecoldgico semelhante
aguele ocupado por fitopatégenos, o0 que permite seu uso como agentes de controle
biolégico de doengas (HALLMANN et al., 1997; AZEVEDO et al.,, 2000). Esse
controle biolégico pode ocorrer principalmente devido a atuacédo direta sobre o
patégeno no interior da planta hospedeira, por antagonismo, e/ou por competicdo
por nutrientes (AZEVEDO e ARAUJO, 2007; LACAVA e AZEVEDO 2014; ARAUJO
et al., 2014).
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Geralmente, bactérias e fungos endofiticos desempenham funcbes
importantes no processo de adaptacdo da planta ao meio. Embora, possam ser
confundidos com patdgenos latentes, estudos tém demonstrado que, em muitos
casos, existe uma importante interacdo simbidtica com o hospedeiro, a qual envolve
a producao de compostos que diminuem a herbivoria sobre os tecidos vegetais ou
conferem resisténcia a fitopatdégenos, além da producdo de fitoreguladores que
podem aumentar o desenvolvimento vegetal. Por sua vez, os enddfitos encontram
na planta um habitat com nutrientes e com menor competicdo com outros micro-
organismos (AZEVEDO et al., 2000; PEIXOTO NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004,
AZEVEDO e ARAUJO 2007; LACAVA e AZEVEDO 2014).

A capacidade de sobreviver dentro do vegetal € uma vantagem para 0s micro-
organismos endofiticos, ja que ndo estdo expostos as adversidades ambientais e
encontram pouca ou nenhuma competicdo, tornando-os candidatos a testes para
controle biolégico (MISAGHI e DONNDELINGER, 1990; AZEVEDO et al., 2000).

Com o acumulo de informacdes a respeito da interacdo planta-endofitos, tem
sido dada uma atencéo especial ao estudo de micro-organismos endofiticos como
agentes de controle bioldgico de inUmeras doencgas e pragas (HALLMANN et al.,
1997; M’'PIGA et al., 1997; AZEVEDO et al., 2000; AZEVEDO e ARAUJO 2007;
LACAVA e AZEVEDO 2014).

Muitos processos bioldgicos ocorrem no campo da fisiologia, bioquimica e
microbiologia, que tem potencial para dar as condi¢cdes biotecnolégicas no controle
de doencas agricolas (PINOTTI e SANTOS, 2013). A acdo de micro-organismos
endofiticos com potencial de biocontrole pode ser direta ou indireta. A acdo direta
destaca a interacdo entre o agente de biocontrole e o agente fitopatogénico, tal
como a inibicdo do agente fitopatogénico. O biocontrole pode ser classificado em
quatro categorias: (1) antibiose, (2) competicdo por espaco e nutrientes, (3)
parasitismo, e (4) de inducdo de resisténcia sistémica (HANDELSMAN e STABB,
1996). A acéo indireta de biocontrole pode ser a simples ocupagéo de espaco por
um endofito no interior de uma planta hospedeira que impede que um fitopatégeno
se estabeleca (GRIFFIN, 2014).

O biocontrole por antibiose se da por meio da producéo de antibioticos por
estes micro-organismos enddfitos, mas também se aplica a qualquer composto

metabolizado capaz de matar, inibir o crescimento ou a reproducdo de micro-
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organismos fitopatogénicos: tais como a produgédo de enzimas que degradam a
parede celular destes fitopatégenos (GRIFFIN, 2014).

Normalmente, 0 mecanismo mais importante de controle biolégico de doencas
€ por meio da inducdo de resisténcia sistémica (IRS). Neste tipo de controle, a
penetracdo ativa do micro-organismo endofitico induz a planta hospedeira a
sintetizar compostos que atuam sobre o patdgeno ou alteram a morfologia vegetal.
Estas alteracGes morfoldgicas e fisioldgicas podem incluir aumento da parede celular
por deposicao de lignina e glucanas e aumento da espessura da cuticula,bem como
a sintese de fitoalexinas, dificultando a entrada do patdbgeno e o0 seu
desenvolvimento na planta hospedeira (PEIXOTO NETO et al., 2003).

Diferentes linhagens de bactérias endofiticas, pertencentes a diferentes filos
do dominio Bactéria, apresentam atividade antagonista contra diferentes organismos
fitopatogénicos e por isso representam importante e inexplorada fonte de agentes
para biocontrole e manejo integrado de doengas e pragas agricolas (SESSITSCH,;
REITER; BERG, 2004; BERG et al., 2005; INIGUEZ et al., 2005; SCHULZ e BOYLE,
2005; CAZORLA et al., 2007; LIU et al., 2007; ASSUMPCAO et al., 2009). Varias
espécies de Bacillus sdo antagonistas de fungos fitopatogénicos podendo ser
usadas em programas de controle bioldgico (ANGONESE et al., 2009; SCHISLER et
al., 2004; WILHELM et al., 1998, WULFF et al., 2002).

Estudos com o intuito de avaliar a atividade biolégica de micro-organismos
endofiticos, a fim de se obter novos compostos bioativos vém sendo conduzidos e
resultados muito promissores tém sido alcancados; principalmente com potencial
para o biocontrole de microrganismos fitopatogénicos (WIJEINGUE et al., 2010;
SANCHEZ e REBOLLEDO, 2010; ROSA et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2013;
LAVACA e AZEVEDO, 2013; LACAVA e AZEVEDO, 2014).
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2.5 Fungos fitopatogénicos

Micro-organismos, tais como fungos, bactérias e virus sdo responsaveis por
ocasionarem doencas em plantas. (PERNEZNY et al., 2014). Os micro-organismos
fitopatogénicos normalmente interagem com o hospedeiro, invadindo seus tecidos,
gerando o processo infeccioso, e ao colonizar a planta, retiram desta todos os
nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento (BATISTA et al., 2007).

Fungos fitopatogénicos, em especial, sdo responsaveis por perdas
consideraveis em culturas economicamente importantes, cerca de 85% das doencas
das plantas sédo causadas por fungos, ocasionando sérias doencas e, dependendo
do fitopatdégeno, ocasionam lesBes nos 6rgdos de reserva (frutos, sementes, etc.),
no caule, nas raizes, no sistema vascular (xilema), tombamento de plantulas ou
plantas bem desenvolvidas, podendo levar as plantas a morte (PERNEZNY et al.,
2014). Essas doencas propiciam queda de producdo e, consequentemente,
prejuizos financeiros para os produtores (BUENO e FISHER, 2006), além de estar
associados a inducdo do apodrecimento de frutas e verduras pos-colheita,
diminuindo o conteddo nutricional e aproveitamento destes alimentos (JUNQUEIRA
e JUNQUEIRA, 2014).

Os fungos fitopatogénicos sao identificados, em sua maioria, pelos sintomas
gque provocam e pelos sinais presentes no hospedeiro, que sao facilmente
observados em campo, tais como manchas foliares, podriddes, ramos secos,
exsudacgoOes, entre outros (BATISTA et al., 2007).

Entre as principais doencas causadas por fungos que podem causar prejuizos
a cultura de pinhdo-manso destacam-se o agente etioldégico Oidium sp., responsavel
por formar uma cobertura branca nas folhas, caule, flores e frutos e, também,
ocasionar a seca do broto terminal da muda; Colletotrichum gloeosporioides, que
causa a mancha das folhas; Phakopsora jatrophicola, agente da ferrugem das
folhas; e Alternaria sp. que provoca a queda prematura de folhas (DIAS et al., 2007).
Em estudos realizados por Neves e Pereira (2009), foram encontrados 0s géneros
Aspergillus, Fusarium, Bipolaris, Alternaria, Rizhoctonia e Penicillium associados a
sementes de J. curcas.

Nas analises de sementes de pinhdo-manso avaliadas por Kobayasti et al.,
(2011), foram detectados: Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides,

Rhizoctonia solani, além das espécies de Fusarium sp. Ja Gaviria e Bedoya (2008)



30

relatam a presenca de Fusarium sp e Rhizoctonia sp.em frutos, ramos e folhas de
pinhdo-manso cultivadas na Colombia.

A associacao de fitopatbgenos com sementes pode afetar, de forma severa, a
qualidade fisiologica e sanitaria dessas. Muitos desses fungos afetam a germinacao
das sementes e podem ser transmitidos a progénie resultante, podendo se
estabelecer no campo de cultivo e causar reducdo na qualidade e produtividade das
Culturas (JULIATTI; BIANCO JUNIOR; MARTINS, 2011; JUNQUEIRA e
JUNQUEIRA, 2014).

Alternaria alternata é o fungo fitopatbgeno causador da mancha marrom de
alternaria (MMA) uma doenca que provoca prejuizos na agricultura em varias
culturas de interesse comercial. Segundo Kobayasti et al., (2011), é alta incidéncia a
de A. alternata em sementes de pinh&o-manso, portanto, potencial para provocar
processos de interferéncia fisiolégica na planta. A ocorréncia da associacdo de
sementes de pinhdo-manso com A. alternata pode produzir grandes prejuizos, pelo
fato de causar infeccbes em sementes e ser por elas transmitido (NEERGAARD
1977). Além disto, este fungo causa reducdo na germinacdo e tombamento de
plantulas (ROTEM, 1995), manchas foliares e queda prematura de folhas, na cultura
do pinhdo-manso (FRANCO e GABRIEL, 2008). Outras espécies vegetais cultivadas
também sdo consideradas hospedeiras de A. alternata como soja (BAIRD et al.,
1997), algodoeiro (PIZZINATTO et al., 2005), girassol (SALUSTIANO et al., 2005),
feijdo (MORAES e MENTEN, 2006), cenoura (PULZ e MASSOLA JR., 2009); oliveira
(TOFOLI et al., 2013) batata (VASCONCELOS; SILVA; CARVALHO, 2014). Nos
pomares de tangerinas e hibridos das principais regides produtoras do Brasil, a
mancha marrom de alternaria sido considerada a mais séria doenca fungica. Devido
seu alto grau de severidade regifes de clima umido, que faz com que o controle seja
muito dificil, ocasionou o abandono de plantios comerciais de variedades de
tangerinas e hibridos altamente suscetiveis (PERES; AGOSTINI; TIMMER, 2003).

Ceratocystis paradoxa é o fungo fitopatégeno causador da podriddo negra do
abacaxi. O agente etiologico da podriddo negra é o fungo Chalara (Thielaviopsis)
paradoxa (De Seynes) Hoehn, cuja forma teleomoérfica corresponde a Ceratocystis
paradoxa (Dade) C. Moreau. (SANTOS et al., 2012). E considerado um patégeno
agressivo e de dificil controle, cujo sintoma caracteristico é 0 progressivo
escurecimento e apodrecimento da casca e da polpa do abacaxi, inviabilizando a

comercializacdo dos frutos, principalmente para locais distantes (FERRARI, 2009). E
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uma doenca pos-colheita responsavel por elevadas perdas, principalmente em frutos
destinados a industria, devido ao tempo decorrido entre a colheita e o
processamento (MATOS, 2005). A podriddo do abacaxi também é uma doenca
economicamente importante em cana-de-acUcar, afetando seriamente a brotacdo
das gemas, o desenvolvimento e o vigor dos brotos. Areas problematicas
apresentam muitas falhas, ficando com aspecto irregular. Estas falhas podem
abranger grandes extensfes, exigindo em alguns casos o replantio. (CHAPOLA,
2010).

Fusarium proliferatum e F. verticillioides sdo fungos que ocasionam doencas
em plantulas, raiz, colmo, espiga e em grédos de milho (AGRIOS, 2005). A doenca
causada pelos dois fitopatbgenos apresenta 0sS mesmos sintomas, que
compreendem alteracdo da cor da medula passando por varias mudancas de
descoloracdo esbranquicada, rosa claro a salmdo até tornar-se marrom. Em
estadios mais avancados acontece perda da integridade do colmo formando-se
cavidades no interior da medula, podendo ocorrer amadurecimento prematuro e
quebra do colmo da planta (PEREIRA; CARVALHO; CAMARGO, 2005;
SHURTLEFF, 1980). As espécies de Fusarium sdo comumente associadas a
sementes de diversas culturas, ocasionando perda de germinacdo e vigor, e
auxiliando, também, no complexo de patébgenos que causam tombamento em
plantas. Em estudos realizados por Melo et al. (2007) e Mira e Sierra (2008), foram
constatada a presenca de Fusarium sp, em sementes de pinhdo-manso de
diferentes procedéncias. Também j& foi relatada a presenca de Fusarium sp.,
associada a podriddo seca dos ramos: pequenos ramos com folhas jovens nas
pontas secam e quebram facilmente (PADILHA e MONTERROSO 1999).

F. verticillioides é descrita como hospedeira em milho (RAMOS, D. et al.,
2014), porém ja foi encontrado associado a podriddo de raizes e sementes de
pinhdo-manso. (SHARMA et al., 2001; GOUR, 2006; KOBAYASTI et al., 2011)
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2.6 Producao de enzimas por bactérias endofiticas

As enzimas sdo em sua maioria proteinas, produzidas por todos o0s
organismos vivos, atuando como catalisadoras de reacdes quimicas de forma
seletiva como parte do processo essencial da vida, tais como digestéo, respiracao,
metabolismo e manutencéo de tecidos. Em outras palavras, sdo catalisadores
biologicos altamente especificos sendo fundamentais para qualquer processo
bioquimico (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011; NELSON e COX, 2014).

Os micro-organismos endofiticos sdo considerados um reservatorio para
novos metabolitos secundarios, apresentando grande potencial para a exploracédo
médica, industrial e agricola, (STROBEL, 2003; LACAVA e AZEVEDO, 2013).

As enzimas mais estudadas sdo aquelas de origem animal ou vegetal, no
entanto as enzimas de origem microbiana apresentam grande potencial para a
aplicac@o industrial, médica e agricola, devido a facilidade de producdo em larga
escala. Sao também mais facilmente expressas (clonadas) em organismos de cultivo
ja estabelecido e néo estdo sujeitas as limitacdes de producdo ou de suprimento
(GANDHI, 1997; SENA et al., 2006; COLEN, 2006). Na verdade, as enzimas de
origem microbiana tém elevado interesse biotecnolégico, tais como processamento
de alimentos, fabricacdo de detergentes, téxteis e produtos farmacéuticos, terapia
médica e biologia molecular (CARRIM et al., 2006;FALCH, 1991; PILNIK e
ROMBOUTS, 1985; RAO et al., 1998).

Os micro-organismos transportam nutrientes por meio da membrana
plasmética como compostos de baixa massa molecular. Para tal, eles secretam
exoenzimas, as quais hidrolisam as macromoléculas até atingir a forma e a
solubilidade necessaria para que sejam transportadas pela membrana (PUTZKE e
PUTZKE, 2002). Entre estas enzimas encontram-se as amilases, pectinases,
xilanases, celulases e proteases, importantes para diversos processos com
promissoras aplicacdes industriais. Enzimas de micro-organismos endofiticos ja
foram estudadas, incluindo alguns com potencial aplicacdo na industria, como as
amilases (STAMFORD et al., 2001; STAMFORD et al., 2002), proteases (REDDY et
al., 1996) e outros.

A utilizagdo de enzimas tais como amilases, lipases, proteases, celulases,
dentre outras, é bastante ampla nas industrias de alimentos, bebidas, farmacéutica,
téxtil e no tratamento de residuos (CHANDRASEKARAN, 1997). Assim sendo,
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estudos com enzimas vem crescendo e moléculas com maior eficiéncia tém sido
obtidas principalmente de micro-organismos (CASTRO et al., 2014). Zinniel et al.,
(2002), sugeriram que as bactérias endofiticas poderdo ser utilizadas, como
produtoras de enzimas degradativas, para controlar certas doencas de plantas ou
decompor produtos Uteis.

Como exemplo nas células vegetais, o amido é um polissacarideo de reserva
energética e muitos micro-organismos produzem amilases, que degradam esse
polimero em moléculas de glicose diretamente utilizaveis nas atividades metabolicas
celulares (PASCHOLATI, 1995). Sua aplicagéo industrial pode servir como aditivos
em detergentes, na sacarificagdo de amido e nas industrias de alimentos,
fermentacdo, papel e téxtil. Assim, a busca de micro-organismos amiloliticos se
justifica pelo amplo espectro de utilizacdo de amilases em varias areas industriais.

As lipases e esterases constituem um importante grupo de enzimas que estao
associadas ao metabolismo e a hidrdlise dos lipideos. Sdo amplamente distribuidas
na natureza, sendo encontradas em organismos animais e vegetais e, também, em
células de micro-organismos (REED, 1975). As enzimas lipoliticas constituem,
atualmente, importantes grupos de enzimas com enorme potencial para aplicacoes
biotecnolégicas (JAEGER e EGGERT, 2002).

As principais aplicagbes envolvem a producéo de detergentes, producédo de
laticinios, processamento de Oleos, biotransformacdes, produtos farmacéuticos,
producdo de agroquimicos, pesticidas e inseticidas (JAEGER et al., 1997). Espécies
de Bacillus e uma variedade de géneros tais como Aeromonas, Acinetobacter
Burkholderia, Lactobacillus, Micrococcus, Propionibacterium, Pseudomonas,
Staphylococcus e Streptococcus, tém se destacado na producdo de lipases
(SHARMA et al., 2001).

As proteases catalisam a quebra das ligacdes peptidicas e participam em
inumeros processos fisioldgicos com varias aplicacdes nas industrias de detergente
e de alimentos. Com intuito de diminuir a quantidade de poluentes relacionados ao
tratamento de couro, a utilizacdo de proteases se apresenta como uma saida
“ambiental” na substituicdo da utilizagdo de compostos toxicos e poluentes (RAO et
al., 1998). As proteases originadas de micro-organismos tém gerado maior interesse
pelas industrias, uma vez que, seu processamento pode ser realizado em grande

escala no laboratério.
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Considerando que o sucesso da descoberta de novos produtos consiste,
principalmente, em obter e descrever novos micro-organismos torna-se
imprescindivel sua busca em ambientes e condigcbes ainda pouco explorados
(AZEVEDO, 1998).

Varios trabalhos descrevem bactérias endofitcas com potencial
biotecnolégico para a producdo de enzimas isoladas de abacate (PRASAD e
DAGAR, 2014); arroz (MEHDIPOUR-MOGHADDAM et al., 2010); dendé (DJAFAR;
PURWADARIA; SINURAT, 2010); guarana (TSUI, 2012; BONATELLI, 2012);
jacarandd (CARRIM et al., 2006); manga (KANNAN; DAMODARAN;
UMAMAHESWARI, 2015); mangue (CASTRO et al. 2014); morango (DIAS et al.,
2009); plantas medicinais (JALGAONWALA e MAHAJAN, 2011; EL-DEEB; FAYEZ,
GHERBAWY, 2013); pimenta (AMARESAN; JAYAKUMAR; THAJUDDIN, 2014); soja
(HUNG e ANNAPURNA. 2004; ASSUMPCAO et al., 2009); tomate (MINOTTO et al.,
2014). Dentre as enzimas liticas produzidas por micro-organismos endofiticos,
destacam-se as quitinases, as B-1,3-glucanases, as celulales, lipases e proteases
gue sao capazes de degradar constituintes das paredes de fungos fitopatogénicos
(BARRAQUIO et al.,, 1997; CHIN-A-WOENG et al., 2003; STROBEL e DAISY,
2003).

2.7 Estudos da diversidade genética microbiana

2.7.1 Anélise do gene 16S rDNA para estudos de diversidade em comunidades

bacterianas

Os micro-organismos possuem uma enorme Vvariabilidade genética que
ocorreu durante a sua evolucdo, o que lhes confere a capacidade de adaptacéo a
diversos ambientes. Porém, algumas regides do seu genoma foram mantidas
conservadas, permitindo seu estudo taxonémico por meio de técnicas moleculares
(SEGHERS et al., 2003). Baseados na sequéncia dos genes ribossomais, Woese et
al., (1990), sugeriram uma nova classificagdo dos seres vivos, até entdo
classificados em cinco reinos (WHITAKER, 1969). Em procariotos, 0 gene mais
analisado é o 16S rDNA (AMANN; LUDWING; SCHLEIFER, 1995), fundamental
para o estudo molecular de bactérias e arqueias, onde € considerado como

crondmetro evolutivo (ROSADO et al., 1997). Este gene apresenta poucas variagdes
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nas diferentes espécies ao longo dos seus quase 1,4 Kb. E geneticamente estavel e
apresenta um tamanho suficiente para andlises filogenéticas (SEGHERS et al.,
2003). O sequenciamento do gene 16S rDNA pode permitir a identificacdo de micro-
organismos ao nivel de género e também ao nivel de espécie, e ainda possibilita
fazer correlacdes entre o gendtipo e o ambiente estudado (CHENEBY et al., 2000).
Com sua andlise é possivel ainda inferir a relacdo evolutiva entre espécies de

bactérias.
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3. OBJETIVOS
3.1 Obijetivo geral

Identificar molecularmente e caracterizar bioquimicamente bactérias
endofiticas isoladas da cultura do pinhdo-manso com potencial biotecnolégico para
promocado de crescimento vegetal e producdo de enzimas. Para isso, 0s objetivos

especificos do trabalho foram:

3.2 Obijetivos especificos

1) Caracterizacdo bioquimica in vitro dos isolados bacterianos endofiticos
quanto a fixacao bioldgica de nitrogénio, sintese de &cido indol acético (AlIA) e
solubilizac&o de fosfato;

2) Verificar a atividade antagonista in vitro dos isolados bacterianos contra os
fungos fitopatogénicos: Alternaria alternata, Ceratocystes paradoxa, Fusarium
prolifferatum e F.verticcilioides;

3) Analisar a atividades enzimaticas dos isolados bacterianos quanto a producao
de: amilase, celulase, esterase, lipase, pectinase e protease;

4) Identificacdo dos isolados bacterianos por meio da técnica de

sequenciamento do gene 16S rDNA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados bacterianos endofiticos

Foram utilizados setenta e dois isolados bacterianos da Colecao de Culturas
de Micro-organismos do Departamento de Morfologia e Patologia, Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude, UFSCar; isolados endofiticamente da cultura de

pinhdo-manso de acordo com Araujo et al., (2014).

4.2 Promocao de crescimento vegetal

4.2.1 Fixacéo bioldgica de nitrogénio (FBN)

A capacidade dos isolados em realizar o processo de FBN foi avaliada
qualitativamente in vitro. O meio de cultura NFb, livre de nitrogénio, foi preparado
contendo a seguinte composicdo em g.L™: acido malico, 5; K,HPO,4 0,5;
MgS0,4.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1; CaCl,.2H,0, 0,02; KOH, 4,5; e em mL: solugcdo de
micronutrientes, 2; solugcéo de azul de bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 2; solucéo de
FeEDTA (solucdo 1,64%), 4; e solugdo vitaminas, 1; pH 6,5 (DOBEREINER et al.,
1995). Foram utilizados tubos de ensaio de 20 x 70 mm, contendo 7 mL de meio de
cultura NFb semi-sélido, onde as linhagens foram inoculadas com alca de platina, a
partir de culturas crescidas em meio NFb semi-sélido, foram realizadas trés
repeticbes para cada isolado (QUECINE et al., 2012; ARAUJO et al., 2014). A
incubacédo foi realizada por 96 horas a 28°C. Apds esse periodo foi verificada a
formacdo de pelicula de crescimento préoximo a superficie dos tubos. Esse
procedimento foi realizado mais uma vez. A reinoculagdo sucessiva das linhagens é
realizada para confirmar se o crescimento ndo esta ocorrendo a custa de reservas
de nitrogénio das células, bem como para verificar a estabilidade dessa
caracteristica das linhagens (CATTELAN, 1999). Como controle positivo foi utilizado

a linhagem bacteriana do género Burkholderia sp.(BATISTA, 2012).
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4.2.2 Solubilizacao de fosfato inorgéanico

Para a andlise da capacidade de solubilizar fosfato setenta e dois isolados
bacterianos foram inoculados, em quadruplicada, em meio de cultura sélido
contendo: 10 g.L™ de glicose; 5 g.L! de NH4Cl; 1 g.L de NaCl; 1 g.L™ de
MgS04.7H,0; 0,8 g.L ™! de CaHPO,; 15 g.L™ de agar; pH 7,2 a 28°C por 120 horas. A
presenca de halo incolor ao redor das colbnias indicou a capacidade dos isolados
em solubilizar fosfato inorganico. Para fins semi-quantitativos, foram medidos os
didmetros dos halos claros formados ao redor de cada colénia (Dh), com auxilio de
um paquimetro, e os didmetros das colbénias correspondentes (Dc). Com os dados,
pdde-se calcular a razéo: (Dh) / (Dc). De modo que linhagens que solubilizam mais
fosfato, obtém maiores razdes e, portanto,apresentam maiores indices de
Solubilizacdo de Fosfato (ISF) (BERRAQUERO et al., 1976). De acordo com Silva
Filho e Vidor (2000), a solubilizacdo pode ser classificada como baixa (ISF<2),
meédia (2<ISF<3) e alta (ISF>3).

4.2.3 Producdo de &cido indol acético (AlA)

Para a deteccdo e quantificacdo da producdo de AIA, utlizou-se a
metodologia originalmente proposta por Bric et al., (1991), que foi adaptado para o
método quantitativo (HUSEN, 2003). Os 72 isolados bacterianos foram cultivados
em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio tripticaseina de soja (TSB) 10% + L-
triptofano (5mM) e incubadas a 28°C no escuro por 72 horas, sob agitacao
constante. ApGs este periodo coletou-se 2 ml da suspenséao bacteriana, centrifugou-
se por 5 minutos a 10.000 g e 900 uL do sobrenadante foi coletado e colocados em
cubetas de 1,5 ml e adicionados 400 yL do Reagente de Salkowski (2mL de FeCI3
(0,5 mol L) e 98 mL de HCIO4 (35%)). Apdés 30 minutos de incubacdo a28°C foi
realizada a leitura das amostras em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
520 nm de absorbancia. Como controle negativo utilizou-se apenas o meio de
cultura TSB 10% com L-triptofano (5mM) acrescido do Reagente de Salkowski.

As leituras foram normalizadas por meio de curva padrdo, calculada com
base em doses conhecidas do hormdnio sintetizado (Sigma), nas seguintes
concentracdes: 1, 5, 25, 50, 75 e 100 pg/mL™. A coloracéo rosa-avermelhada das

amostras indicou a producao de auxinas. Os testes foram realizados em triplicata.
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4.2.4 Atividade antagbnica contra fungos fitopatogénicos

Para analisar antagonismos dos isolados bacterianos endofiticos contra
fungos fitopatogenos foram realizados testes de antagonismo in vitro. Os fungos
fitopatogénicos utilizados nos ensaios foram: Alternaria alternata; Ceratocystes
paradoxa; Fusarium prolifferatum e F. verticilioides. As linhagens fitopatogénicas
foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maria Carolina Quecine e Prof. Dr. Jo&do
Luacio de Azevedo, do Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura
“‘Luiz de Queiroz’, Universidade de S&o Paulo — ESALQ/USP. Os isolados
bacterianos foram avaliados quanto a capacidade antagonista a diferentes géneros
de fungos fitopatogénicos pelo método da cultura pareada (MARIANO, 1993;
ASSUMPCAO et al., 2009; SILVA, 2015). Para isso, primeiramente foi realizada uma
selecdo massal, onde os isolados bacterianos foram repicados em forma de estrias
em quatro pontos equidistantes nas extremidades das placas contendo o meio
batata-dextrose-agar (BDA) (figura 1) e incubadas a 28°C. Depois de 24 horas,
discos de meio BDA, com as estruturas dos fungos fitopatogénicos medindo 0,5 cm
de diametro foram depositadas no centro de cada placa. As placas foram incubadas
novamente a 28°C por até 96 horas. Uma placa contendo apenas um disco com
micélio do fitopatbgeno no centro serviu de parametro para indicar o momento de
avaliar a inibicdo (momento em que o fungo atingiu as extremidades da placa),

realizada por meio de analise visual e em apenas uma repeticéo por isolado.
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Figura 1. Modelo esquemético de uma placa de Petri; representando a metodologia para avaliacdo
massal de antagonismo in vitro dos isolados bacterianos endofiticos do pinhdo-manso em relacdo ao
fungo fitopatogénico. Isolado 1, 2, 3, e 4 representam os isolados bacterianos e o disco com letra “X”
no centro da placa Petri representa o fungo testado.

4241 Técnica de pareamento direto in vitro

Para a realizacao deste ensaio, discos contendo cerca de 0,5 cm de diametro
cortados de placas de Petri contendo os fungos fitopatogénicos ja cultivados em
meio BDA foram colocados em um dos lados de uma outra placa de Petri e, do outro
lado (figura 2), os isolados bacterianos endofiticos selecionados na primeira etapa
(Item 4.2.4) foram inoculados com o auxilio de um palito descartavel e esterilizado,
de acordo com o Método da cultura pareada ou Pareamento (MARIANO, 1993). A
presenca de um halo de inibicdo no crescimento do fungo indica isolados com
atividade antagbnica. A avaliacdo do experimento foi realizada quando o controle
(placa contendo apenas o disco fungico) apresentou o crescimento de uma
extremidade a outra da placa de Petri. As placas foram incubadas por 3 a 7 dias a
temperatura de 28°C, sendo o teste realizado em triplicata.
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Figura 2. Modelo esquemético de uma placa de Petri; representando a metodologia para avaliacdo
massal de antagonismo in vitro dos isolados bacterianos endofiticos do pinhdo-manso em relagédo ao
fungo fitopatogénico. Isolado “Y” representa o isolado bacteriano selecionado na etapa anterior
(Figura 1) e o disco com letra “X” na outra extremidade da placa Petri representa o fungo testado.

Os isolados bacterianos que produziram bons resultados, ou seja,
conseguiram inibir o crescimento do patégeno com formacdo de um halo entre os
isolados e o micélio do fungo, foram novamente testados com os fitopatégenos, em
um ensaio individual semiquantitativo.

As culturas bacterianas foram novamente repicadas em meio TSA apds 48
horas de incubacdo a 28° C foram transferidas para 5 ml de &gua deionizada
autoclavada, e a absorbancia (550 nm) das culturas foi medida para que o ensaio
fosse realizado com aproximadamente 10% células bacterianas/ml. Em uma
extremidade da placa foram inoculados 10 ul da solugao bacteriana e, no mesmo
dia, no centro da placa de Petri foi inoculado um disco de 0,5 cm de diametro do
patégeno. As placas foram incubadas de 5 a 7 dias a temperatura de 28° C, em

triplicata.
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4.3 Producéao de enzimas

A atividade enziméatica dos isolados bacterianos foram avaliados qualitativa e
semi-quantitativamente (ARAUJO et al., 20014). Inicialmente, os isolados foram
crescidos em meio tripticaseina de soja (TSB) e em seguida semeados em placas de
Petri contendo os meios de cultura especifico para cada enzima, apds o crescimento
microbiano foi observado a presenca ou auséncia de determinada atividade
enzimatica, por meio de formacéo de halo em torno da coldnia. Para analise semi-
guantitativa, as colonias em placas de Petri foram suspensas em tubo conico, tipo
falcon, contendo 4gua destilada esterilizada e eluidas na mesma densidade Optica
(D.0), sendo 550 nm = 0,1 (aproximadamente 10® UFC). Dessa solucdo, foram
inoculados 10 uL na placa contendo o meio de cultura especifico. Os isolados
bacterianos foram analisados quanto a sua capacidade de produzir as enzimas
amilases; celulases; lipases, esterases; proteases e pectinases (pectato li ases e
poligalacturonase) (ARAUJO et al., 2014).

4.3.1 Atividade amilolitica

Os isolados foram cultivados em meio minimo M9 contendo 200mL™ de
solucéo estoque (64g.L™" de Na,HPO,.7H,0; 15g.L™" de KH,PO,; 2,59.L" de NaCl;
5g.L"" de NH.CI); 2mL™" de MgSO, 1M; 0,1mL™ de CaCl2 1M, 10g.L™ de glicose e
15g.L™ de &gar, pH 7,2 contendo 0,5% de extrato de levedura e 1% de amido solGvel
a 28°C durante 48 horas. Apds o crescimento bacteriano foram adicionados 10 mL
de solucdo de lodo e entdo lavados quase que imediatamente com &agua. A

presenca de um halo incolor em torno da colénia indicou a producéo de amilase.
4.3.2 Atividade celulolitica

As bactérias foram cultivadas em meio minimo M9 contendo: 200mL™ de
solucdo estoque (64g.L™" de Na,HPO,.7H,0; 15g.L™" de KH,PO4; 2,59.L™" de NaCl;
5g.L" de NH4CI); 2mL™* de MgSO,4 1M; 0,1mL™ de CaCl2 1M, 10g.L™ de glicose e
15g.L* de &gar, pH 7,2 contendo 0,5% de extrato de levedura, 1% de
carboximetilcelulose (CMC) a 28°C durante 48 horas. ApGs o crescimento bacteriano

foram adicionados 10 mL do corante Vermelho Congo, depois de 15 minutos as
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placas foram lavadas com NaCl 5M segundo a metodologia proposta por Teather e
Wood (1982). A presencga de um halo amarelado ou incolor em torno da colénia apés

a adicdo de NaCl indicou a secrecao de celulase.
4.3.3 Atividade lipolitica e esterolitica

As bactérias foram cultivadas em meio de Lipase/Esterase contendo: 10g.L™
de Peptona; 5g.L™ de NaCl; 0,1g.L™ de CaCl2.2H20 e 15g.L™* de Agar, pH 7.4 a.
ApoOs o esterilizagdo do meio de cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 20,
previamente esterilizado. Apds a incubacédo a 28°C durante 48 horas, a formacao de
um halo formado por cristais ao redor da colbnia bacteriana indicou a secrecéo de
lipases.A metodologia utilizada para a avaliacdo da producdo de esterase foi a
mesma utilizada para a lipase, porém apés a esterilizacdo do meio de cultura foi
adicionado 1% (v/v) de Tween 80, previamente esterilizado. A formacdo de um halo

claro ao redor da colbnia bacteriana indicou a secre¢ao de esterases.
4.3.4 Atividade proteolitica

As bactérias foram cultivadas em meio Protease contendo: 5g.L™ de triptona;
2,59.L" de extrato de levedura; 1g.L™* de glicose; 2,5g.L™* de NaCl e 15g.L™ de Agar,
pH 7,0. Apos a esterilizacdo adicionou-se 100 mL de leite desnatado. Apds a
incubagédo a 28°C durante 48 horas, a formagdo de um halo ao redor da colonia

indicou a secrec¢éo de proteases.
4.3.5 Atividade pectinolitica

As bactérias foram cultivadas em meio minimo M9 contendo: 200mL™ de
solucdo estoque (64g.L™" de NayHPO,.7H,0; 15g.L™" de KH,POy4; 2,5g.L™" de NaCl;
5g.L" de NH4CI); 2mL™* de MgSO4 1M; 0,1mL™ de CaCl, 1M, 10g.L™* de glicose e
15g.L ™ de &gar, pH 5,0 contendo 0,5% de extrato de levedura, 1% de pectina (v/v) a
28°C durante 48 horas. Ap0s o crescimento bacteriano foram adicionados 10 mL de
lugol e em seguida efetuou-se a lavagem com &gua. A presenca de um halo incolor
em torno da coldnia indicou a secre¢éo de pectinases. A metodologia utilizada para

a avaliacédo da producéo de pectato liases € a mesma utilizada para a verificacao de
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pectinases, ajustando somente para pH 8,0. A presenca de um halo incolor em torno
da col6nia indicou a secrecéo de pectato liases.

4.3.6 Indice enzimatico e andalise estatistica

A atividade enzimatica de bactérias endofiticas foi avaliada semi-
guantitativamente; para isso, todas as bactérias foram testadas nos meios de
culturas especificos, e somente as que deram resultados positivos foram analisadas
semi-quantitativamente, pela medi¢cdo do didmetro do halo e da colénia com régua

milimetrada sendo determinado o indice Enzimatico (IE), conforme a férmula abaixo:

didmetro do halo
IE

" diametro da coldnia

Os maiores valores de IE indicam maior produtividade enzimética. Todos 0s
testes foram realizados em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia, utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011). As médias foram

comparadas pelo teste de Scott-knott, a 5% de significancia.

4.4  Identificagdo molecular dos isolados bacterianos

4.4.1 Extracdo de DNA das bactérias endofiticas

Os isolados bacterianos selecionados foram crescidos em meio TSB
(HIMEDIA), e incubados por 2 dias a 28°C, sob agitacdo (150 rpm). A cultura
bacteriana foi centrifugada a 10.000 g por 2 minutos, e ao precipitado obtido foram
adicionados 500 uL de tampéao de extracdo (TE — Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM,
ambos pH 8,0), 80 uL de SDS (Dodecil Sulfato de S6dio)10% e 0,5 g de silica (0,1
mm). Em seguida, a suspensao foi agitada em homogeneizador de Células (Agao
Cientifica) por 1 minuto a 10.000 g, e em seguida, centrifugada por 10 minutos a
10.000 g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado a ele 500
ML de fenol, sendo entdo a suspensdao homogeneizada por inversédo e centrifugada
nas condigbes anteriores. O sobrenadante foi, entdo, transferido para outro tubo e

adicionados 500 uL de cloroférmio. A solugdo foi homogeneizada por inversao e



45

centrifugada novamente. O sobrenadante foi transferido para novo tubo com 500 pL
de fenol/cloroférmio/alcool isopropilico (5:4:1), homogeneizado, centrifugado por 7
minutos a 10.000 g e coletado. Em seguida, foram adicionados 4 yl de NaCl (5 M) e
400 pl de isopropanol. A mistura foi deixada por 5 minutos a temperatura de -20°C e
centrifugada por 10 minutos a 10.000 g. O DNA foi lavado com etanol 70%, seco a
40°C por 30 minutos e eluido em 50 pL de agua deionizada esterilizada.

A integridade do DNA extraido foi avaliada por meio de gel de eletroforese em
gel de agarose (0,8% p/v) a (3 volts.cm-1) em tampédo TEB 1x e corado com SYBR
Green, utilizando o marcador molecular Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder.

4.4.2 Amplificacdo do gene 16S rDNA pela reacédo de PCR

A amplificacdo do gene 16S rDNA foi realizada por meio da extracdo de DNA.
Para as reacbes de PCR foram utlizados os primers RD1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3) e FD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
(WEISBURG et al., 1991), e a reacdao foi realizada nas seguintes condicdes: 3,75
mM de MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 M de cada primer, 2,5 U de Tag DNA
polimerase (Sinapse Inc.), Tampao 10X, num volume final de 50 yl. O gene 16S
rDNA foi amplificado com desnaturacao inicial de 10 minutos a 94°C, seguido de 35
ciclos de 30 segundos a 94°C; 1 minuto a 62,5° C; 1 minuto a 72°C, e uma extensao
final de 7 minutos a 72°C em termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied
Biosystens).

O produto das reacdes foi analisado em gel de agarose (1% p/v) em tampéo
TEB 1x e corado com SYBR Green, utilizando o marcador molecular Tracklt™ 1 Kb
Plus DNA Ladder.

4.4.3 Purificagcdo do DNA, Sequenciamento de regides 16S rDNA e analise das

sequéncias

Os fragmentos do gene 16S rDNA foram purificados com um kit de purificacao
(llustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), de acordo com as especificagdes do fabricante. As amostras
foram sequenciadas no laboratério Genoma, no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo — CENA/USP.


http://en.wikipedia.org/wiki/SYBR_Green_I
http://en.wikipedia.org/wiki/SYBR_Green_I
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As sequéncias obtidas a partir do gene 16S rDNA foram utilizadas para
identificacdo dos isolados nos bancos de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information — http://ncbi.nim.nih.gov), por meio do Blastn. Foram
consideradas sequéncias com dissimilaridade menor ou igual a 3% com as do banco

de dados.

4.4.4 ldentificacdo dos isolados bacterianos

A identificacdo das espécies bacterianas foi baseada no melhor valor de
resultado obtido quanto a similaridade. As sequencias obtidas a partir do
sequenciamento foram utilizadas para identificacdo dos isolados. Esta analise
realizada pelo software MEGA 5 (TAMURA et al., 2011), onde as sequencias foram
comparadas a sequencias tipo com base nos resultados observados no BLASTn. As
sequéncias determinadas foram alinhadas e editadas usando o programa MEGA
versao 5 (TAMURA et al., 2011) com o agrupamento pelo método “Neighbor-Joining”
(SAITOU e NEI, 1987), usando-se “p-distance” para nucleotideos com a opgao “the

pairwise gap deletion” e usando bootstrap com 10.000 repeti¢des.
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5. RESULTADOS

5.1 Promocdao de crescimento vegetal

5.1.1 Fixacao Biol6gica de Nitrogénio

Vinte e nove isolados bacterianos endofiticos (40% do total) foram capazes de
crescer e formar pelicula em meio de cultura semi-sélido livre de nitrogénio (Figura
3) por duas inoculagfes sucessivas sugerindo a fixacdo bioldgica de nitrogénio por
esses isolados bacterianos. Os resultados para todos os isolados testados estao

apresentados no Anexo Al e A2.

Figura 3. Fixac@o de nitrogénio observada pela formagdo da pelicula em meio NFb semi-sdlido
inoculado com o isolado endofitico (cod 36A)

5.1.2 Solubilizag&o de fosfato inorganico

Dos setenta e dois isolados bacterianos avaliadas quanto a capacidade de
solubilizagédo de fosfato em meio sélido contendo CaHPO,; trinta e um apresentaram
halo em torno das col6nias (Figura 4); representando 43% do total de isolados
testados e indicando o potencial de solubilizacdo de fosfato pelos mesmos. Os
resultados séo apresentados no Anexo A.

De acordo com Silva Filho e Vidor (2000), podemos organizar os isolados

com resultados positivos para solubilizacdo de fosfato em trés classes: Isolados com
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baixo potencial de solubilizacdo (ISF<2), com médio potencial de solubilizacdo
(2<ISF<3) e com alto potencial de solubilizagéo (ISF>3). Os isolados2, 4, 63, 63B,
75 e 91 apresentaram alto potencial de solubilizacdo (ISF>3). Ja os isolados 1, 36A,
41A, 41B e 54A apresentaram baixo potencial de solubilizacdo (ISF<2).

Alguns isolados apresentaram halo na selecdo qualitativa, porém nao foi
possivel quantificar devido a falta de crescimento dos mesmos. No total, foram
quinze isolados nos quais o potencial de solubilizacdo néo foi possivel quantificar;

sendo assim, classificados como néo identificados (NI).

Figura 4. Representacéo do didmetro dos halos indicadores de solubilizagdo (Dh) e do diametro da
colénia (Dc), em meio contendo fosfato de calcio insoltvel, formados por isolado bacteriano positivo,
inoculado em quadruplicada com o isolado (céd 4).

5.1.3 Producéo de &cido indol acético (AlA)

Dos setenta e dois isolados bacterianos avaliados para a producdo de AlA,
cinquenta (69% do total) foram positivos. Os valores de producdo de AIA entre todos
os isolados com resultados positivos variaram de 0,14 ug.mL™* a 84,11 pg.mL™
(Anexo Al e A2).

Os valores obtidos neste estudo foram comparados com os resultados obtidos
por meio de curva padrdo, calculada com base em doses conhecidas do horménio
sintetizado (Sigma), nas concentracdes de 1, 5, 25, 50, 75 e 100 pg.mL™* ou pg.mL™.
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A coloragao rosa-avermelhada das amostras indicou a produgéo de auxinas (Figura
5) (BATISTA, 2012; ARAUJO et al., 2014).

Figura 5. Solugcbes para a construcdo da curva padrdo com diferentes concentracbes de AIA
comercial (Sigma) (ARAUJO et al., 2014).

5.1.4 Atividade antagbnica contra fungos fitopatogénicos

Dos setenta e dois isolados bacterianos endofiticos testados contra os fungos
fitopatdgenos, vinte e seis apresentaram alguma atividade antagbnica contra o fungo
Alternaria alternata, nove contra Ceratocystis paradoxa, dezesseis contra Fusarium
prolliferatum e dezessete contra F. verticillioides, conforme demonstrado no anexo
B. Para os testes semi-quantitativos os isolados bacterianos com potencial
antagonico ndo apresentaram halo de inibicAo sob os fungos fitopatogénicos
avaliados.

As porcentagens totais de isolados bacterianos endofiticos com potencial
antagbnico testados contra as quatros espécies de fungos fitopatogénicos séo
apresentados nas figuras 6 e 7.
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A. altemata C. paradoxa F. prolliferatum F. verticillioides

Figura 6. Atividade antag6nica dos isolados bacterianos endofiticos contra os fungos fitopatogénicos
Alternaria alternata, Ceratocystis paradoxa, Fusarium prolliferatum e F. verticillioides.

Figura 7. (A) Atividade antagbnica do isolado endofitico do pinh&o-manso (c6d 55A) versus o fungo

fitopatogénico C. paradoxa. B) controle: fungo C. paradoxa sem nenhum isolado bacteriano.
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5.2 Producao enzimética

Dos setenta e dois isolados bacterianos avaliados, dezesseis isolados
apresentaram atividade amilolitica, vinte e um isolados apresentaram atividade
celulolitica, quinze isolados apresentaram atividade esterolitica, vinte e dois isolados
apresentaram atividade lipolitica, para atividade proteolitica treze isolados
apresentaram atividade da poligalacturonase e trinta e um isolados apresentaram
atividade de pectato liases e vinte e sete isolados apresentaram atividade
proteolitica. As porcentagens totais de atividade enzimética de todos os isolados

bacterianos endofiticos testados séo apresentados na figura 8:

o 100 -
e
w
T
E 75
e
[
o
o 50
=
5
o 25
o
ad
o
[ ] o T T T T T T
g & o & l_g?‘ 2 & &
S & & & o &
B cF o5 Q}{b @k@ ¥
3 q‘?‘:'

Figura 8. Atividade enzimatica dos isolados bacterianos endofiticos.
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Figura 9. Testes semi-quantitativo de atividade enzimética por bactérias endofiticas isoladas do
pinhdo-manso: A) Producdo de celulase; B) Producdo de lipase; C) Producdo de pectinase; D)

Producéo de protease.
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5.2.1 Atividade amilolitica

Os dezesseis isolados bacterianos que apresentaram atividade amilolitica
foram analisados em teste semi-quantitativo, por meio do célculo do indice
enzimatico (IE) (figura 8). Os valores obtidos foram diferenciados estatisticamente
entre quatro grupos: treze isolados apresentaram valor de 1,00 de IE; um isolado
apresentou valor 1,23 de IE; um isolado apresentou valor 1,33 de IE e um isolado

apresentou valor de 2,18 IE, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Dados estatisticos da atividade amilolitica de bactérias endofiticas.

Isolados | Média do IE | Grupo estatistico
(Scott-knott)

4 2,18 A
9 1,00 D
12 1,00 D
14 1,00 D
15 1,00 D
21 1,00 D
36A 1,00 D
41A 1,00 D
41B 1,00 D
46A 1,00 D
50 1,10 D
54A 1,00 D
55A 1,23 C
63 1,00 D
63B 1,00 D
95 1,33 B
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5.2.2 Atividade celulolitica

Os vinte e um isolados que apresentaram atividade celulolitica (Figura 9a)
foram analisados em teste semi-quantitativo, por meio do célculo do IE. Os valores
obtidos foram diferenciados estatisticamente entre quatro grupos: seis isolados
apresentaram valores entre 1,00 a 1,03 de IE; seis isolados apresentaram valores
entre 1,13 a 1,22 de IE; sete isolados apresentaram valores entre 1,30 a 1,44 de IE
e dois isolados obtiveram valores de 1,62 e 1,77 de IE, conforme mostrado na tabela
2.

Tabela 2. Dados estatisticos da atividade celulolitica de bactérias endofiticas.

Isolados | Média do IE | Grupo estatistico
(Scott-knott)

2 1,44 B
4 1,17 C
12 1,32 B
20 1,35 B
21 1,62 A
36A 1,00 D
41A 1,33 B
41B 1,30 B
46A 1,00 D
46B 1,00 D
50 1,77 A
54A 1,038 D
55 1,00 D
55A 1,33 B
63B 1,30 B
66 1,13 C
66B 1,13 C
75 1,13 C
91 1,22 C
92 1,02 D
95 1,22 C
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5.2.3 Atividade esterolitica

Os quinze isolados que apresentaram atividade esterolitica foram analisadas
em teste semi-quantitativo, por meio do célculo do IE. Os valores obtidos foram
diferenciados estatisticamente entre dois grupos: oito isolados apresentaram valores
entre 1,80 a 1,93 de IE e sete isolados apresentaram valores entre 1,95 a 2,08 de

IE, conforme mostrado na Tabela:

Tabela 3.Dados estatisticos da atividade esterolitica de bactérias endofiticas.

Isolados | Média do IE | Grupo estatistico
(Scott-knott)

2 1,84 B

4 2,08 A
20 1,80 B
23 2,00 A
24 1,84 B
25 1,93 B
26 2,05 A
28 2,03 A
29 2,00 A
66 1,91 B
66B 1,92 B
73 1,83 B
75 1,95 A
78 1,93 B
79 2,05 A
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5.2.4 Atividade lipolitica

Os vinte e dois isolados que apresentaram atividade lipolitica (Figura 9b)
foram analisadas em teste semi-quantitativo, por meio do célculo do IE. Os valores
obtidos foram diferenciados estatisticamente entre oito grupos: dois isolados
apresentaram valores de 1,16 e 1,18 de IE; dois isolados apresentaram valores de
1,43 e 1,46 de IE; quatro isolados apresentaram valores entre 1,60 a 1,76 de IE; dois
isolados apresentaram valores de 1,85 e 1,94 de IE; seis isolados apresentaram
valores entre 2,11 a 2,36 de IE; dois isolados apresentaram valores de 2,53 e 2,60
de IE; dois isolados apresentaram valores de 2,81 e 2,85 de IE e dois isolados

apresentaram valores de 3,03 e 3,21 de IE, conforme mostrado na Tabela 4:

Tabela 4. Dados estatisticos da atividade lipolitica de bactérias endofiticas.

Isolados | Média do IE | Grupo estatistico
(Scott-knott)

Al 1,18 H
2 2,53 C
4 2,25 D
14 1,16 H
23 2,11 D
24 3,21 A
25 2,85 B
26 2,60 C
28 2,81 B
29 3.03 A
31 2,36 D
32 1,43 G
33 1,46 G
34 1,60 F
54A 1,76 F
66 2,14 D
66B 2,31 D
73 1,60 F
75 2,25 D
78 1,72 F
79 1,94 E
89 1,85 E
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5.2.5 Atividade pectinolitica

Os treze isolados que apresentaram atividade pectinolitica (poligalacturonase)
(Figura 9c) foram analisadas em teste semi-quantitativo, por meio do calculo do IE.
Os valores obtidos foram diferenciados estatisticamente entre quatro grupos: oito
isolados apresentaram valor de 1,00 de IE; um isolado apresentou valor 1,15 de IE;
um isolado apresentou de 1,17 de IE; dois isolados apresentaram valor 1,20 de IE e

um isolado apresentou valor 2,00 de IE, conforme mostrado na Tabela 5:

Tabela 5. Dados estatisticos da atividade pectinolitica (poligalacturonase) de

bactérias endofiticas.

Isolados Média do IE Grupo estatistico
(Scott-knott)

4 2,00 A

20 1,20 B

21 1,00 E

23 1,00 E
41A 1,15 D
41B 1,17 C

44 1,00 E

50 1,00 E
5A4 1,00 E

55 1,00 E
55A 1,20 B

92 1,00 E

95 1,00 E

Os trinta e um isolados que apresentaram atividade pectinolitica (pectato
liase) foram analisadas em teste semi-quantitativo, por meio do céalculo do IE. Os
valores obtidos foram diferenciados estatisticamente entre cinco grupos: quatorze
isolados apresentaram valores entre 1,00 a 1,08 de IE; quatro isolados
apresentaram valores entre 1,33 a 1,48 de IE; oito isolados apresentaram valores
entre 1,58 a 1,84 de IE; quatro isolados obtiveram valores entre 2,02 a 2,22 de IE e

um isolado apresentou valor 2,63 de IE, conforme mostrado na Tabela 6:



Tabela 6. Dados estatisticos da atividade pectinolitica (pectato liase) de bactérias

endofiticas.

Isolados Média do IE Grupo estatistico
(Scott-knott)

Al 1,08 E
A2 1,84 C

1 1,08 E
4 2,63 A

5 1,00 E

7 1,83 C
12 1,48 D
15 1,59 C
20 2,12 B
21 2,04 B
23 1,00 E
36A 1,73 C
37 1,00 E
41A 1,33 D
41B 1,35 D
44 1,63 C
46A 1,33 D
46B 1,58 C
50 2,02 B
53 1,00 E
54A 1,00 E
55 1,00 E
55A 1,69 C
58 1,00 E
61 1,00 E
63D 1,00 E
70 1,00 E
88 1,00 E
89 1,00 E
92 1,74 C
95 2,22 B

58
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5.2.6 Atividade proteolitica

Os vinte e sete isolados que apresentaram atividade proteolitica (Figura 9c)
foram analisadas em teste semi-quantitativo, por meio do célculo do IE. Os valores
obtidos foram diferenciados estatisticamente entre seis grupos: um isolado
apresentou valor 1,00 de IE; quatro isolados apresentaram valores entre 1,24 a 1,33
de IE; seis isolados apresentaram valores entre 1,14 a 1,58 de IE; cinco isolados
apresentaram valores entre 1,66 a 1,87 de IE; dez isolados apresentaram valores
entre 2,26 a 2,48 de IE e dois isolados apresentaram valores 2,65 e 2,81 de IE,

conforme mostrado na Tabela 7:

Tabela 7. Dados estatisticos da atividade proteolitica de bactérias endofiticas

Isolados Média do IE Grupo estatistico
(Scott-knott)

Al 1,71 C
2 2,46 B
4 1,87 C
5 1,50 D
12 2,31 B
15 1,24 E
21 1,28 E
37 1,66 C
41A 1,50 D
41B 1,45 D
44 1,33 E
53 1,69 C
55 2,26 B
55A 2,81 A
58 2,48 B
61 1,58 D
63D 1,50 D
66 2,30 B
66B 2,44 B
70 1,53 D
75 2,43 B
80 1,74 C
88 2,48 B
89 2,65 A
91 2,26 B
92 1,00 F
95 2,26 B
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5.3 Identificac&o dos isolados bacterianos endofiticos

Dentre os setenta e dois isolados endofiticos, vinte e cinco foram
identificados, por sequenciamento parcial do gene 16S rDNA. O critério de sele¢éo
para o sequenciamento foi baseado na morfologia das bactérias, tentando abranger
os diferentes aspectos fenotipicos apresentados pelas linhagens. As sequéncias
obtidas do gene 16S rDNA foram comparadas com sequéncias do GenBank através
do programa BLASTn (NCBI — www.ncbi.nih.gov). Na tabela 8 sdo apresentadas as
linhagens e suas respectivas identificacdes de similaridade do 16S rDNA em

100%utilizando fragmentos de 600pb.

Tabela 8. Caracterizacdo por similaridade obtida a partir da comparacdo das
sequencias parciais do gene 16S rDNA de bactérias endofiticas isoladas do pinh&o-
manso com as sequencias obtidas no banco de dados GenBank através da

ferramenta BLASTn.

Isolado Identificacéo Similaridade N°de Acesso
(%)

Al Bacillus sp. 100% KT003271.1
1 Bacillus sp. 100% KR094815.1
5 Bacillus sp. 100% LN851878.1

41A Bacillus sp. 100% CP010586.1

41b Bacillus sp. 100% CP010586.1

44 Bacillus sp. 100% KT003255.1

53 Bacillus sp. 100% KT222783.1
54 Bacillus sp. 100% CP010586.1

55A Bacillus sp. 100% KT221512.1

58 Bacillus sp. 100% KR476389.1

63D Bacillus sp. 100% KR476389.1

70 Bacillus sp. 100% LN851878.1
89 Bacillus sp. 100% KT221512.1
92 Bacillus sp. 100% KT003255.1

63B Citrobacter sp. 100% KR190415.1

32 Curtobacterium sp. 100% KP330257.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/807782929?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UARTJGGX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/873985033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UN0UU5A3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/873985033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UN0UU5A3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/849027275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UB0ZE0KP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/870763125?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UWSPBW7W013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/873985033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UWSC6NZZ016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/870746308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UX1VC04E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/849976776?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UB1BSGGC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/849976776?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UB1BSGGC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880796843?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UX3C5JU3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/870746308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UX1VC04E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/849027275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UB2GP0TV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/861557486?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UWT5MEE8016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/822657174?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UN0HSF87014
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Tabela 8. Caracterizacado por similaridade obtida a partir da comparacao das
sequencias parciais do gene 16S rDNA de bactérias endofiticas isoladas do
pinh&o-manso com as sequencias obtidas no banco de dados GenBank através

da ferramenta BLASTn. (continuacao)

Isolado Identificacéo Similaridade N°de Acesso
(%)

33 Curtobacterium sp. 100% KC550178.1
77 Enterococcus sp. 100% KT205681.1
87 Enterococcus sp. 100% LN851878.1

7 Microbacterium sp. 100% KP739252.1

42 Microbacterium sp. 100% LN851883.1
47 Microbacterium sp. 100% JX471120.1
63C Microbacterium sp. 100% KF933512.1
14 Promicromonosporaceae sp. 100% FN178373.1

19 Sanguibacter sp. 100% Y09657.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449043508?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UN0BAM1001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/854937652?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UX1PKJBF013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880796843?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UX3C5JU3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880796848?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UWNWYP45013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401834956?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UX2YKEXG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/827666148?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UWU42RH301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2462695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=UMXPXNTA015
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6 DISCUSSAO

A necessidade de aliar o aumento da demanda por combustiveis a
preocupacdo com o meio ambiente levou ao interesse cada vez maior de se utilizar
a biomassa disponivel no planeta (SUAREZ et al., 2009). Residuos domésticos e
agroindustriais estdo sendo utilizados como matérias-primas para a producdo de
biocombustivel de primeira geracdo como o biodiesel e o etanol (DEMIRBAS, 2009).

O Brasil possui potencial para produzir mais de 2,5 bilhées de litros/ano de
biodiesel e, juntamente com a Malésia, Indonésia, Argentina e Estados Unidos,
integra o topo dos cinco paises com o maior potencial para producdo de biodiesel
(JOHNSTON e HOLLOWAY, 2007). Nesse sentido, o pinhdo-manso tem sido
considerada uma oleaginosa promissora para producdo de biodiesel por alguns
autores (DRUMOND et al., 2008; SATURNINO et al., 2005),

Micro-organismos endofiticos jA& sdo descritos como promotores de
crescimento vegetal devido a capacidade de algumas bactérias em fixar nitrogénio
atmosférico, solubilizar fosfato e produzir auxinas (VERMA et. al. 2001; KUKLINSKY -
SOBRAL et al., 2004, MENDES et al., 2007; LACAVA e AZEVEDO 2013). Em um
estudo realizado por Schimidt (2012), sobre ocorréncia de bactérias endofiticas na
cultura do pinhdo-manso identificaram oito géneros de bactérias endofiticas:
Acinetobacter; Bacillus; Burkholderia; Microbacterium; Pseudomonas; Salmonella;
Staphylococcus e Serratia.

Tendo em vista que o teste de um grande numero de linhagens em condicdes
naturais (in vivo) é extremamente laborioso, o presente estudo foi baseado em
técnicas in vitro para a selecdo de linhagens promissoras para promoc¢ao de
crescimento e producdo de enzimas. Tais técnicas fornecem uma base para a
selecao inicial de bactérias promotoras de crescimento de plantas e que poderao ser
utilizadas testes futuros sob condi¢des in vivo (CASTRO, 2011; BATISTA, 2012,
SILVA, 2015).

A fixacao biologica de nitrogénio é considerada o segundo processo bioldgico
mais importante depois da fotossintese (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; TAIZ e
ZEIGER, 2009; ZAMBUDIO e FERREIRA; 2012). Alguns géneros de bactérias séo
capazes de captar o nitrogénio (N,) presente no ar (78% dos gases da atmosfera) e
transforma-lo em N assimilavel pelas plantas. A FBN é uma das tecnologias

agricolas que compdem os compromissos assumidos pelo Brasil na COP-15,
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realizada em Copenhague em 2010, e que prevéem a reducdo das emissdes de
gases de efeito estufa entre 36,1% e 38,9%, 0 que significa uma reducdo que gira
em torno de 1 bilhdo de toneladas de dioxido de carbono - principal gas de efeito
estufa na atmosfera (ZAMBUDIO e FERREIRA; 2012).

No presente estudo foi constatado que 40% dos isolados bacterianos
endofiticos avaliados apresentaram a capacidade de fixar nitrogénio (Anexo A). A
formacéo de halo comprovando a fixacado de nitrogénio foi observada tanto no meio
semi-solido de NFb de pH basico (de cor verde sem alteracdo do pH proposto pela
metodologia) quanto no meio de cultura com o pH &cido (de cor azul indicando a
acidificacdo do meio NFb semi-solido) (Figura 4). A formacao desta pelicula € uma
estratégia desenvolvida pelos micro-organismos para regular a concentracdo de
oxigénio no meio, com a finalidade de manter baixa a sua tensdo (BRASIL, 2005);
permitindo assim, uma condicdo de crescimento bacteriano onde o0 oxigénio nao
influencia negativamente na sua sobrevivéncia; proporcionando uma melhor
atividade da nitrogenase que € extremamente sensivel a altas concentracfes de
oxigénio (PELZER, 2010). Embora seja uma metodologia que possibilite apenas
qualificar as bactérias quanto a fixacdo biolégica do nitrogénio in vitro, é um teste
rapido e eficiente de avaliagdo utilizado nos laboratorios, pois em um meio livre de
fonte nitrogenada e sob a condicdo semi-sélida, ha um ambiente ideal para o
desenvolvimento dos micro-organismos e para a fixagcdo biolégica do nitrogénio
atmosférico (SILVEIRA, 2008; ARAUJO et al., 2014). Dentre os vinte e cinco
isolados identificados, por sequenciamento parcial do gene 16S rDNA, dez linhagens
do género Bacillus sp. (Al, 1, 5, 41A, 41B, 44, 53, 54, 63D e 92) apresentaram
capacidade de fixar nitrogénio.

Este género ja vem de forma recorrente sendo descrito na literatura como
fixadores de nitrogénio; de acordo com Paz (2009), sete linhagens bacterianas de
Bacillus isoladas endofiticamente eucalipto foram capazes de fixar biologicamente o
nitrogénio atmosférico; utilizando a mesma metodologia descrita no presente estudo
(Aradjo et al., 2014). Em trabalho realizado por Teixeira et al.,, (2007), foram
coletadas amostras de mandiocas para o isolamento de bactérias endofiticas e
verificagdo do potencial de FBN em trés diferentes estados brasileiros (Amazonas,
Bahia e Sao Paulo), os isolados bacterianos que apresentaram melhores indices

(36%) de FBN foram das amostras coletadas no estado do Amazonas, Ja Ceriolioli
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et al., (2005), de oitenta e seis isolados bacterianos endofiticos isolados do milho,
88% apresentaram esta atividade mediante ao teste com meio semi-sélido de NFb.

Em trabalho realizado por Szilagyi-Zecchin et al., (2014), foram avaliados sete
isolados bacterianos endofiticos associados ao milho, onde todos os isolados
apresentaram resultado positivo para a formagédo de pelicula em meio NFb semi-
sélido, sendo um dos géneros Enterobacter e seis do género Bacillus.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com resultados
obtidos por Castro, (2011), onde 47% dos isolados bacterianos endofiticos isolados
de plantas de manguezais apresentaram a capacidade de fixar nitrogénio e foram
identificadas como pertencentes as espécies Bacillus pumilus e Pseudonomas
agglomerans.

Muitos enddfitos sdo conhecidos por promoverem o crescimento da planta por
meio da conversdo do fosforo insolavel nas formas soltveis (DIAS et al., 2009). Os
micro-organismos solubilizadores de fosfatos desempenham importante papel no
suprimento de P para as plantas. Este fato tem despertado a atencédo para seu uso
como inoculante comercial ou no manejo de suas populacdes, para maximizar a
utilizagéo do P existente no solo ou do adicionado como fertilizante. (DUARTE et al.,
2014). Bactérias solubilizadoras de fosfato tém um papel importante na nutricdo das
plantas. Seu uso como biofertilizante nas lavouras apresenta-se como uma
importante contribuicdo para diminuicdo na utilizacdo de compostos fosforados.
Porem héa poucos estudos sobre a eficiéncia de tais bactérias neste processo e dos
mecanismos envolvidos na interagéo destas com as plantas (BASHAN e HOLGUIM,
1998; VESSEY, 2003; CASTRO, 2011).

No presente estudo, quase metade das linhagens foram capaz de solubilizar
fosfatos (42 % do total). Desses, seis isolados (2; 4; 63; 63B; 75 e 92) apresentaram
indices <3. Dentre os vinte e cinco isolados identificados, por sequenciamento
parcial do gene 16S rDNA, duas linhagens dos géneros Citrobacter sp. (63B) e
Bacillus sp. (92) apresentaram alto-indices de solubilizag&o.

O principal mecanismo envolvido na solubilizagdo de fésforo é a producéo e
liberagcdo de &cidos pelas bactérias, sendo os acidos lactico, itaconico, isovalérico,
isobutirico e acético, os mais descritos na literatura (VAZQUEZ et al., 2000, DIAS et
al., 2009; MARRA et al., 2012).

Os géneros frequentemente descritos em processos de solubilizacdo de

fosfato tem sido pertencentes aos géneros Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
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Erwinia, Micrococcus, Pseudomonas, Rhizobium e Staphylococcus, (RODRIGUEZ e
FRAGA, 1999; SESSITSCH; REITER; BERG, 2004; LI et al., 2008).

Bacillus € um género bacteriano conhecidamente descrito como enddfitos que
auxiliam a planta hospedeira de diferentes formas, sendo uma delas a oferta de
fosforo soltvel por meio de sua solubilizagdo (KANG et al., 2009, PEREZ-GARCIA et
al., 2011). Andrade (2012), relata seis diferentes espécies de Bacillus sp. capazes
de solubilizar fosfato de calcio com indices de solubilizacdo variando de 0,42 a 2,28.
Em outro estudo, Dias et al., (2009) analisaram endofiticos isolados de morango,
principalmente Bacillus subtilis e de B. Megaterium, sendo todos capazes de
solubilizar fosfato.

A atividade in vitro de solubilizacdo de fosfato tem sido também documentada
para linhagens de Citrobacter sp., este género pertence a familia das
Enterobacteriaceae (KAMPFER, 2003). Em estudos realizados por Reginatto (2008),
uma linhagem de Citrobacter werkmanni foi isolado endofiticamente da espécie
Vriesea friburgensis (bromélia), com capacidade de solubilizar fosfato. Assumpcéo
(2009) relata um alto indice de solubilizacdo de fosfato (ISF 4,7) de uma linhagem de
Citrobacter sp., isolada endofiticamente de sementes de soja, com indice muito
proximo ao obtido no presente estudo conforme é mostrado tabela 8 (Anexo A2).

A importancia dos micro-organismos solubilizadores de fosfato ndo esta
apenas no fato de contribuir para o crescimento das plantas, mas também para
reduzir a necessidade ou maximizar o uso de fertilizantes manufaturados (SILVA et
al., 2010). O entendimento da capacidade e da eficiéncia de micro-organismos em
solubilizar fosfatos pode levar a selecao de linhagens com alto potencial de uso para
a inoculacdo em plantas como biofertilizantes, substituindo ou diminuindo o uso de
fertilizantes fosfaticos soluveis, mediante um melhor aproveitamento dos fosfatos
naturais existentes ou adicionados ao solo (SILVA FILHO; NARLOCH; SCHARF,
2002; SOUCHIE et al., 2005; DIAS et al., 2009).

Os resultados dos testes de deteccdo da producdo do acido indol acético
pelas bactérias endofiticas estdo apresentados no Anexo Al e A2.

A acao dos reguladores de crescimento, como auxinas, produzidos por
bactérias endofiticas vem sendo estudada em diversas espécies de plantas
(ETESAMI et al.,, 2015; PHETCHARAT e DUANGPAENG, 2012; LACAVA e
AZEVEDO, 2013; QUECINE; BATISTA; LAVACA, 2014).
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No presente estudo foi observado que 68% dos isolados endofiticos avaliados
sdo produtores de acido indol acético. Destacando-se a linhagem Citrobacter sp.
(63b) com valor 84,11 ug/mL™?, duas linhagens de Bacillus sp. (isolados 54 e 92)
com valores de pg/mL™ e 48,45 pg/mL* respectivamente e duas linhagens de
Microbacterium sp. (isolados 63C e 96) com valores de com valores de 51,90 ug/mL’
! e 56,34 pg/mL™* respectivamente como maiores valores.

Varios fatores como concentracdo de triptofano, pH e fontes de nutrientes,
podem interferir tanto na capacidade de sintese, como na quantidade de AIA
produzido em meio de cultura. Cada isolado bacteriano apresenta uma concentracao
Otima para estimular a producdo de AIA, porém, ndo existe uma faixa de
concentracdo benéfica ou toxica comum a todas as espécies vegetais (BAR e
OKON; 1993; PATIL et al., 2011)

A resposta das plantas ao AlA liberado por bactérias pode variar de efeitos
benéficos a deletérios, dependendo de sua concentracdo. Quando em baixas
concentracfes o0 &cido indol acético pode estimular o crescimento e, quando em
altas concentracfes pode inibir o desenvolvimento da raiz. Os niveis de AIA
produzidos pelas bactérias dependem da multiplicacdo bacteriana, da atividade
metabdlica e da expressdo de genes que codificam enzimas da rota biosintética de
AIA (LAMBRECHT et al., 2000).

Assumpcéao (2009) relata uma linhagem de Citrobacter sp. produzindo 16,7
ug/mL™? demonstrando tendéncia de aumento de todos os parametros avaliados,
embora n&o tenha diferido estatisticamente do controle n&o inoculado e com
destaque para o isolado do género Pantoea sp., com a producéo de 34,9 ug/mL™ de
AlA, promovendo significativamente o crescimento da planta. No trabalho de Rigotto
(2008) uma linhagem de C. werkmanii, isolada endofiticamente da espécie V.
friburgensis apresentou capacidade de sintetizar AIA em duas metodologias
testadas (Bric et al., 1991;Glickmann e Dessaux, 1995).

Selvakumar et al., (2008) isolaram Bacillus sp. e Enterobacter sp. de nddulos
de kudzu (Pueraria thunbergiana), capazes de produzir 6,5 pg/mL™ de AIA e de
promover o crescimento quando inoculadas em plantulas de trigo, evidenciado a
promocao de crescimento pelo aumento no comprimento e na biomassa das raizes
das plantulas. Em estudos realizados por Ali et al., (2009), os autores inocularam
bactérias do género Bacillus, produtoras de AIA em sementes de Vigna radiata e

avaliaram seu desenvolvimento, onde foi observado incrementos no
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desenvolvimento radicular das plantulas, na ordem de 30% no comprimento das
folhas, 98% no numero de brotacdes e 14% no peso das sementes.

Em estudos realizados por Pedrinho, (2009), avaliando bactérias endofiticas
promotoras de crescimento em milho foi relatada uma linhagem de Microbacterium
sp. produzindo 97 pg/mL™. Pontes et al., (2015) também relatam este género
bacteriano associadas a culturas da cevada (Hordeum vulgare L.) com capacidade
de sintetizar o AlA.

Sabe-se que o AlA bacteriano é obtido na fase estacionaria, sendo o mesmo
um metabdlito secundario (BRADER et al., 2014). No entanto a duracdo desta fase
varia de espécie para espécie. Logo, para conhecer o crescimento de cada espécie
e assim a sua fase estacionaria, € necessario fazer uma curva de crescimento de
cada isolado mediante a relacdo de densidade de células por tempo. Devido ao
grande numero de isolados para a realizacdo deste teste, foi inviavel o ajuste da
leitura da face estacionaria bem como a obtencao da curva de crescimento de cada
espécie, considerando que foram usados setenta e trés isolados (CASTRO, 2011).

As doencas de plantas desempenham papel significativo em prejuizos
causados na agricultura. Em particular, fungos sao responsaveis por perdas
importantes em todos os tipos de cultivos agricolas. Além disso, ndo so as lavouras,
mas produtos pdés-colheita também sofrem com infec¢des fungicas (SOUZA et al.,
2014). Nesse sentido, a busca por métodos de menor impacto ambiental e a saude
humana, o controle biolégico é uma das alternativas promissoras, por apresentar
especificidade ao alvo, utilizar diferentes meios para atingi-lo, restringindo as
chances de selecionar linhagens resistentes (SAITO et al., 2009).

Nos testes in vitro de antagonismos contra fungos fitopatogénicos avaliados,
foi observado que nenhum dos isolados bacterianos apresentaram halo de inibicédo
quando realizado os testes semi-quantitativos, porém na técnica de pareamento
direto alguns isolados apresentaram potencial antagbnico contra os fungos
fitopatogénicos avaliados, com destaque para os isolados (Céd. 5, 37, 55A, 58, 61,
63D, 70, 88 e 89) apresentados no anexo B1 e B2, entre estes nove isolados que
apresentaram potencial para inibir o crescimento dos quatro fungos testados:
Alternaria alternata, Ceratocystis paradoxa, Fusarium proliferatum e F. verticillioides,
cinco linhagens foram identificados pertencendo ao género Bacillus sp.

Dentre os géneros mais utilizados no biocontrole, Bacillus sp. mesmo néo

sendo superior em relacdo a sua atividade biocontroladora, tem grande vantagem
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em relagdo aos outros, devido a sua capacidade de formar esporos, 0os quais sao
tolerantes ao calor e ao frio, bem como a condicbes extremas de pH, a
agroquimicos, fertilizantes e ao tempo de estocagem, permitindo, portanto, sua
utilizacdo na formulacdo de produtos mais estaveis e viaveis e sua aplicacdo no
tratamento de folhas na forma de sprays (BACKMAN, WILSON & MURPHY, 1997;
KLOEPPER et al., 1997). Outra vantagem do género Bacillus se deve ao seu rapido
crescimento em meio liquido e a auséncia de patogenicidade da maioria das
espécies (SHODA, 2000).

Em estudos realizado por Abdalla et al., (2014), encontraram vinte e sete
isolados de Bacillus com capacidade antagbnica contra o fitopatdbgeno A. alternata.
Devido a producdo de compostos antimicrobianos. Os géneros de Bacillus sp. e
Pseudomonas também foram relatados com potencial acdo antagbnica contra
fungos fitopatogénicos (ANGONESE et al., 2009; DALAL e KULKARNI, 2013).
Rhoden et al., (2013).

A atividade antagonica contra o fungo fitopatogénico C. paradoxa utilizando
linhagens bacterianas ainda ndo foram descritos na literatura, destacando assim a
importéancia do presente estudo onde nove isolados apresentaram potencial
antagonico contra este fungo de grande importancia agricola. No entanto o potencial
antagobnico contra o C. paradoxa ja foi relatado em ensaios com fungo endofitico
versus fungo o fitopatogénico. Diversos trabalhos demonstram a capacidade
antagonica do fungo do Trichoderma spp. contra o fungo fitopatogénico Thielaviopsis
(forma anamorfica do fungo Ceratocystis paradoxa), (WIJEINGUEet al., 2010;
SANCHEZ e REBOLLEDO, 2010; NASCIMENTO et al., 2013)

O género Fusarium compreende um grande grupo e heterogéneo de fungos
gue provoca doencas em diversas plantas, tais como a soja (Glycine max), tabaco
(Nicotiana tabacum) e feijao (Phaseolus vulgaris), reduzindo tanto a qualidade como
a quantidade dos seus produtos, sendo portanto economicamente prejudicial
(MATARESE et al., 2012). De acordo com Mendes et al.,, (2007), bactérias
endofiticas do género Burkholderia, isoladas da cultura cana-de-agucar possuem
forte capacidade de inibir o crescimento de F. verticillioides, e estudos in vitro
demonstraram também a atividade antagonista da bactéria endofitica Bacillus
subtilis contra o fungo F. verticillioides. (FIGUEIIREDO et al., 2009).0 uso de
Bacillus subtilis foi eficiente para o controle de F. oxysporum em Cicer arietinum L.

(gréo-de-bico), in vivo (MORADI et al., 2012) e Fusarium solani em Lycopersicon
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esculento L. (tomate), in vitro e in vivo (MORSY et al., 2009). Maciel et al., (2014)
relatou que uma linhagem do género Bacillus subtilis (UFV3918) € promissor no
biocontrole in vivo de F. sambucinum, proporcionando maior vigor as plantulas e
reduzindo as perdas ocasionadas pelo patégeno. Assim, de acordo com esses
autores, estes resultados mostram o efeito antagbnico de bactérias endofiticas e o
potencial uso desses micro-organismos como alternativa no controle bioldgico de
doencas de plantas cultivadas e de interesse agricola.

A producdo de enzimas microbianas vem sendo considerado um dos
principais setores da atual Biotecnologia industrial (ORLANDELLI et al., 2012).

O estudo do perfil enzimatico, in vitro, da microbiota endofitica associada ao
pinhdo-manso revelou que dentre as setenta e duas bactérias endofiticas isoladas
do pinhdo-manso avaliadas nesse trabalho, cinquenta e cinco (75%) os isolados
foram capazes de produzir algum tipo de atividade enzimatica tais como: amilases,
lipases, esterases, pectinases e proteases como parte do seu metabolismo
secundario (Tabela 1, 2, 3, 4, 5, 6). O indice enziméatico (IE) no presente trabalho
variou de 1,00 a 3,21 entre todas as atividades enziméticas dos isolados bacterianos
endofiticos. Isto revela que estes micro-organismos sdo uma fonte com potencial
para a aplicacdo biotecnolégica em diferentes areas, tais como: producdo de
detergentes, papel, farmacos, téxtil e industria de couro; onde a utlizacdo de
enzimas é de fundamental importancia (CARRIM et al., 2006).

A principio os isolados endofiticos foram analisados individualmente,
medindo-se o0 halo degradado em cada substrato avaliado. Este halo foi mensurado
para o subsequente calculo do indice enzimético do qual foi utilizado a expressao de
indice enzimatico (IE) = diametro do halo/ didametro da colénia, como mostrado em
material e métodos. De acordo com Florencio; Couri; Farinas, (2013), os isolados
que apresentam indice enzimatico superior a 1,50 sédo considerados como potencial
produtores enzimaticos.

No presente trabalho julgaram-se como melhores isolados aqueles que
obtiveram melhores indices proximos ao valor maximo conseguido. Sendo assim
para atividade amilolitica o isolado (4), para atividade celulolitica os isolados (21 e
50), para a atividade esterolitica os isolados (4, 23, 26, 28, 29, 75 e 79), para
atividade lipolitica os isolados (24 e 29), para atividade pectinolitica o isolado (4) e

para atividade proteolitica duas linhagens do género Bacillus sp. (55A e 89).
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Poucos foram os isolados com capacidade de produzir amilase, mas destaca-
se o potencial da producéo de protease e pectinase dos isolados endofiticos (Figura
9c e 9d). Os resultados obtidos no presente estudo foram superiores aos relatados
por Silva (2015), para atividade pectinolitica e atividade proteolitica, e inferiores para
atividade amilolitica e atividade celulolitica. Ja em resultados obtidos por Castro, et
al., (2014), para atividade amilolitica encontraram linhagens de Bacillus (IE 2,70) e
Novosphingobium (IE 2,78), para a atividade celulolitica linhagens de Bacillus (IE
2,58; 2,73; 2,75 e 2,80), Curtobacterium (IE 2,38), Microbacterium (IE 2,93),
Ochrobactrum (IE2,60 e 2,90) e Stenotrophomonas (IE 2,63), para atividade
esterolitica uma linhagem de Bacillus (IE 1,85) e para atividade lipolitica uma
linhagem de Erwinia (IE 6,83), como melhores valores sendo superiores aos
encontrados no presente estudo para estas atividades enzimaticas, jA para a
atividade proteolitica foi relatado uma linhagem de Curtobacterium como maior valor
(IE 2,75) sendo inferior aos apresentados no Anexo Al e A2.

Em pesquisa semelhante, Bonatelli (2012), analisou bactérias endofiticas
isoladas de folhas de guaranazeiro da Amazbnia para atividade enzimética e
verificou um total de 13,4% dos isolados produzindo amilases, 14,8% celulases,
19.9% lipases, 20,8% esterases, 22,7% pectinases e 44% proteases. A mesma
autora verificou que celulase, amilase, lipase, esterase, pectinase e protease foram
produzidas por varias bactérias tanto provenientes de plantas sintomaticas (com
sintomas de antracnose) como assintomaticas (aparentemente sadias) com
diferencas estatisticamente significantes para amilase, lipase, e celulase para as
assintomaticas em relacdo as sintomaticas o que poderia indicar que elas exercam
um papel no controle da antracnose em plantas sadias. Prasad e Dagar relatam a
capacidade de isolados do abacate e de uvas pretas em produzir catalase, lipase e
esterase.

Varios trabalhos relatam atividades enzimaticas com diferentes isolados
bacterianos com maior destaque para enzimas proteoliticas que tem grande utilidade
nas industrias de detergentes ou similares (VENUGOPAL e SARAMMA, 2006; THYS
et al., 2006; GHOSH et. al. 2007; CASTRO 2014). As enzimas esterase e lipase tém
a atencédo de industrias principalmente para aplicacdes como: tratamento de 6leos e
gorduras, producdo de detergentes, processamento de alimentos, sintese de
produtos quimicos e farmacéuticos, fabricacdo de papel e produgcédo de cosméticos.
(HENDRICKSON, 1997; KAZLAUKAS e BORNSCHEUER, 1998).
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E possivel sugerir que tais géneros possam ter grande importancia no
desenvolvimento da planta hospedeira, j& que, boa parte dos isolados ja foram
relatados como atuantes na promocao de crescimento vegetal, no controle biolégico
de doencas de plantas, producdo de auxina e solubilizadores de fosfato
(ASSUMPCAO et al., 2009;).

Diante do exposto fica clara a importancia da estratégia de cultivo no
conhecimento do potencial metabdlico destes micro-organismos de possivel
interesse aplicado. Esta planta pode conter uma extensao da diversidade microbiana
ainda em grande parte desconhecida, com isso produtos como novas enzimas e

antibioticos poderiam ser encontrados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos de mostraram que do total de setenta e dois isolados
endofiticos do pinhdo-manso, 40% apresentaram resultados positivos para fixacao
biolégica de nitrogénio atmosférico, 43% solubilizaram fosfato inorganico e 69%
sintetizaram AlA.

Os isolados endofiticas apresentaram alguma atividade antagbnica contra os
fungos fitopatogénicos: 36% contra o fungo Alternaria alternata, 12% contra o fungo
Ceratocystis paradoxa, 22% contra o fungo Fusarium proliferatum e 23% contra o
fungo F. verticillioides (24%), destacando uma linhagem do género Bacillus (55A)
gue possui atividade antagbnica contra os quatro fungos fitopatogénicos testados.

Os testes de producéo de enzimas in vitro revelaram que 16% dos isolados
endofiticos apresentaram atividade amilolitica, 29% celulolitica, 20% esterolitica,
29% lipolitica, 46% pectinolitica e 37% proteolitica.

Vinte e cinco isolados foram identificados por sequenciamento parcial do gene
16S rDNA sendo encontrados sete géneros: Bacillus, Citrobacter, Curtobacterium,
Enterococcus, Microbacterium, Promicromonosporaceae e Sanguibacter foram
isolados como endofiticos de pinh&o-manso.

As proximas etapas desse estudo seguirdo no sentido da inoculacdo dos
isolados endofiticos, com os melhores resultados in vitro para promocdo de
crescimento, em mudas de pinhdo-manso para verificar in vivo o desempenho. Além
disso, também poderdo ser aprofundado os estudos com os isolados que tiveram 0s
melhores desempenho para a producao de enzimas para otimizagdo dos processos.
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ANEXO Al- Mecanismos de promocao de crescimento analisados para todos os

isolados de bactérias do pinhdo-manso.

Isolados FBN? ISFP AIA® pg/ml
Al + NI* -
A2 - - 4,13

1 + 1,76 16,74
2 - 3,39 38,93
4 - 3,05 79,87
5 + - -
6 - 2,39 -
7 - NI* 27,45
8 - - 45,99
9 - 2,36 -2,27
10 + - 58,25
12 - - 10,48
14 - - ;
15 - - 0,46
19 ; ] ]
20 - - 51,42
21 - - 1,72
23 - NI* 5,71
24 + - -
25 + - -
26 + - -
28 + - -
29 + - -
31 - NI* 62,31
32 - NI* 7,68
33 - NI* 7,71
34 + NI* 12,83
35 + NI* 3,62
36 - - 0,33
36A + 1,61 6,21
37 + - -
41A + 1,58 15,97
41B + 1,63 15,99
42 - NI* 19,72
43 - - 4,10
44 + 2,00 -
46A - - 14,19
46B - - 8,77
47 - - 20,14
50 - - 3,49
50 C - - 45,25

°Fixac&o Biolégica de Nitrogénio;
® indice de Solubilizacéo de Fosfato

°Copcentragéo da producdo de Acido Indol Acético bacteriano em pg/mL;
NI* Indice de Solubilizacdo de Fosfato Nao Identificado
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ANEXO A2- Mecanismos de promocao de crescimento analisados para todos o0s
isolados de bactérias endofiticas do presente estudo e seus respectivos resultados

(continuacao).

Isolados | FBN® ISF” AIA® pg/ml
53 + - -
54A + 1,64 47,07
55 - - 13,39
55A + - -
55B + - 9,49
58 + - 0,14
61 + - 2,12
63 - 4,44 65,37
63B - 4,53 84,11
63C - NI* 51,90
63D + - 0,58
66 - 2,92 6,98
66B - 2,86 6,82
70 + - -
73 - - 3,44
75 - 3,01 5,40
75B - - 3,02
77 - NI* -
78 - - 2,40
79 + - 7,31
80 + NI* 1,36
81 - - -
84 - NI* 7,63
87A - NI* -
87B - NI* _
88 + - -
89 + - -
91 - 3,01 15,78
92 + - 48,45
95 - - 0,80
96 - - 56,34

& Fixac&o Bioldgica de Nitrogénio;

®indice de Solubilizacéo de Fosfato

¢ Concentragdo da producéo de Acido Indol Acético bacteriano em pg/mL;

NI* indice de Solubilizacéo de Fosfato N&o Identificado
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ANEXO B1- Mecanismos de promocao de crescimento analisados para todos os
isolados de bactérias endofiticas do pinhdo-manso: testes de antagonismo.

Isolados A. Alternata F. F. C. paradoxa
prolifattum Verticillioides

+ + + -

+ +
]
]
1

WWWWWWNDNDNDNNDNNNERPRPERPRRERPRE >
SRR RE R RERNE chRRBoco~Nour v~ TR
+ 4+ + + 4+
+ 4+ + + + o
+ 4+ + + + o
1

+ +
36A + - + -
37 + +
41A - - - -
41B - - - -
42 - - - -
43 -
44 +
46A + - - -
46B +
47 -
50 + - - -
50C - - - -
53 + + + -




100

Anexo B2- Mecanismos de promog¢do de crescimento analisados para todos os
isolados de bactérias endofiticas do pinh&o-manso: testes de antagonismo
(continuacao).

Isolados A. alternata F. prolifattum F. verticillioides C. paradoxa

54A - - - -
55 - -
55A +
55B + -
58 +
61 +
63 - - - -
63B - - - -
63C - - - -
63D + + + +
66 - - - -
66B - - - -
70 + + + +
73 - - - -
75 - - - -
75B - - - -
77 - - - -
78 - - - -
79 - - - -
80 - - - -
81 - - - -
84 - - - -
87A - - - -
87B - - - -
88
89
91 - - - -
92 - - - -
95 - - - -
96 - - - -






