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OCORRENCIA DE BACTERIAS ENDOFITICAS NA CULTURA
DO PINHAO MANSO (Jatropha curcas L.)
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RESUMO
Os microrganismos endofiticos habitam o interior das plantas, sendo

encontrados em o6rgaos e tecidos como folhas, caules e raizes sem causar
doencgas ou produzir estruturas externas visiveis. A comunidade endofitica é
constituida principalmente por bactérias e fungos que ao contrario dos
patogénicos, podem beneficiar as plantas, entretanto, dependendo das
condicbes como interagdo entre comunidades bacterianas, competicdo por
nutrientes, pode se tornar patogénica. A comunidade endofitica tem sido
avaliada em muitas plantas, principalmente nos estudos com bactérias
diazotroficas. No presente estudo, a diversidade bacteriana endofitica de
folhas, colmos e raizes do pinhdo manso (Jatropha curcas) foram estudadas
utilizando marcadores morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos e molecular do
tipo 16S rDNA. As amostras foram desinfectadas para eliminar os
microrganismos epifiticos, maceradas e diluidas em série para a obtengao das
suspensodes, que foram inoculadas em meios de cultura seletivos para
microrganismos diazotréficos. As placas foram incubadas a 30T por sete dias.
Quarenta e seis colonias de bactérias endofiticas purificadas foram isoladas
sendo 19 nas folhas, 11 no caule e 16 nas raizes. O DNA dessas estirpes foi
isolado, purificado e a porgéo Y1-16S805 do gene 16S rRNA foi amplificada e
sequenciada. Analises de identidade das sequéncias foram feitas pelos
programas BLASTn, CLUSTALW e analises filogenéticas pelo MEGA5. As
raizes apresentaram maior diversidade de microrganismos endofiticos, com
sete dos oito géneros identificados. Nas folhas e no caule foram identificados

seis géneros, respectivamente. Nas folhas, a exceg¢do foi os géneros



Salmonella e Serratia, no caule Serratia, j@ nas raizes foi o género
Acinetobacter. Os géneros Bacillus e Burkholderia foram encontrados com
maior frequéncia em todas as regides amostradas. O género Bacillus nas
folhas, caule e raizes representou 20, 4 e 4%, respectivamente, do total de
microrganismos endofiticos identificados. Do total de isolados do género
Bacillus, 73% pertenciam as espécies B atrophaeus, B. brevis e B. sphaericus,
0s outros 27% pertenciam ao grupo B. cereus. Esses resultados sugerem que
a diversidade bactériana endofitica do pinhdo manso é grande. Os organismos
identificados nesse trabalho tém potencial para promogao de crescimento,
controle biologico e fixagdo de nitrogénio, por serem isolados em meios
seletivos com baixa concentragdo de nitrogénio, além de existirem relatos na

literatura sobre os beneficios dos mesmos para diferentes plantas.

Palavras-Chaves: Comunidade endofitica, marcadores morfoldgico, fisiologico,

bioquimico e molecular, pinhdo manso, promog¢ao do crescimento.
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OCCURRENCE OF ENDOPHYTIC BACTERIA IN CULTURE OF PHYSIC
NUT (Jatropha curcas L.)

Author: Vitoria Anselma Schmidt

Adviser: Prof. Dr. Lee Tseng Sheng Gerald

ABSTRACT
The endophytic microorganisms inhabit the interior of the plants, being found in

organs and tissues such as leaves, stems and roots without causing disease or
producing visible external structures. The endophytic community consists
mainly of bacteria and fungi that unlike pathogens, can benefit the plants,
however, depending on conditions such as interaction between bacterial
communities, competition for nutrients, it can become pathogenic. The
endophytic community has been evaluated in many plants, especially in studies
with diazotrophic bacteria. In this study, endophytic bacterial diversity of leaves,
stems and roots of physic nut (Jatropha curcas) were studied using
morphologic, physiological, biochemical and molecular markers, such as 16S
rDNA. The samples were disinfected (removing epiphytic microorganisms),
macerated and serially diluted to obtain the suspensions that were inoculated
into culture media selective for diazotrophic microorganisms. The plates were
incubated at 30T for seven days. Forty-six colonie s were isolated, with 19 in
the leaves, 11 in the stems and 16 in the roots. DNA of these endophytic
bacteria purified was isolated, purified and the Y1-16S805 portion of the 16S
rRNA gene was amplified and sequenced. Analysis of sequence identity were
made by the programs BLASTn, CLUSTALW and phylogenetic analyzes by
MEGAS. The roots showed greater diversity of endophytic microorganisms, with
seven of the eight genera identified. In the leaves and in the stem, six genera
were identified, respectively. In leaves, the exception was the genus Salmonella
and Serratia. In the stem, Serratia, and in the roots more than one species of
the genera Acinetobacter were found. The genera Bacillus and Burkholderia

were found more frequently in all regions sampled. The genus Bacillus in the



vii

leaves, stems and roots accounted 20, 4 and 4%, respectively, of the total
endophytic microorganisms identified. From the total isolates of the genus
Bacillus, 73% belonged to the species B atrophaeus, B. brevis and B.
sphaericus, the other 27% belonged to group B. cereus. These results suggest
that the endophytic bacteria diversity of physic nut is large. Microorganisms
identified in this work have potential for growth promotion, biological control and
nitrogen fixation, as they were isolated in selective media with low concentration
of nitrogen, in addition there are reports in the literature about the benefits of

them for different plants.

Key Words: Community endophytic, morphological, physiological, biochemical

and molecular markers, physic nut, promoting growth.



1 INTRODUGAO

As bactérias constituem um dos grupos mais diversos na Terra, apesar
dessa grande diversidade estima-se que tenhamos conhecimento de apenas
uma pequena fragdo das bactérias existentes. Elas estdo presentes em todos
os ambientes terrestres e, através de sua atividade metabdlica, afetam as
propriedades quimicas e fisicas de todo o ambiente.

As plantas constituem um verdadeiro ecossistema microbiano, onde os
microrganismos ocupam diferentes nichos como as superficies das raizes e
folhas (as epifitas), ou o interior de diversos tecidos das plantas. As bactérias
que vivem no interior das plantas podem ser divididas em endofiticas ou
patogénicas.

Os microrganismos associados as plantas sao considerados endofiticos,
quando habitam o interior da planta sem causar danos aparentes ao
hospedeiro. Sua diversidade tem sido amplamente relatada nos ultimos anos
nas mais diferentes espécies de plantas. Os géneros mais comumente isolados
incluem: Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas,
Xanthomonas, Pantoea e Microbacterium (HALLMANN et al., 1997; ARAUJO et
al., 2002; ADACHI et al., 2002; ZINNIEL et al., 2002).

As informagbes acumuladas durante as ultimas décadas sobre as
bactérias endofiticas demonstram a atuagdo desses microrganismos em
diferentes fungdes no interior das plantas como controle biolégico, promogéao
do crescimento vegetal, biorremediagdo de areas poluidas, dentre outras
funcdes. Apesar de sua importdncia, o numero de grupos microbianos
conhecidos e descritos representa apenas pequena fracdo da diversidade
microbiana encontrada na natureza. Este fato se deve em parte aos métodos
de isolamento e identificacdo usados, pois para identificar uma espécie
bacteriana era necessario obter uma cultura pura e, nesta identificacao
utilizavam-se caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e bioquimicas.

Atualmente, um maior numero de microrganismos tem sido identificado e
outros tantos reclassificados pelo uso de técnicas de identificacdo e
classificagdo molecular, muitas delas permitindo a identificacdo de organismos



nao cultivaveis. As técnicas moleculares permitem o estudo das comunidades
endofiticas em seu habitat. O marco principal do uso dos marcadores
moleculares foi quando Woese et al. (1987), descreveram o uso do gene 16S
rDNA na filogenia de bactérias. As sequéncias do rDNA contém dominios
altamente conservados, intercalados com regides variaveis. A comparagéo das
sequéncias do rDNA é uma ferramenta importante para deduzir relagdes
filogenéticas e evolutivas entre os organismos. O gene 16S rDNA é um gene
universal e tem fungcéo conservada, que permite construir um esbogo da arvore
evolutiva de bactérias.

O pinh&o manso é uma planta que ganhou destaque no cenario mundial,
pelo alto conteudo de 6leo em suas sementes, poder medicinal, por resistir a
seca e ser utilizado em alguns paises na recuperagao de areas degradadas,
porém pouco se conhece sobre a cultura, em especial sobre suas relagées com
0s microrganismos endofiticos. Pode-se especular que seu desenvolvimento
em solos e ambientes marginais esteja ligado aos beneficios promovidos pela
associacdo com a comunidade endofitica.

A agricultura moderna visa alcangar uma otima eficiéncia no uso de
recursos, buscando reduzir, o uso de nutrientes e agua por unidade de
producdo, reduzindo assim, o impacto ambiental e custos financeiro e
ambiental com a aplicagao excessiva de fertilizantes acima da capacidade de
absorgao das plantas.

A baixa eficiéncia na utilizacdo de nutrientes pelas plantas pode resultar
na contaminagdo de fontes de agua e ecossistemas marinhos devido a
lixiviacdo de nutrientes, como o nitrato, contaminacao da atmosfera, devido a
emissao de oxido nitrico e a amoénia. O uso de fertilizantes a base de nitrogénio
(N) na agricultura vem aumentando devido a maior demanda mundial por
alimentos e combustiveis renovaveis.

O nitrogénio € um dos principais componentes das biomoléculas,
fazendo parte da estrutura de acidos nucléicos, aminoacidos e proteinas.
Embora constitua quase 80% da atmosfera terrestre, o nitrogénio gasoso, N, &
quimicamente inerte e diferentemente de outros elementos que ocorrem na

natureza na forma de reservas. Apesar de termodinamicamente favoravel, a



reacado de reducdo de nitrogénio atmosférico em aménia, porém requer uma
energia de ativagao extremamente alta, ndo ocorrendo espontaneamente sem
a presenga de catalisadores adequados. A principal finalidade da amodnia
produzida € a fabricagdo de fertilizantes, pois mais de 100 milhdes de
toneladas sdo anualmente usados na agricultura, implicando grandes custos
financeiros, energéticos e ambientais. Desta forma, os custos econdmicos e
ambientais relacionados a fertilizagao nitrogenada tém estimulado a busca por
alternativas que possam diminuir a utilizacdo deste nutriente, sem que haja
diminuicdo da produgdo. Uma das possibilidades € o desenvolvimento de
tecnologia baseado na associagdo entre bactérias diazotréficas e as plantas
para fixar nitrogénio atmosférico e/ou produzir substancias promotoras do

crescimento vegetal.



2. OBJETIVOS
Isolar e caracterizar a diversidade bacteriana endofitica presente nas
folhas, caule e raizes do pinhdo manso, além fazer a identificagdo morfolégica,

fisiologica, bioquimica e molecular dos microrganismos isolados.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bactérias

As bactérias constituem um dos grupos mais diversos na Terra e
podem compreender mais um milhdo de espécies (KENNEDY, 1999). Apesar
dessa grande diversidade estima-se que tenhamos conhecimento de apenas
uma pequena fragdo das bactérias existentes (TORSVIK et al., 2002). Elas
estdo presentes em todos os ambientes terrestres e, através de sua atividade
metabdlica, afetam as propriedades quimicas e fisicas de todo o ambiente a
sua volta ocupando e colonizando todos os nichos possiveis, desde o sistema
digestorio de animais superiores e materiais mortos até fontes termais
submarinas, incluindo as superficies e interior de plantas, agua doce e salgada,
interior de rochas e geleiras (NEWMAN; BANFIELD, 2002).

Em particular, as plantas constituem um verdadeiro ecossistema
microbiano. Nessas plantas hospedeiras, diferentes nichos sdo ocupados pelos
microrganismos, tais como as superficies das raizes e folhas (as epifitas), ou
entdo, estas colonizando o interior de diversos tecidos das plantas. As
bactérias que vivem no interior das plantas podem ser divididas em dois
grupos, com base na sua relagdo com o hospedeiro (HALLMANN et al. 1997).

O primeiro grupo € o das bactérias endofiticas que sao geralmente
definidas como aquelas que vivem no interior das plantas sem causar danos
visiveis (HALLMANN et al., 1997). Esse conceito as diferencia do outro grupo
de bactérias que, apesar de também viver no interior da planta podem causar
doencga, trazendo prejuizo ao seu hospedeiro. Este segundo grupo é composto
pelas bactérias patogénicas. Essa diferenciacdo nao é definitiva, uma vez que
a relagdo benéfica ou patogénica depende de fatores como as condigdes
ambientais ou do equilibrio com as outras populacbes bacterianas. Sendo
assim, uma bactéria endofitica pode, dependendo das condi¢des, se tornar um
patégeno. Ou ainda, uma epifita pode entrar na planta, tornando-se endofitica
ou patogénica (ANDREWS; HARRIS, 2000; SABARATNAM; BEATTIE, 2003;
KLOEPPER et al., 1992).



KLOEPPER et al. (1992) consideram endofiticas todas as bactérias
que colonizam tecidos do interior das plantas, tanto as que trazem beneficios
as plantas quanto aquelas que, eventualmente, causem doengas.

Os microrganismos endofiticos entram na planta, primeiramente
através da raiz, entretanto, partes aéreas das plantas, como as flores, caules e
cotilédones podem também ser usados. Dentro da planta essas bactérias
podem se localizar no ponto de entrada ou se dispersar de forma sistémica
(HALLMANN et al. 1997; ZINNIEL et al., 2002). Bactérias endofiticas parecem
penetrar ativamente nos tecidos de plantas usando enzimas hidroliticas como
celulases e pectinases, além de usarem aberturas naturais ou provocadas por
injurias (QUADT-HALLMANN et al., 1997).

O modo de dispersdao das bactérias endofiticas pode ser via
sementes, propagacado vegetativa, partes mortas da planta ou insetos
(BALDANI, 1997).

3.2 Contribuicao das bactérias endofiticas para o desenvolvimento da

planta

Inicialmente os microrganismos endofiticos eram considerados
inécuos as plantas, porém a partir da década de 70 comecgou-se a verificar a
sua importancia (AZEVEDO, 2002). Varios efeitos positivos atribuidos as
bactérias endofiticas, como a promogdo do crescimento vegetal, controle
bioldgico de pragas e doengas, fixagdo biologica de nitrogénio (DOWNING et
al., 2000; VERMA et al., 2001; DOBEREINER; BODDEY, 1981), indugéo de
resisténcia sistémica (HALLMANN et al., 1997), producdo de sideréforos
(BURD et al., 1998; WENBO et al., 2001) e produgdo de antibidticos
(STROBEL; DAISY, 2003).

A promogado do crescimento vegetal se da principalmente pela
producdo de fitormdmios como as auxinas, citocininas, giberelinas, acido
abscisico e etileno pelas bactérias endofiticas. A produgédo desses fitormonios
ja foi relatada em bactérias como Gluconoacetobacter, Azospirillum,
Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e Pseudomonas (LEE et al. 2004,
ZAKRAHOVA, 2003; KUKLINSKY-SOBRAL, 2004). O acido indolacético é uma



auxina importante de ocorréncia natural que provoca possui efeitos fisiologicos
na planta, como o alongamento celular diferencial (LAMBRECHT et al., 2000).

O controle biolégico de pragas e doengas consiste em utilizar
microrganismos que ajam como antagonistas aos agentes causadores das
doencgas (AZEVEDO et al., 2000). Isso pode ser feito através da competicado de
nutrientes, produgdo de substancias nocivas aos patdégenos, ou indugdo de
resisténcia sistémica. Esse controle em espécies cultivadas vem ao encontro a
uma necessidade de reduzir o consumo de agroquimicos nas culturas
(ARAUJO et al., 2002).

Os fungos foram os primeiros microrganismos explorados para o
controle biolégico (SAHAY; VARMA, 1999; AZEVEDO et al., 2000). Porém,
muitas bactérias vém sendo estudadas. A espécie bacteriana mais usada como
antagonista a patdégenos é Bacillus subtilis (BACON et al., 2001). Além dessa,
bactérias da familia Pseudomonaceae e o género Nostoc também vém sendo
utilizadas no controle bioldgico (RAJKUMAR et al., 2005; BERGSMAN-VLAMI
et al., 2005; BIONDI, 2004).

Serafini e colaboradores reuniram as principais bactérias endofiticas
utilizadas no controle de doengas provocadas por bactérias patogénicas e
fungos (SERAFINI et al., 2002) (Tabela 1).



Tabela 1. Bactérias endofiticas utilizadas no controle biolégico de doencgas

vegetais
Cultura Patégenos Endéfito
Algodao Rhizoctonia solani Bacillus cereus, Bacillus pumilus
Algodédo e | R. solani, Pseudomonas Pseudomonas fluorescens
feijao ultimum, Sclerotium rolfsii
Algodéao e Fusarium moliniforme Enterobacter cloacae
milho
Arroz R. solani P. fluorescens, Pseudomonas putida
Banana | Fusarium oxysporum f. sp. Burkholderia cepacia
cubense
Batata Erwinia carotovora var. Bacillus alcalophilus fsp. Halodurans,
atroseptica Bacillus amyloliquefaciens,
Curtobacterium flaccumfaciens, C.
luteum, Pantoea agglomerans,
Pseudomonas tolaasii, Serratia
liuefaciens, Serratia plymuthica
Feijao S erratia rolfsiiu Bacillus cereus, Bacillus pumilus,
Bacillus subtillis
Péra Erwinia amylovora Erwinia herbicola
Pocan Phoma tracheiphila B. subtillis, P. fluorescens
Repolho Xantomonas campestris Alcaligenes piechaudii, Kluyvera
pv. Campestris ascorbata
Tomate F. oxysporum, V. dahliae B. pumilus, P. fluorescens
Uvae Agrobacterium Pseudomonas aureofaciens, P.
framboesa tumefaciens fluorescens.

FONTE: Biotecnologia: avangos na agricultura e na agroindustria. Luciana Atti

Serafini, Neiva Monteiro de Barros, Jodo Lucio Azevedo. EDUCS, p. 247,

2002.



3.3 Diversidade de bactérias endofiticas

Os microrganismos apresentam uma grande diversidade genética e
desempenham fungbes cruciais na manutencido dos ecossistemas, como
componentes fundamentais de cadeias alimentares (MYERS, 1996). Apesar de
sua importancia, o numero de grupos microbianos conhecidos e descritos
representa apenas pequena fracdo da diversidade microbiana encontrada na
natureza (PACE, 1997). Este fato se deve em parte aos métodos de isolamento
e identificacdo usados. Até recentemente, para identificagdo de uma espécie
bacteriana era necessario obter uma cultura pura e, nesta identificacdo
utilizavam-se caracteristicas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas. A maior
limitagdo deste procedimento é o fato de que a grande maioria de bactérias ndo
pode ser obtida como cultura pura. Mesmo a diversidade de organismos
cultivavel ndo é bem avaliada, ja que um grande numero de meios de cultura e
técnicas de cultura devem ser utilizados para avaliar a diversidade de um
determinado nicho.

Atualmente um maior numero de organismos tem sido identificado e
tantos outros reclassificados pelo uso de técnicas de identificacdo e
classificagdo molecular, muitas delas permitindo a identificacdo de organismos
ndo cultivaveis (KIRCHOFF et al., 1997; UEDA et al., 1995). A data do primeiro
estudo em diversidade de bactérias endofiticas € controversa, entretanto, é
notavel que a partir dos anos 80 e 90 esses estudos ganharam grande
importancia. BECKING em 1984 isolou endofiticos de nédulos de raizes de
plantas da familia Rosaceae e identificou as caracteristicas morfolégicas de
Frankia spp. através de microscopia eletrénica de transmissao (BECKING,
1984).

Em colmo, folhas e nodulos de trevo vermelho, STURZ e
colaboradores (1997) mostraram colonizagdo pelos endofiticos Pantoea
agglomerans, Enterobacter agglomerans, Rhizobium spp, Agrobacterium spp,
Curtobacterium spp., Bacillus spp., Bordetella spp., Escherichia coli,
Pasteurella spp., Pseudomonas spp. e Xanthomonas (STURZ et al., 1997).
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Em raizes de canola e trigo foi encontrada uma alta propor¢ado dos
endofiticos Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas e
Rathayibacter (GERMIDA et al., 1998; MISKO; GERMIDA, 2002).

Nos ultimos anos os estudos de diversidade endofitica bacteriana de
uma extensa variedade de plantas tém sido realizados utilizando
principalmente técnicas moleculares. Recentemente MOCALI et al. (2003)
pesquisaram a diversidade endofitica em Ulmus spp. utilizando as técnicas de
sequenciamento do gene rRNA 16S e ANDRA, encontrando representantes
dos géneros Bacillus, Curtobacterium, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Sphingomonas, Enterobacter e Stahlylococcus.

Em trés variedades diferentes de batata foram encontrados
representantes das subdivisdes alfa, beta e gama-proteobactéria (BERG et al.,
2004; SESSITCH et al., 2002). Técnicas de tipagem molecular permitiram a
descrigdo de endofiticos em soja (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004), de
plantas citricas (ARAUJO et al, 2002), arroz (VERMA et al., 2001;
CHAINTREUL et al.,, 2000) e trigo (CONN; FRANCO, 2004) Em cana-de-
agucar e outras gramineas, estudos de diversidade de endofiticos estédo
bastante direcionados aos organismos fixadores de nitrogénio (CABARELLO-
MELLADO; MARTINEZ-ROMERO, 1994; OLIVARES, 1997, ELBELGATYU,
2001).

3.4 Bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio

Um grupo de bactérias endofiticas presentes em diferentes espécies
vegetais € composto pelas bactérias diazotréficas, capazes de fixar nitrogénio
(DOBEREINER, 1992).

O nitrogénio € um elemento quimico fundamental na formacdo de
biomoléculas como proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos. Porém, a maior
parte do nitrogénio esta na forma gasosa (N), inerte para animais e vegetais.
Na natureza, a incorporagdo do nitrogénio ao ecossistema ¢é feita,
principalmente, pelas bactérias diazotroficas (YOUNG, 1992).

A reacao de incorporagédo do nitrogénio pelas bactérias diazotréficas

€ catalisada pelo complexo da enzima nitrogenase e consiste na conversao do
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N
nitrogénio gasoso (N2) na sua forma mais reduzida, como ions aménio (NH4 ),

que serao utilizados pelos seres vivos para a formacdo de seus compostos
nitrogenados (POSTGATE, 1982).

As bactérias diazotroficas ocupam nichos distintos, podendo ser de
vida livre, associativos e simbidticos. A Fixagdo Biolégica de Nitrogénio foi
inicialmente descrita em bactérias diazotroficas da rizosfera e no rizoplano de
uma grande variedade de plantas leguminosas (DOBEREINER, 1992), porém,
evidéncias recentes mostram que algumas bactérias diazotréficas colonizam o
interior da planta e sdo conhecidas como bactérias endofiticas (OLIVARES et
al., 1996; URETA et al., 1995). Gramineas de importancia econémica, tais
como cana-de-agucar, arroz, trigo, sorgo, milho e algumas forrageiras foram
identificadas com hospedeiros de diversas espécies de bactérias endofiticas
diazotréficas, sendo as principais Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum spp., Azospirillum spp., Burkholderia amazonense (JAMES;
OLIVARES, 1997; TRIPLETT, 1996; BALDANI et al., 1997; JAMES, 2000;
BODDEY et al. 2003).

Diversos estudos mostram que estes endofiticos colonizam seus
hospedeiros em grande numero e causam um aumento de producdo de
nitrogénio. Na cultura do arroz inundado, por exemplo, ha uma contribuicdo da
fixagdo de nitrogénio de 30 a 60 Kg N/ha /ano (BALDANI et al.,1986). Na cana-
de-agucar a contribuicdo pode chegar a 150 kg N/ha/ano (URQUIAGA et al.,
1992). A possibilidade de se substituir o nitrogénio fertilizado para fixagéo
biolégica de nitrogénio deve ser considerada, pois da cana-de-agucar foram
isoladas varias bactérias diazotroficas endofiticas como Herbaspirillum
seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Glucanoacetobacter
diazotrophicus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. e mais recentemente
um isolado relacionado a Pantoea sp (NUNEZ; COLMER, 1968; BALDANI et
al., 1986; CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988; DONG et al., 1994; LOIRET,
2004). Outra bactéria diazotrofica endofitica, o Herbaspirillum rubrisubalbicans
foi descrita na cana-de-agucar como agente causador de uma doenga
denominada estria mosqueada (OLIVARES et al., 1996).
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3.5 Taxonomia bacteriana

Taxonomia € a ciéncia da classificagcdo dos organismos, ou seja, a
ciéncia de ordena-los em grupos com base em suas caracteristicas comuns
(BUSSE et al., 1996). A taxonomia de vegetais e animais superiores se da
basicamente pela observagdo de caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas,
facilmente observaveis a olho nu ou com a ajuda de ferramentas simples como
lupa ou microscépio otico. Esse tipo de abordagem nem sempre se aplica a
microrganismos como bactérias, pois o seu tamanho e simplicidade impedem
uma classificagdo baseada em tais parametros. A alternativa usada é a
observacéo de reacgdes fisiologicas caracteristicas de determinados grupos de
bactérias que possam vir a ajudar nessa classificagao.

Testes bioquimicos, nutricionais e fisiolégicos sao usados na
taxonomia de bactérias desde a década de 20 (BUSSE et al., 1996). Esses
meétodos testam, entre outras coisas, a capacidade de utilizacdo de diferentes
fontes de carboidrato e a presenca de determinadas enzimas, porém gerava
alguns problemas relacionados a identificagao filogenética.

Em 1996, KIRCHOFF e colaboradores admitiram que a identificagao
de novos isolados baseada em critérios puramente morfolégicos e fisiologicos
apresentavam problemas (KIRCHOFF et al., 1997). Por esse motivo, tem se
recomendado uma abordagem ampla para a identificagdo bacteriana, incluindo
informacgdes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas (VANDAMME, 1996).

Um dos desafios da sistematica tem sido estabelecer uma
classificagdo que reflita a filogenia dos organismos. Nesse contexto, surge a
possibilidade de se usar marcadores moleculares que reflitam a sua origem
evolutiva e auxiliem na sua classificacao.

Para ser usado como marcador molecular, a molécula deve ter as
seguintes caracteristicas: ser universalmente distribuida no grupo a ser
estudado; funcionalmente homdloga em cada organismo; o alinhamento das
sequéncias das moléculas deve ser perfeitamente possivel para poder
identificar regides conservadas e nao-conservadas; a sequéncia da molécula
deve sofre mutacdo em um indice mensuravel (BROCK, 1997). O marco
principal do uso de marcadores moleculares foi quando WOESE e
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colaboradores em 1987 descreveram o uso do gene rRNA 16S na filogenia de
bactérias (WOESE et al., 1987). As sequéncias de rRNA contendo dominios
altamente conservados, intercalados com regides variaveis (HEAD et al.,
1998). A comparacgao de sequéncia de rRNA é uma ferramenta importante para
deduzir relagdes filogenéticas e evolutivas entre os organismos (WEISBURG et
al., 1989). O ribossomo bacteriano € composto do RNA ribossomal e varias
proteinas, ou seja, constituido de duas subunidades principais, a 40S
(subunidade maior) e 30S, (subunidade menor). Na subunidade maior estao as
moléculas de rRNA 23S, 5S e mais 31 proteinas; ja na menor estdo o gene
16S e mais 21 proteinas (WOODSON ; LEONTIS, 1998).

O gene 16S rDNA é universal e tem sua fungdo conservada,
permitindo a constru¢cdo de uma arvore filogenética, reorganizando os
organismos em novos grupos (YOUNG, 1992). A similaridade entre sequéncias
indica uma origem comum do gene (LUDWIG; SCHLEIFER, 1994), o que
possibilita o uso de sequéncias de DNA ou RNA na identificagado bacteriana. As
arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias do gene 16S permitem
representar grupos naturais relacionados em uma mesma divisdo filogenética
(WOESE et al.,1987).

3.6 Aspectos botanicos do pinhao manso

O pinhdo manso pertence a familia Euphorbiaceae, que compreende
320 géneros e cerca de 8.000 espécies, distribuidas pelo mundo (WEBSTER,
1994). O género Jatropha contém 175 espécies (HELLER, 1996). Dentre as
quais destacam Jatropha curcas L. (pinhdo manso), J. elliptica, J. gossypiifolia,
J. mollissima, J. multifida, J. podagrica e J. weddeliana. O pinhdo manso
produz sementes com interesse comercial para producado de 6leo ou para uso
medicinal (SUNITA et al., 2005; SUDHEER et al., 2009). Muitas espécies
apresentam apenas valor ornamental, devido a variabilidade de tipos e formas
de flores, folhas e caules (HELLER, 1996).

O centro de origem do género Jatropha ainda € incerto, mas acredita-
se que seja originario das Américas e o Brasil aparece como centro de

diversidade geografica, pois muitas espécies encontram-se distribuidas pelo
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pais (HENNING; MITZLAFF, 1995; HELLER, 1996). Na atualidade, o pinhao
manso também se encontra disperso pela Asia, Africa e Oceania (YAOWALAK
et al.,, 2011).

Linnaeus (1753) foi o primeiro autor a nomear o pinhdo manso como
Jatropha curcas L. em Species Plantarum. O pinhdo manso sempre despertou
o interesse humano devido as caracteristicas do 6leo que produz, destacando-
se a nao emissao de fumaca, cheiro, improprio para o consumo animal e de
grande poder de combustdo (SUJATHA; DHINGRA, 1993).

Segundo Cémara e Heiffig (2006), o pinhdo manso apresenta a
seguinte descrigcdo botanica: arbusto grande de crescimento rapido, podendo
atingir trés metros de altura, caule liso, com didmetro aproximado de 20 cm,
lenho mole e medula desenvolvida, mas pouco resistente; as folhas sdo verdes
esparsas e brilhantes, largas e alternadas, em forma de palma com trés a cinco
l6bulos e pecioladas. A espécie € mondica, cujas flores femininas apresentam
trés células elipticas, ovario com trés carpelos, cada um com um léculo que
produz um évulo com trés estigmas bifurcados e separados, enquanto que, as
masculinas possuem dez estames, sendo mais numerosas e situadas nas
pontas das ramificagdes (SATURNINO et al., 2005). Na inflorescéncia do
pinhdo manso pode-se observar que as flores femininas variam de cinco a vinte
e que essas abrem em dias diferentes. A flor feminina da primeira bifurcagéo
do cacho abre antes, depois vao se abrindo as situadas acima da primeira, o
que forga a polinizagdo cruzada ou xenogamica (SATURNINO et al., 2005;
JUHASZ et al., 2009). Raju e Ezradanam (2002) estudaram a frutificacdo do
pinhdo manso e relataram que em uma inflorescéncia a proporgéo de flores
femininas € de 1-5 flores para 25-93 masculinas e que a abertura ocorre pela
manha e a deiscéncia da antera ocorre uma hora apos a abertura da flor. Os
estigmas tornam-se receptiveis depois que a flor se abre e permanecem assim
por trés dias. Ja as flores ndo polinizadas caem no quarto dia, enquanto as
polinizadas permanecem, onde as sépalas e pétalas aumentam gradualmente
para protegerem o fruto até que alcance seu maximo desenvolvimento
(SATURNINO et al., 2005). Quanto aos polinizadores, Raju e Ezradanam

(2002) observaram que na base das flores femininas e masculinas existem
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glandulas elipticas produtoras de néctar favorecendo assim a polinizagéo
entomofila. Os principais polinizadores sao abelhas (Apis mellifera), moscas,
tripes e formigas (SATURNINO et al., 2005; RAJU; EZRADANAM, 2002).

Segundo Aker (2007), o desenvolvimento do fruto € do tipo das
Euphorbiaceas como a mandioca, mamona e seringueira, onde os frutos
fecundados continuam a crescer depois da maturagdo dos primeiros frutos de
um cacho. Os frutos sdo do tipo capsula trilocular, carnudos e amarelados
quando maduros, contendo trés sementes (SATURNINO et al., 2005). O fruto
compde-se de 27,8% de casca, 26,2% de epicarpo e 46% de albumen e é
nesta regido onde se encontra o maior teor de 6leo, podendo chegar a 60,8%
(BRASIL, 1985). O pinhdo manso é uma planta de ciclo perene que pode
produzir de 1 a 6 toneladas de 6leo por hectare dependendo da idade da
planta, comegando a produzir acs 10 meses e atingindo a sua plenitude de
producdo por volta do quarto ano, podendo chegar aos 50 anos produzindo
(PEIXOTO, 1973).

O pinhdo manso apresenta raizes bem desenvolvidas, sendo a raiz
principal pivotante e em solos com baixa densidade a raiz pode chegar ao
dobro do comprimento da parte aérea (YE et al., 2009). A planta aborta suas
folhas sob déficit hidrico ou frio, e geralmente ocorre a frutificagdo anual. Araujo
e Ribeiro (2008) observaram, em condigdes brasileiras, que a queda foliar
ocorreu durante o periodo de estiagem e a produgdo de frutos maduros
concentra-se de fevereiro a maio. Contudo, as informagdes agronémicas sobre
a cultura ainda sdo escassas principalmente com relacdo ao desenvolvimento
de cultivares comerciais, ataques de pragas e patégenos, entre outros fatores

que podem influenciar na produtividade agricola (KANT; WU, 2011).

3.7 O pinhao manso como uma cultura energética

A busca por Oleos para producdo de biocombustiveis despertou
interesse por varias oleaginosas, dentre as quais o pinhao manso, que passou
a ser considerado como cultura candidata. Durées e Laviolla (2009) destacam
que o pinhdo manso se tornou uma matéria prima atrativa para a producao de

biodiesel por apresentar elevado potencial de rendimento de gréos e oleo.
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O pinhdo manso se destaca também por ser uma cultura nao
alimentar por possuir compostos toxicos como os ésteres de forbol, ou seja,
seu Oleo é destinado a produgao de biocombustivel. A espécie também possui
caracteristicas compativeis com a agricultura familiar, pois é perene, altamente
dependente de mao de obra, além de permitir o consorcio com outras culturas.
Ye et al. (2009) apontam que o pinhdo manso € uma planta versatil com certos
atributos econdmicos e ecoldgicos, pois 0 balango de agua é favoravel ao solo,
uma vez que o indice de area foliar da planta é alto, promovendo alta taxa de
transpiracdo, porém diminuindo a evaporagéo, retendo maior quantidade de
agua no solo. No entanto, existem alguns desafios técnicos e cientificos para a
inser¢cao do pinhdo manso na matriz energética brasileira como a tecnologia de
produgdo e produtividade da cultura, necessidade de conhecimentos
cientificos, qualidade do oleo vegetal e aproveitamento da torta para a
alimentacéo animal (DURAES; LAVIOLLA, 2009).

3.8 Distribuicao do pinhao manso

O pinhdo manso € uma planta originaria das Américas, porém foi
introduzido por navegadores portugueses em 1783 nas ilhas do Arquipélago de
Cabo Verde, alcangando a Africa, e posteriormente a Asia (DURAES;
LAVIOLLA, 2009). O pinhdo manso é encontrado nas regides tropicais,
temperadas e frias, sendo cultivado no Brasil, Nicaragua, México, Cuba, india,
China, Cabo Verde, Irlanda, Alemanha, Madagascar, Malasia, Tailandia,
Filipinas, dentre outros paises (HELLER, 1996).

Gexsi (2008) indica que as maiores areas de cultivo do pinhdo manso
encontram-se na Asia (85%), seguido da Africa (13%) e América (2%). No
Brasil, os principais estados onde se cultivam o pinhdo manso sao: Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Tocantins, Ceara, Piaui, Bahia, Minas
Gerais e Sdo Paulo (DURAES; LAVIOLLA, 2009). Estima-se que ja foram
implantados 50 mil hectares de lavouras comerciais no Brasil (ROSADO et al.,
2010). Contudo, os desafios técnicos e cientificos sdo as maiores limitagdes da
cultura (SANDERSON, 2009; KANT; WU, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos de isolamento e caracterizacdo foram desenvolvidos nos
Laboratorios de Fisiologia Vegetal e Cultura de Tecidos (LFVCT), Microbiologia
Agricola e Molecular (LAMAM) do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Sao Carlos, Araras, SP e no Laboratério Biologia Celular e
Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao

Paulo, Piracicaba, SP.

4.1 Isolamento dos microrganismos

Amostras vegetais, compostas por caules, folhas e raizes de plantas
pinhdo manso cultivadas do campo experimental do Laboratério de Fisiologia
Vegetal e Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Sao Carlos, foram
coletadas e levadas ao laboratério para esterilizagdo e processamento. As
folhas e caules foram desinfestadas superficialmente com alcool 70%, por 1
min, 2% hipoclorito de sdédio, por 10 min e lavagem em &gua destilada
esterilizada por trés vezes. Os tecidos foram macerados em agua estéril e o
macerado foi deixado em repouso por 15 min, para a difusdo das bactérias
para a solucdo. Apds esse periodo, as suspensodes bacterianas obtidas foram
diluidas seriadamente de 10" a 107. Destas diluicdes, aliquotas de 100 pL
foram transferidas para placas com 25 mL dos seguintes meios semi-sélidos e
isentos de nitrogénio (N): LGI-P, JNFb, Batata e Batata-P (DOBEREINER et al.,
1995), em trés repeti¢cdes e incubadas a 30°C. Todas as colbnias obtidas foram
repicadas para tubos de ensaio, contendo o JNFb. Um novo cultivo em meio
liquido especifico foi feito e usado para estocar os isolados em solugcao de
glicerol a 50% a -20°C. A partir desses estoques as coldnias foram re-isoladas
para o desenvolvimento do trabalho.

O crescimento de bacteriano foi evidenciado pela a presenca da
pelicula tipica logo abaixo da superficie do meio depois de 7 dias de incubagao
a 30°C. A populagdo bacteriana foi estimada 4 a 6 dias apds a incubagéo a
30°C pela técnica do nimero mais provavel (MPN) consultando a tabela de

McCrady para 3 repeticdes por diluigdo. As bactérias formadoras de capsula
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(pelicula caracteristica) e todas as bactérias isoladas que mudaram a coloragéo
do meio de amarelo para azul foram submetidas a etapas posteriores de
isolamento e purificagdo pelo método de estrias ou riscas em placas contendo
meio LGI-P e JNFb. As colbnias foram purificadas e mantidas no mesmo meio
em baixa temperatura (5°C). Os isolados foram cultivados em meios de cultura
sélidos LGI-P, JNFb, Batata e Batata-P, acondicionados em placas de Petri

para a caracterizagao morfolégica das colénias.

4.2 Confirmagao da natureza endofitica

Para se confirmar a natureza endofitica dos isolados, utilizou-se o
meétodo descrito por Assis et al. (1998) com modificagbes. Os fragmentos de
raizes, caules e folhas, apds a terceira lavagem do processo de desinfestagao,
foi seccionado em duas partes. A primeira foi macerada, conforme descrito
anteriormente e a segunda foi mergulhada rapidamente em tubos de ensaio
contendo o meio LGI-P e JNFb. O meio foi incubado a 28°C e observado, a fim
de se comprovar a auséncia de crescimento de organismos epifiticos. Outra
técnica utilizada para a confirmagédo a natureza endofitica dos isolados foi o
plagueamento de 100 pL, da terceira agua de lavagem do processo de
desinfestacéo, em placas de Petri contendo 25 mL dos meios semi-sélidos LGI-
P e JNFb. Nao havendo crescimento bacteriano nos tubos e nas placas, os

isolados obtidos pela maceracao dos tecidos foram considerados endofiticos.

4.3 Caracterizagao morfolégica e fisiolégica dos isolados

As colbnias que cresceram nos meios de cultura seletivos foram
recolhidas, com ajuda da alga de repicagem esterilizada, para lamina de vidro
devidamente limpa e realizou-se o esfregago por toda a extensédo da lamina,
visando verificar a morfologia celular. O esfregagco também foi fixado pela
secagem ocorrida apds a passagem da lamina pela chama do bico de Bunsen,
de modo leve e garantindo a fixagdo da mesma. A lamina com o esfregaco foi
submetida a coloragao de Gram. A lamina com o esfregaco, foi coberta com

corante cristal violeta durante 1 min, e retirado com o uso de um filete de agua.
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Logo em seguida, adicionou-se solugao de iodo pelo mesmo periodo anterior.
A lamina entdo foi lavada com alcool e depois agua, até que todos os
reagentes presentes fossem removidos. Apos este procedimento, safranina foi
adicionada sobre a lamina por 30 seg e lavada novamente com agua. A lamina
foi seca e levada ao microscopio, na lente de imersao, para observacao da
coloracéo e forma das células bacterianas. As bactérias Gram negativas (-)

apresentaram coloragao avermelha e as positivas (+), coloragdo azulada.

4.4 Caracterizagao bioquimica dos isolados

4.4.1 Teste de Citrato

Os isolados foram submetidos a testes bioquimicos com base nas
caracteristicas microscopicas e do desenvolvimento em meios de cultura
especifico. O primeiro teste realizado baseou-se na capacidade do
microrganismo utilizar o citrato de s6dio como unica fonte de carbono e
energia. Para este experimento foi utilizado o meio citrato-Simmons que possui
a seguinte composigao por litro: 2g de citrato de sddio; 0,29 de MgS04.7H,0;
1g de NH4H,PO4; 1g de K;HPO4; 5g de NaCl, 20g de agar e 15ml de azul de
bromotimol. O meio citrato-Simmons so6lido foi distribuido em tubos de ensaio e
esses foram colocados na posicao inclinada para o endurecimento. Os
microrganismos foram inoculados do meio citrato e apés 2 a 3 dias, observou-
se a mudancga ou nao de cor do meio de cultura, ou seja, de verde para azul
escuro. A mudanca de cor da superficie do meio para azul foi utilizada como
um indicador positivo para o microrganismo que utiliza o citrato de sédio como

unica fonte de carbono para seu metabolismo e crescimento.

4.4.2 Teste de producgao de Indol e Motibilidade

O segundo teste utilizado para caracterizar bioquimicamente os
microrganismos isolados foi baseou-se na produgédo de indol e na prova de

motilidade das bactérias endofiticas. Este experimento foi conduzido com o
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meio SIM que tem coloracdo amarela. O meio SIM possui a seguinte
composi¢cao por litro: 30g peptona; 3g de extrato de carne; 0,10g de
FeS0O,4.7H,0 e 3g de agar. Os isolados foram inoculados com uma agulha no
meio SIM, através da técnica da punctura. Apdés 2 a 3 dias, observou-se: a
presenga ou auséncia de motilidade dos microrganismos como prova
fisiolégica, da presenca de flagelos. Caso as bactérias cresceram por todo o
meio, o resultado seria positivo para a presenca de flagelo. No caso negativo
quando os microrganismos ficam restritos ao local da inoculagéo. Para verificar
se os microrganismos decompde o triptofano em indol pelo surgimento da
coloragdo avermelhada no meio SIM ao adicionar 3 gotas do reagente de
Kovacs. A presenga do indol se deve pela formagao do complexo aldeido, em
meio acido, formando o composto colorido. O reagente de Kovacs € composto
por uma solugédo de 5g de p-dimetilamino-benzaldeido, 25 mL de HCl e 75 mL
de alcool isoamilico. O indol é resultante da degradacdo do aminoacido

triptofano pela enzima triptofanase.

4.4.3 Teste de producgao de Sulfeto de Hidrogénio

O terceiro teste bioquimico baseou-se na produgédo de sulfeto de
hidrogénio (H,S) pela presenga de uma pelicula preta na superficie do meio. O
meio SIM possui em sua composicao tiossulfato como fonte de enxofre e o
sulfato ferroso como indicador da producéo de sulfeto de hidrogénio. O sulfeto
de hidrogénio produzido reage com o metal formando um precipitado preto

insoluvel.

4.4.4 Teste da Urease

Este teste bioquimico baseou-se na producdo de urease pelos
microrganismos, utilizando o seguinte meio especifico: 0,5g de NH4H,PO4, 0,59
de KyHPO,4, 0,2g de MgS04.7H,0, 5g de NaCl, 1g de extrato de levedura,
16mg de vermelho de cresol e 17g de agar. O meio urease, de cor laranja em

funcdo do indicador de pH, foi devidamente preparado e autoclavado. A uréia
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foi diluida em agua destilada (20g para 200mL) e posteriormente filtrada. As
bactérias foram inoculadas e a mudanga de cor do meio de laranja para rosa
choque ou rosa cereja indica a agado da urease na degradacéo da uréia em

duas moléculas de amdnia e uma de anidrido carbbnico.

4.4.5 Teste da Catalase

O teste da catalase consiste em adicionar uma gota de perdxido de
hidrogénio (H2O2) a uma colbnia isolada sobre uma lamina de vidro. O teste
positivo evidencia-se pela formagao de bolhas sobre a colbnia.

4.5 Caracterizagao molecular

4.5.1 Extracao de DNA genémico

As estirpes bacterianas foram cultivadas em meio seletivo liquido no
qual elas foram isoladas. Aliquotas (1,5 mL) da cultura foram centrifugados a
13.000 g por 60 seg e as células ressuspendidas em 700 pyL de tamp&do GET
(50mmol/L de glucose, 25mmol/L de Tris HCI pH 8,0 e 10 mmol/L de EDTA pH
8,0). A seguir, adicionou-se lisozima numa concentracgéo final de 300 ug/mL e
incubou-se a 37°C por 60 min. Em seguida 150 yL de solugéo de 10% SDS
(Dodecil Sulfato de Sddio) foram adicionados e as amostras foram incubadas a
37°C por 30 min. Pronase E e RNAse foram adicionadas, para uma
concentragao final de 200 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente, incubou-se a
37°C overnight. No dia seguinte, adicionou-se 500 pyL de uma mistura de
cloroférmio: alcool isoamilico (1:1) aos tubos com as amostras, seguido de
agitacdo branda por aproximadamente 10 min. A emulsdo foi entéo
centrifugada a 13000g por 10 min. A solugcdo sobrenadante foi retirada e
transferida para um novo tubo plastico de 1,5 mL. Esse processo foi repetido
mais duas vezes.

Os acidos nucléicos foram precipitados pela adicdo de 2 volumes de

etanol e incubagcdo em geladeira overnight. Na manha seguinte a mistura foi
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centrifugada por 20 min a 13.000g e o sobrenadante descartado. O DNA que
estava no tubo foi entdo lavado duas vezes com 800 pL de etanol 70% e
recuperado por centrifugagcdo por 5 min a 13.000g. Depois da segunda
lavagem, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco para retirada do
etanol residual. Finalmente, o DNA foi dissolvido em 100-200 yL de agua milli-
Q estéril mantido a 37°C por 1 h e estocado a 4°C.

A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel 0,8%
agarose revelado com SYBRgold (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene,
Oregon, EUA). A concentragdo do DNA total extraido foi determinada por
fluorimetria  (DyNA Quant 2000 Fluorometer, Amersham Biociences,
Buckinghamshire, Reino Unido). A amostra de DNA também foi quantificada

em espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA).

4.5.2 Amplificacao do gene 16S rDNA

Para a amplificagdo do gene 16S rDNA foram utilizados os iniciadores
Y1-Y2, Y1-Y3 e Y1-16S805 (Tabela 1). O iniciador Y1 anela na ponta 5 do
gene 16S rDNA, ja o Y3 na 3’, gerando um produto de amplificagcdo que
compreende quase todo o gene, de aproximadamente 1,5 Kb. O conjunto Y1-
Y2 permite a amplificacdo de aproximadamente 350 pb a partir da ponta 5’ da
molécula do 16S rDNA. O par Y1-16S805R produto amplificado foi
aproximadamente 750pb. O par de iniciadores Y1-16S805R foi usado quando
reagcao com os outros iniciadores falharam. As reagdes de amplificagdo foram
realizadas em um volume de 20 yL, contendo 25 ng de DNA; 10X Tampao da
Taq com KCI [100 mM Tris-HCI (pH 8,8); 500 mM KCI; 0,8% Nonidet P40]; 100
MM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 yuM de cada iniciador (Y1-Y2, Y1-Y3 e
Y1-16S805) e 1 U de Taqg polymerase (Fermentas Life Science). As
amplificagcbes foram conduzidas com desnaturagao inicial a 94°C por 3 min,
seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 20 seg a 57°C, 1 min a 72°C e uma etapa
de extensao final a 72°C por 5 min. Os produtos da amplificagdo da regido 16S
rDNA foi separado por meio de eletroforese em gel 1,5% agarose em tampéao
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Tris-Borato-EDTA (10X TBE: 0,89 M de Trisma-base; 0,86 M de Acido Bérico,
0,02 M de EDTA [pH 8,0])) a3 V.cm™.

A purificagdo dos fragmentos de DNA obtidos adicionou-se 15 pL
Acetato de Amoénio 7,5 mol/L e 40 uL de 96% etanol. Os tubos foram incubados
no gelo por 20 minutos e centrifugados por 15 min a 13.000g. O DNA foi lavado
com 70% etanol por duas vezes, seco a 37°C por 1 h e dissolvido em 20 L de

agua milli-Q estéril.



Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rDNA dos isolados

endofiticos

Nome | Sentido | Tamanho (pb) | Posicao em E. coli Sequéncia (5’ - > 3’) Referéncia
Y1 Forward 22 20-43 TGGCTCAGAACGAACTGGCGGC Young et al. 1991
Y2 Reverse 24 338-261 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT Young et al. 1991
Y3 Reverse 26 1482-1507 TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC | Young et al. 1991

16S805 | Reverse 23 783-805 GACTACCAGGGTATCTAATCCTG Cruz, 2001

ec
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5" 3
Y1 Y2 165805 Y3
= =

|
1 300 746 1494 pb

Figura 1. Esquema de anelamento dos iniciadores no gene 16S rDNA

4.5.3 Sequenciamento do gene 16S rDNA

O sequenciamento foi realizado usando o protocolo padrao do kit
DyEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare) e realizado no
sequenciador ABI-3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA.
EUA), no Laboratorio de Biotecnologia Animal do Departamento de Zootecnia
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao
Paulo.

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados quanto a
qualidade e presenga do vetor com o programa Phred, Phrap e Consed e o
alinhamento das sequéncias para cada clone foi realizado no programa
CLUSTAL W - BioEdit (THOMPSON et al., 1994). As sequéncias foram
comparadas por BLASTn com o banco de dados do NCBI. Para o alinhamento
das sequéncias com um padrao disponiveis no banco de dados NCBI utilizou-
se o programa MultiAlin (COPERT, 1988). As sequéncias foram alinhadas
utilizando o programa CLUSTAL W e os resultados destes alinhamentos foram
utilizados para analise filogenética no programa MEGAS5 (TAMURA et al,
2011), para obtengdo de arvore consensual que melhor representasse essas

relacdes.
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4.5.4 Identificagcao dos isolados por comparagao das sequéncias

As sequéncias consensos, sem os iniciadores, foram analisadas pelo
programa Segmatch - disponivel no site RDP (Ribosomal Database Project -
http://rdp.cme.msu.edu), visando classificar taxonomicamente as sequéncias
de acordo com a taxonomia bacteriana proposta no Bergey’'s Trust. Em
seguida foi feita uma busca de similaridade no banco de dados do GenBank,
através do programa BLASTn (ALTSCHUL, 1997). Nesta etapa foi determinada
a identidade das sequéncias dos isolados com base nos dados existentes no
banco. A partir do alinhamento das sequéncias foi construida uma arvore
filogenética foi reconstruida através do método de Maxima Parcim6nia,com o
auxilio do programa MEGAS (TAMURA et al., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento das bactérias endofiticas

As plantas constituem um complexo ecossistema onde comunidades
bacterianas interagem continuamente, competindo por nutrientes e agua nos
diferentes tecidos do hospedeiro. O numero de diferentes espécies e
populagdes dentro da comunidade sdo parametros essenciais para definir a
sua estrutura e diversidade (OLIVARES, 1997). Portanto, o conhecimento da
diversidade endofitica € importante para a compreensdo da ecologia da
comunidade bacteriana favorecendo sua aplicagdo na melhoria da
produtividade e manejo de culturas de interesse agrondmico (CAVALCANTI,
DOBEREINER, 1988).

As bactérias endofiticas podem apresentar diversos efeitos no
desenvolvimento da planta hospedeira (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). Por
exemplo, podem ser utilizadas como Dbiofertilizantes, aumentando a
produtividade da cultura através de uma combinagdo de mecanismos que
podem incluir fixagdo biolégica de nitrogénio, produgao de fitorménios, aumento
da disponibilidade de nutrientes do solo e controle de doencas (HALLMANN et
al., 1997; COCKING, 2003). E possivel que os organismos caracterizados
neste estudo tenham potencial para serem usados nesses casos. Por exemplo,
o desenvolvimento de doenca por Erwinia carotovora, uma bactéria patogénica,
pode ser inibido por inoculagao de Pseudomonas sp, Curtobacterium luteum ou
Pantoea agglomerans (REITER et al., 2002). Outros estudos mostram que
Enterobacter promove de crescimento vegetal, influencia na infecgdo por
nematodeos, sendo capaz também de fixar nitrogénio. Os endofiticos fixadores
de nitrogénio mais frequentemente isolados sdo Herbaspirillum seropedicae,
Glucanoacetobacter diazotrophicus, Azospirillum brasilense e Burkholderia
amazonense (CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988; OLIVARES et al., 1997).

Para a cultura do pinhdo manso n&o existe relato na literatura sobre a
comunidade bacteriana endofitica. Neste trabalho, as bactérias endofiticas do
caule, folhas e raizes do pinhdo manso, isoladas nos meios LGI-P e JNFb

foram caracterizadas, levando-se em consideragdo uma abordagem
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inicialmente morfoldgica, fisiologica, bioquimica e molecular. O processo de
caracterizagao das bactérias isoladas foi efetuado através da determinacao de
um numero minimo de atividades metabdlicas especificas, contudo, o menor
numero de observacdes efetuadas aumenta o risco de erros de identificagao,
porém os marcadores moleculares sdo ferramentas que minimizam os erros de
outros marcadores. Fernandes et al. (2001) trabalharam com 20 isolados
obtidos de folhas e raizes de coqueiro e utilizaram muitos testes bioquimicos
para identificar os microrganismos estudados, contudo algumas duvidas nao
foram esclarecidas.

Foram encontradas populacdes de 4,2 x 10° 9,1 x 10* e 8,55 x 10°
bactérias endofiticas por grama de matéria fresca no caule, raiz e folha,
respectivamente para o pinhdo manso. A maior contagem do MPN de bactérias
nas raizes do pinhdo manso do que nas outras partes da planta, fato que
também foi demonstrado para outras espécies (TEIXEIRA et al., 2008). Junior
et al. (2000) trabalharam isolando bactérias diazotroficas em diferentes
gendtipos de cana-de-agucar, encontraram maior ocorréncia de bactérias nas
raizes.

Neste trabalho foram obtidos 46 isolados diferentes que foram estocados
em eppendorfs e mantidos em geladeira. Vinte nove isolados cresceram em
meio JNFb, com a capacidade de tornar o meio cultura basico (Figura 2) e 17

desenvolveram no meio LGI-P tornaram o meio cultura acido (Figura 3).
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Figura 2. Caracteristica do isolado LFV-21 crescendo em meio seletivo JNFb. A

tonalidade azul indica que o microrganismo tem capacidade de tornar o meio

basico

Figura 3. Caracteristica do isolado LFV-39 crescendo em meio seletivo LGI-P.
A tonalidade amarela indica que o microrganismo tem capacidade de tornar o

meio acido
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Os meios de cultura JNFb e LGI-P sao especificos para o isolamento
de bactérias endofiticas que fixam o N, atmosférico, desta forma, em sua
composicao apresentam baixos teores de nitrogénio, estimulando o
desenvolvimento  de  microrganismos  diazotroficos ~ (CAVALCANTI,
DOBEREINER, 1988). Sendo assim, no meio JNFb os 29 isolados encontrados
apresentam caracteristicas parecidas com o género Herbaspirillum spp.. No
meio de cultura LGI-P desenvolveram 17 isolados que possuem caracteristicas
parecidas com a Gluconacetobacter diazotrophicus, que é a unica espécie
desse género capaz de fixar N, (DOBEREINER et al., 1995). O meio Batata-P
€ utilizado para purificar G. diazotrophicus que apresenta coldnias inicialmente
claras e umidas, tornando-se de coloragédo chocolate apds sete a dez dias de
incubacgéo a 30°C (DOBEREINER et al., 1995). Os resultados obtidos a partir
deste meio foram colbnias claras e com aspecto umido, ndo sendo observada a

coloragao chocolate caracteristica da G. diazotrophicus (Figura 4 e Figura 5).

Figura 4. Caracteristica do isolado LFV-8 crescendo em meio seletivo Batata-P
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Figura 5. Caracteristica do isolado LFV-33 crescendo em meio seletivo Batata-
P

Das 46 estirpes, 19 foram isoladas das folhas, 11 do caule e 16 das
raizes. Estes numeros foram obtidos considerando as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas das colonias. Todos os isolados foram

analisados bioquimicamente e molecularmente.

5.2 Caracterizacgao fisioldgica e bioquimica

Os isolados selecionados durante o estudo foram submetidos a
coloracdo Gram, sendo caracterizados, em sua maioria, como bactérias Gram
negativas (71,7%) e em forma de bastdo (82,6%; Tabela 3). Os géneros
Herbaspirillum spp. e G. diazotrophicus sao Gram negativas, aerdbias
obrigatérias e as células possuem o formato de bastonete (DOBEREINER et
al., 1995). As células bacterianas podem ser visualizadas individualmente, em
pares ou estruturas como cadeias sem endosporos. A grande maioria dos
isolados de pinhdo manso caracteriza-se por apresentar formato de bastonete,

Gram negativo, anaerdbicos facultativos havendo a possibilidade de tratar-se
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de espécie da ordem Enterobacteriales (Figura 6; Figura 7 e Figura 8). Tortora
et al. (2005) descrevem esses microrganismos por apresentar o formato de
bastonete, Gram negativo, anaerdbicos facultativos, se locomovem, por meio

de flagelos peritriquios e fermentam a lactose para produzir acido e gas.

Figura 6. Caracteristica do isolado LFV-38, Gram positiva e formato tipo
bastonete
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Figura 7. Caracteristica do isolado LFV-15, Gram positiva e formato tipo coco

Figura 8. Caracteristica do isolado LFV-23, Gram negativa e formato tipo

bastonete
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Os isolados foram repicados em diferentes meios de cultura, visando

selecionar as diferentes caracteristicas bioquimicas (Figura 9).

Teste Citréto Teste Indol Teste Sulfeto

Figura 9. Testes bioquimicos utilizados para caracterizar os isolados

O primeiro teste baseou-se na utilizagdo do citrato como fonte de
carbono em seu metabolismo e consequentemente crescimento, pois na
auséncia de glicose ou lactose fermentavel, alguns microrganismos sé&o
capazes de usar o citrato como unica fonte de carbono para produzir energia.
Esta capacidade depende da presenca de citrato permease que facilita o
transporte do citrato para o microrganismo. Uma vez dentro da célula o citrato é
degradado pela enzima citrase, produzindo acido oxalacético e acetato. Estes
produtos sdo depois convertidos enzimaticamente em acido piravico e CO,. O
meio de citrato-Simmons contém citrato de sédio como unica fonte de carbono,
NH;" como fonte de azoto e o indicador de pH, azul de bromotimol. Esta prova
é feita em tubos em rampa, uma vez que o O, € necessario para a utilizagao do
citrato. Quando o microrganismo remove o citrato do meio e o oxida, ocorre
libertacdo de CO,. Durante esta reacdo o meio torna-se alcalino, pois o CO,
gerado combina-se com sodio (fornecido pelo citrato de sddio) e agua para
formar carbonato de soédio, que é um produto alcalino. A presenca de
carbonato de soddio faz aumentar o pH e virar o indicador de pH do meio de

verde para azul forte. Para este teste somente seis isolados nao utilizaram o
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citrato como fonte de carbono (Figura 10), sendo assim, a maioria dos isolados

de pinh&o manso sao citrato positivas (86,9%, Tabela 3).

Figura 10. Caracteristica do meio de cultura com as bactérias citrato negativas

(verde) e positivas (azul)

Com o segundo teste buscou-se conhecer a motilidade dos isolados e
a capacidade de producao de indol. O objetivo deste teste foi determinar a
capacidade do microrganismo se mover, pois as bactérias diazotroficas
endofiticas Herbaspirillum spp. e G. diazotrophicus possuem grande
mobilidade, além disso, buscou-se verificar a capacidade do microrganismo
degradar o aminoacido triptofano (presente em quase todas as proteinas) até
indol. O triptofano é um aminoacido essencial que pode sofrer oxidagao pelas
atividades enzimaticas de algumas bactérias. A conversdo do triptofano em
produtos metabdlicos € mediada pela enzima triptofanase. Como a capacidade
de hidrolisar o triptofano com produgéo de indol (ndo é utilizado e acumula-se
no meio) ndo € uma caracteristica de todos os microrganismos serve como

marcador bioquimico. Ha& microrganismos que ndo metabolizam o triptofano ou
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entdo fazem metabolizacdo completa desse aminoacido sem produzir indol. O
teste revelou que 86,9% dos isolados possuem mobilidade e que apenas 26%
sdo indol positivas (Tabela 3), indicando assim, a existéncia de diversidade

bioquimica entre os isolados (Figura 11).

Figura 11. Caracteristica do meio de cultura com as bactérias indol negativas

(amarelo) e positivas (vermelho)

No teste para verificar produgdo de sulfeto de hidrogénio (H.S)
buscou determinar a capacidade dos isolados em produzirem o gas H,S, a
partir de substratos como aminoacidos sulfurados ou compostos sulfurados
inorganicos. Muitas proteinas sao ricas em aminoacidos sulfurados, como a
cisteina. Quando estas proteinas estdo presentes no meio de cultura podem
ser degradadas pelas enzimas microbianas a aminoacidos que s&o utilizados
como nutrientes. O aminoacido cisteina, na presenca da enzima cisteina
desulfurase, perde o seu atomo de enxofre que por sua vez é reduzido pela
adicao de hidrogénio da agua para formar H,S. O H,S é entao produzido pela
hidrogenacao (reducéo) do enxofre organico presente no aminoacido cisteina.

Por outro lado, o H,S pode ser produzido pela redugdo de compostos
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sulfurados inorganicos, como os tiossulfatos (S;03%), os sulfatos (SO4*) e os
sulfitos (SOs?). Quando o meio contém tiossulfato de sodio alguns
microrganismos tém capacidade para reduzir a sulfitos usando a enzima
tiossulfato redutase, com libertacao de H,S. Os atomos de enxofre atuam como
aceitadores de hidrogénio durante a oxidagdo dos compostos inorganicos.
Neste teste ficou claro que poucos isolados (4,3%, Tabela 3, Figura 12)
possuem a capacidade de produzir sulfeto utilizando como substrato o meio
SIM.

Figura 12. Caracteristica do meio de cultura com as bactérias sulfeto negativas

(marrom claro) e positivas (marrom escuro)

No teste da wurease buscou-se verificar a capacidade do
microrganismo desdobrar a ureia utilizando a enzima urease. A urease € uma
enzima hidrolitica que ataca a ligagéo entre o azoto e o carbono em compostos
como a ureia, formando o produto final alcalino, ambnia, além de CO, e H,0.
Neste teste verificou-se que apenas cinco isolados foram positivos (10,8%,
Tabela 3) quanto a producao de urease apos 24 h de incubagao a 30°C.

O teste da catalase foi utilizado para diferenciar Staphylococcus, que

sao catalase positivos de Streptococcus, que sao negativos, para tanto, utiliza-
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se peroxido de hidrogénio (H20;) na detecgdo da enzima. A catalase atua
sobre o peroxido de hidrogénio (3 a 5%), desdobrando-o em oxigénio e agua,
protegendo as bactérias dos ataques com superoxidantes produzidos pelo
sistema de defesa. O teste demonstra que 93,5% dos isolados possuem a
capacidade de se defender de ataques de substancias superoxidantes.

Teixeira et al. (2008) utilizando testes bioquimicos para identificar
bactérias diazotréficas do solo, raizes de Gossypium hirsutum, Saccharum
officinarum e Zea mays cultivados em solos de cerrado, encontram resultados
semelhantes aos encontrados neste estudo. A maior contagem do MPN de
bactérias foi nas raizes, além de isolar um grande numero de bactérias
endofiticas, caracterizadas em sua grande maioria como Gram negativas,
formato de bastdo, as bactérias utilizam o citrato como fonte de carborno,
moveis em sua grande maioria, indol positivas, negativas para a produgao de
urease e com poucos isolados produzindo sulfeto (H2S).

Fica evidente que existe a necessidade da realizagao de mais testes
bioquimicos como fermentacido/oxidagcao de sorbitol e producdo de acetoina,
para confirmag&o correta dos isolados. Hinton e Bacon (1995) descreveram a
ocorréncia de Enterobacter cloacae como simbionte endofitico em raizes de
milho com base em diversos testes bioquimicos. Bactérias do género
Enterobacter fixam nitrogénio, porém requerem compostos nitrogenados para

crescer sob condigbes estritamente anaerobicas (MARIN et al., 2012).



Tabela 3. Caracterizagao dos isolados obtidos de raizes, caules e folhas de pinhdo manso pelo meio de isolamento, formato e
testes bioquimicos. Presenca (+) ou auséncia (-)

Identificagao Meio de Gram Formato Utilizacao Producao de Urease
isolamento de Citrato Mobilidade Catalase
JNFb LGI-P Indol Sulfeto
LFV -1 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -2 + - Positiva Bastonete - - + - + -
LFV -3 + - Negativa Bastonete + + - - + +
LFV -4 + - Positiva Bastonete + + - - + -
LFV -5 + - Positiva Bastonete + + - - + -
LFV -6 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -7 + - Negativa Bastonete - - + - + -
LFV -8 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -9 + - Positiva Bastonete + - + - + -
LFV -10 + - Negativa Bastonete + + - + + -
LFV —11 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -12 + - Negativa Bastonete - + - - + +
LFV -13 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV-14 + - Positiva Bastonete + + - + +
LFV -15 + - Positiva Coco + - - - - -
LFV -16 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -17 + - Negativa Bastonete + + + - + -
LFV —-18 + - Negativa Bastonete + + + - + -
LFV -19 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -20 + - Negativa Indefinido + + - - + -
LFV —21 + - Positiva Bastonete + + - + + -
LFV —22 + - Negativa Coco - - - - - -
LFV -23 + - Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -24 + - Positiva Bastonete + + - - + -
LFV —-25 + - Negativo Bastonete + + + - + -

8¢



Continua

Identificagao Meio de Gram Formato Utilizacao Producao de
isolamento de Citrato  Mobilidade Catalase Urease
JNFb LGI-P Indol Sulfeto
LFV - 26 + - Negativo Bastonete - + - - + -
LFV - 27 + - Positiva Cilindrica + + - - + -
LFV —28 - + Negativo Bastonete + - - - + -
LFV -29 - + Negativo Coco + - + - + -
LFV -30 - + Negativo Bastonete + + - - + +
LFV - 31 - + Negativo Bastonete + - - - + -
LFV - 32 - + Positiva Indefinido + + + - + -
LFV -33 - + Negativa Bastonete + + - - + -
LFV - 34 - + Negativa Bastonete + + - - + +
LFV —-35 - + Negativa Bastonete + + - - + -
LFV - 36 - + Negativa Bastonete + + - - + -
LFV -37 - + Positiva Bastonete + + - - + -
LFV - 38 - + Positiva Bastonete + - - - + -
LFV -39 - + Negativa Bastonete + + + - + -
LFV —-40 - + Negativa Coco - - - - + -
LFV - 41 - + Negativa Bastonete + + + - + -
LFV —42 - + Negativa Bastonete + + - - + -
LFV —43 - + Negativa Bastonete + + - - + -
LFV —44 - + Negativa Bastonete + + + - + -
LFV —45 - + Negativa Bastonete + + + - + -
LFV - 46 - + Positiva Coco + + - - - -

6E
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5.3 Caracterizagao molecular

O DNA gendmico dos 46 isolados bacterianos foi purificado e utilizado
como molde na reagcdo de PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia) para
amplificagdo dos genes 16S rDNA. A combinagédo Y1-Y2 gerou um fragmento
de 350 pb do gene 16S rDNA também nado amplificou para todos os isolados.
Ja a combinacdo Y1-16S805 amplificou um fragmento de aproximadamente
750 pb para todos os isolados, sendo esta uma combinagdo de iniciadores
ideal para analise filogenética dos isolados (Figura 13). O produto da reagao de
amplificagdo com os iniciadores Y1-Y3, que corresponde ao gene 16S rDNA
quase completo, gerou um fragmento unico de 1.500 pb, porém nao foi
possivel amplificar o referido gene para todos isolados.

M1 2 3 45 67 8 91011 12 1314 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 B

800 pb
500 pb

100 pb

Figura 13. Amplificagcdo de um fragmento da regido 16S de isolados de pinhao
manso. M: marcador 100 pb; Isolados (LFV-1 a LFV-24); B: branco

As sequéncias da regido Y1-16S805 dos 46 isolados de pinhao
manso foram obtidas a partir dos produtos da PCR. Os iniciadores usados na
reacao de sequenciamento foram os mesmo utilizados na amplificagdo do
fragmento (Y1-16S805). Os eletroferogramas foram analisados para verificagéo
da qualidade das sequéncias no programa Phred/Phrap/Consed e as regides
contendo baixa qualidade foram descartadas das analises.

As sequéncias consensos de cada isolado foram analisadas utilizando
o programa Segmatch que usa o banco de dados RDP (Ribosomal Data
Project — www.rdp.cme.edu). Essa andlise resultou na distribuicdo das
sequéncias em oito géneros (Tabela 4), identificadas nas trés partes das
plantas (folhas, caule e raizes), os isolados mais frequentes foram Bacillus,
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Burkholderia, Staphylococcus e Salmonella representando 69,5% dos isolados

identificados.

Tabela 4. Ocorréncia de bactérias endofiticas, obtidas de plantas de pinh&o

manso provenientes das raizes, caules e folhas, com base amplificacdo do
gene 16S rDNA

Isolado Local Organismo relacionado Identidade NCBI
LFV -1 Folha Burkholderia gladiori 97% JQ795144 .1
LFV -2 Folha Bacillus cereus 91% JX010784.1
LFV -3 Caule Burkholderia cepacia 92% HQ694175.1
LFV -4 Folha Microbacterium sp. 98% JQ736754.1
LFV -5 Raiz Staphylococcus aureus 71% GU213356.1
LFV -6 Raiz Salmonella sp. 93% JQ048378.1
LFV -7 Folha Acinetobacter sp. 92% AY028622.1
LFV -8 Caule Staphylococcus rostri 98% AM989462.1
LFV -9 Folha Bacillus atrophaeus 100% JX000003.1
LFV -10 Raiz Serratia sp. 86% GU186412.1
LFV —11 Folha Bacillus brevis 68% HM055973.1
LFV-12 Folha Burkholderia tropica 83% JQ795158.1
LFV -13 Raiz Serratia rubidaea 93% JN089365.1
LFV -14 Folha Bacillus atrophaeus (2) 95% JX000003.1
LFV -15 Folha Bacillus brevis (2) 73% HM055973.1
LFV-16  Caule Pseudomonas sp. 91% JQ736769.1
LFV - 17 Raiz Pseudomonas sp (2) 91% JQ736769.1
LFV -18 Raiz Salmonella sp. (2) 92% JQ423116.1
LFV-19  Caule Bacillus sphaericus 87% HQ694063.1
LFV—-20  Caule Burkholderia gladiori (2) 85% AB680484.1
LFV - 21 Caule Bacillus cereus (2) 88% JQ736752.1
LFV - 22 Folha Burkholderia cepacia (2) 83% AB680546.1
LFV - 23 Raiz Microbacterium sp.(2) 100% JX027502.1
LFV —24 Folha Staphylococcus aureus (2) 92% GU213356.1
LFV - 25 Raiz Salmonella sp. (3) 85% JQ404492.1

Continua
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Isolado Local Organismo relacionado Identidade NCBI

LFV-26  Folha Acinetobacter sp. (2) 92% JX221556.1
LFV-27 Raiz Staphylococcus rostri (2) 100% AM989462.1
LFV-28 Folha Bacillus atrophaeus (3) 71% JQ917920.1
LFV - 29 Raiz Serratia sp. (2) 76% JX032802.1
LFV-30 Folha Bacillus brevis (3) 84% HMO055973.1
LFV — 31 Raiz Burkholderia tropica (2) 87% EU723240.1
LFV - 32 Raiz Serratia rubidaea (2) 69% JN934386.1
LFV-33 Folha Bacillus atrophaeus (4) 81% JQ917920.1
LFV-34 Raiz Bacillus brevis (4) 94% JQ832448.1
LFV -35 Raiz Pseudomonas sp. (3) 89% JX035941.1
LFV-36 Folha Pseudomonas sp (4) 100% JQ736769.1
LFV-37  Caule Salmonella sp. (4) 72% JQ048378.1
LFV-38 Folha Bacillus sphaericus (2) 95% HQ684003.1
LFV -39 Caule Burkholderia gladiori (3) 91% JN872507 1
LFV —40 Raiz Bacillus cereus (3) 93% JX024753.1
LFV-41  Caule Burkholderia cepacia (3) 97% HQ694175.1
LFV-42 Caule Microbacterium sp.(3) 87% JX027502.1
LFV-43  Folha Staphylococcus aureus (3) 94% GU213356.1
LFV -44  Caule Salmonella sp. (5) 81% JQ048378.1
LFV-45 Folha Acinetobacter sp. (3) 77% JX029141.1
LFV — 46 Raiz Staphylococcus rostri (3) 62% AM989462.1

As raizes apresentaram maior diversidade de microrganismos
endofiticos, com sete dos oito géneros identificados. Nas folhas e no caule
foram identificados seis géneros, respectivamente. Nas folhas, a excecédo dos
géneros Salmonella e Serratia, no caule Acinetobacter e Serratia, ja nas raizes
foi o género Acinetobacter. Os géneros Bacillus e Burkholderia foram
encontrados com maior frequéncia em todas as regides amostradas. O género
Bacillus nas folhas, caule e raizes representou mais de 20, 4 e 4%,
respectivamente, do total de microrganismos endofiticos identificados. Do total

de isolados do género Bacillus, 73% pertenciam as espécies B atrophaeus, B.
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brevis e B. sphaericus, os outros 27% pertenciam ao grupo B. cereus (Tabela
4). O género Bacillus tem sido relatado como a principal bactéria endofitica de
determinadas plantas como a mandioca que também é uma Euphorbiaceae
(HALLMANN et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2007). Os géneros Bacillus e
Pseudomonas sao considerados agentes de biocontrole de doengas de plantas,
0 que demonstra seu grande potencial para a utilizagdo na agricultura
(TEIXEIRA et al., 2007).

Depois do Bacillus, o género Burkholderia (reconhecido com
diazotrofico) foi o que apresentou maior numero de espécies isoladas (Tabela
4), sendo descrita como enddfitos para varias espécies de citrus (ARAUJO et
al., 2001). O género Burkholderia também foi encontrado como endofitico em
Poaceas como a cana-de-agucar e trigo (FAGES; ARSAC, 1991). Esta espécie
€ descrita como antagonista de Pythium sp. (TEIXEIRA et al., 2007), sendo
citada também como enddfitos de outras culturas (LACAVA et al., 2004).

O género Serratia foi relatado como endéfitos em plantas de pepino
(LIU et al. 1995). O género Microbacterium foi identificado como antagonista de
nematoides de solo (HALLMANN et al., 1999).

Segundo Hallmann et al. (1997) muitos autores tém comparado a
comunidade bacteriana exofitica e endofitica e a grande maioria das bactérias
foram encontradas na rizosfera. Uma explicagdo para esses resultados é a
combinagdo de fatores fisicos e quimicos do solo. Neste estudo, a maior
diversidade de bactérias foi isolada nas folhas, seguidos das raizes e caule
(Tabela 4). Esse fato relaciona-se ao meio de cultivo seletivo com baixa
concentragado de nitrogénio, utilizado para isolar a comunidade bacteriana. Os
mecanismos pelos quais 0os microrganismos endofiticos podem aumentar os
crescimentos das plantas, muitas vezes sdo obscuros, porém muitas bactérias
produzem fitormonios ou mesmo fixar nitrogénio atmosférico, desta forma, os
meios utilizados durante o isolamento podem ter selecionado a comunidade
bacteriana, pois somente as bactérias diazotroficas tiveram condigdes
adequadas para se desenvolverem.

Silveira et al (2004) verificaram que espécies de Bacillus, podem

aumentar o crescimento de mudas de pepino, porém esses microrganismos
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ndo sdo capazes de produzir Acido Indolacético (AIA), ou mesmo solubilizar
fosfato em meio de cultura. Gyaneshwar et al. (2001) relataram que a bactéria
diazotrofica Serratia marcescens, ndo reduziu acetileno e nem aumentou o teor
de nitrogénio nas plantas de arroz, porém as plantas inoculadas apresentaram
crescimento superior quando comparadas com a testemunha, desta forma,
pode-se inferir que outros mecanismos podem estar promovem o acréscimo de
massa das plantas.

As interagdes planta - microrganismos s&o muito complexas e seus
efeitos individuais sao dificeis de serem estudados (THAKURIA et al., 2004). As
comunidades bacterianas observada neste trabalho, nas diferentes partes das
plantas podem representar um componente importante para o desenvolvimento
das plantas de pinhdo manso em solos marginais. Em razdo do pouco
conhecimento dos processos interativos entre os microrganismos endofiticos e
as partes das plantas que os referidos colonizam preferencialmente, estudos
futuros devem ser concentrados em determinadas regides, visando verificar
qual a verdadeira contribuicdo da comunidade bacteriana para o

desenvolvimento da planta.

5.4 Analise filogenética

A similaridade de uma sequéncia indica a origem comum de um gene,
ou seja, as sequéncias similares podem ser relacionadas filogeneticamente. As
analises filogenéticas foram realizadas a fim de ajudar na correta identificacéo
das estirpes e determinar seu relacionamento com espécies afins. Essas
andlises foram feitas a partir das sequéncias da regiao Y1-16S805 do 16S
rDNA dos isolados. Os programas BLASTn e Segmatch mostraram a existéncia
de grupos distintos de bactérias. Os alinhamentos (Figura 14) foram feitos com
as sequéncias das estirpes isoladas do pinhdo manso e sequéncias do gene
16S do rDNA do banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Esses alinhamentos foram realizados para visualizar melhor
o nivel de parentesco entre as estirpes isoladas.

Estudos de comparacédo entre as sequéncias do gene 16S do rDNA
foram utilizados para avaliar as relagdes filogenéticas de bactérias endofiticas
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isoladas de raizes de trigo (CONN et al., 2004). Desta forma, buscou-se
relacionar filogeneticamente pelo método de Maxima Parcimbnia, com
bootstrap para 1000 replicatas no programa MEGA 5.05 (TAMURA et al.,
2011).

A arvore consenso foi obtida a partir de 57 arvores mais parcimoniosas,
com um indice de consisténcia (IC) igual a 0,82, o que indica boa topologia da
arvore, indice de retencao de 0,45 e o indice composto para todos os sitios
informativos. A arvore apresentou oito grupos com valor de bootstrap de 70%,
sendo o primeiro (grupo |) composto pelo isolado Staphylococcus rostri (3)
isolado nas raizes (Figura 14). No grupo |l ficaram as bactérias Salmonella sp.
(2) isolada na raiz, Bacillus sphaericus do caule, B. brevis da folha e B.
atrophaeus (2) da folha (Figura 14). No grupo lll ficaram as bactérias Bacillus
sphaericus (2) da folha, Bacillus brevis (3) da folha, B. atrophaeus (3) da folha,
B. brevis (4) da raiz, Burkholderia cepacia (2) da folha, Staphylococcus aureus
(2) da folha, Burkholderia gladiori (2) do caule e Bacillus atrophaeus da folha
(Figura 14). No grupo lll foram agrupadas diferentes espécies, isolados em sua
grande maioria nos tecidos foliares. No grupo IV ficaram as bactérias
Burkholderia gladiori (3) do caule, Bacillus cereus (3) da raiz, Pseudomonas sp.
(3) da raiz, Acinetobacter sp. (2) da folha, Pseudomonas sp. do caule,
Staphylococcus rostri (2) da raiz e Acinetobacter sp da folha (Figura 14). No
grupo V ficaram as bactérias Pseudomonas sp. (4) da folha, Salmonella sp. (3)
da raiz, Bacillus brevis da folha e Salmonella sp. da raiz (Figura 13). No grupo
VI ficaram as bactérias Pseudomonas sp. (3) da raiz, Staphylococcus rostri do
caule, Acinetobacter sp. (3) da folha, Serratia sp. (2) da raiz e Staphylococcus
aureus da raiz (Figura 14). No grupo VI foram agrupadas diferentes espécies,
porém a grande maioria foi isolada nas raizes. No grupo VII ficaram os isolados
Serratia rubidaea (2) da raiz, Burkholderia cepacia (3) do caule, Microbacterium
sp. (3) do caule, Burkholderia tropica (2) da raiz, Burkholderia cepacia do caule,
Bacillus cereus (2) do caule e Bacillus cereus da folha (Figura 14). No grupo
VIII ficaram os isolados Burkholderia tropica da folha, Microbacterium sp. (3) do
caule, Serratia sp. da raiz , Serratia rubidaea da raiz, Microbacterium sp. da
folhna, Samonella sp. (5) do caule, Staphylococcus aureus (3) da folha,
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Salmonella sp. (4) do caule, Bacillus atrophaeus (4) da folha e Burkholderia
gladiori da folha.

A falta de consisténcia na analise filogenética € um fenbmeno é
relativamente comum devido a qualidade das sequéncias analisadas
(TEIXEIRA et al.,, 2008). Este fato pode ser observado na porcentagem da
identidade dos organismos relacionados durante a classificagdo taxonémica

das sequéncias do gene 16S rDNA (Tabela 4).
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Figura 14. Arvore filogenética baseada no gene 16S do rDNA de isolados
bacterianos endofiticos de pinhdo manso. Os agrupamentos foram calculados
pelo método de Méxima Parciménia (MP). Os dados nos ramos indicam valores

de bootstrap, com um total de 1000 replicagdes. Identificagdo dos géneros e

espécies na figura
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5.5 Comparacao entre os métodos de identificagao

A identificacdo bacteriana foi, durante muito tempo, baseada em
caracteres morfologicos, fisiologicos e bioquimicos. Porém, a identificagdo ao
nivel molecular ganhou cada vez mais espacgo, principalmente depois do
trabalho de Woese em 1987. Atualmente, métodos moleculares constituem a
principal abordagem para identificagdo de microrganismos.

O objetivo desse estudo foi caracterizar a diversidade de bactérias 46
endofiticas isoladas de diferentes partes da planta de pinhao manso, utilizando
os perfis morfologicos, fisioldgico, bioquimico e molecular. Com as abordagens
utilizadas foi possivel caracterizar a maior parte dos isolados, porém, em
alguns casos ocorreram inconsisténcias nos resultados devido a alguns
problemas como as sequéncias depositadas nos bancos de dados podem nao
refletir toda a diversidade existente (Tabela 4), a regido de sequéncia analisada
pode nao ser longa ou variavel o suficiente para identificagdo desse grupo de
bactéria e o sistema de identificagdo bioquimico utilizado é indicado para
isolados clinicos, podendo n&o abranger um numero suficiente de
caracteristicas para identificagdo. Além disso, a colonizag&o endofitica pode ter
selecionado estirpes com caracteristicas fisiolégicas incomuns o meio de

cultura com baixa concentragao de nitrogénio também pode ter influenciado.

5.6 Potencial dos isolados

As bactérias podem apresentar diversos efeitos no desenvolvimento
da planta hospedeira (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). Por exemplo, podem
ser utilizadas como biofertilizantes, aumentando a produtividade da cultura
através de uma combinagdo de mecanismos que podem incluir fixagcédo
biolégica de nitrogénio, produgéo de fitormdnios, aumento da disponibilidade de
nutrientes do solo e controle de doengas (COCKING, 2003; HALLMANN et al.,
1997; KENNEDY, 1999). E possivel que os organismos caracterizados neste
estudo tenham potencial para serem usados nesses casos. Por exemplo, o
desenvolvimento de doenga por Erwinia carotovora, uma bactéria patogénica,

pode ser inibido por inoculagdo de Pseudomonas sp. (REITER et al., 2002).
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Popula¢des endofiticas de Pseudomonas podem estar relacionadas com o
desenvolvimento dos fungos Verticillium longisporum e Verticillum dahliae
(GRANER et al.,, 2003; BERG et al, 2005) e a espécie Pseudomonas
aeruginosa pode inibir infeccdo de nematodeo em tomate (SIDDIQUI;
SHAUKAT, 2003). Outros estudos mostram que Enterobacter promove de
crescimento vegetal, influencia na infecgdo por nematodeos e é capaz de fixar
nitrogénio (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; HALLMANN, et al., 1998).
Pantoea também esta relacionada com a promog¢ao do crescimento em
soja e controle de Erwinia (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; STURZ et
al., 1999) e Kluyvera ascorbata diminui toxicidade de niquel em plantas
(BURD et al., 1998).

A producdo fitormbénios foi relatada em bactérias como
Gluconoacetobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e
Pseudomonas (LEE et al. 2004; ZAKRAHOVA, 2003; KUKLINSKY-SOBRAL,
2004).

Os endofiticos fixadores de nitrogénio mais frequentemente isolados
com os meios seletivos JNFb e LGI-P em cana-de-agucar sdo Herbaspirillum
seropedicae, Glucanoacetobacter diazotrophicus e Azospirillum brasilense,
Burkholderia amazonense (CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988; OLIVARES,
1997; TEJERA et al., 2004). Estes organismos ndo foram encontrados no
presente estudo, porém o género Burkholderia descrito como bactéria
diazotréfica foi encontrado em todas as partes da planta de pinhdo manso. A
ocorréncia do género Bacillus em todas as partes estudadas do pinhdo manso
também chama a atencdo, pois algumas espécies foram descritas como
antagonista a patogenos (BACON et al., 2001).Outro ponto que chama a
atencdo é o desenvolvimento do género Serratia somente nas raizes e
Acinetobacter nas folhas, indicando que algumas espécies possuem locais

preferenciais para se desenvolverem.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir:

. Muitos géneros sdo capazes de se desenvolverem em meio de cultura
pobre em relagdo ao nitrogénio, mesmo ndo sendo descritas na literatura como

bactérias diazotroficas;

. Os testes morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos ndo foram eficientes

na caracterizagdo dos microrganismos endofiticos isolados;

. O marcador molecular baseado no gene 16S do rDNA permitiu a

identificacdo das estirpes isoladas;

. A maior comunidade bacteriana esta localizada nas raizes;

. Fica evidente nos resultados que alguns géneros se desenvolvem em

locais preferenciais enquanto outros em todos os tecidos;

. Os géneros Bacillus e Burkholderia foram encontrados com maior

frequéncia em todos os tecidos amostrados;

. O estudo confirma a existéncia de grande diversidade de bactérias
endofiticas colonizando os tecidos do pinhdo manso.
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