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RESUMO

Os endofitos bacterianos sdo micro-organismos que residem nos tecidos internos das plantas
sem causar nenhum sintoma aparente de doenca. Nesta interacdo planta-microbio, a planta
oferece um nicho complexo para a vida endofitica e as bactérias endofiticas desempenham
diversas funcdes benéficas para o hospedeiro, como a aquisicdo de nutrientes essenciais,
modulacdo de fito-horménios e sintese de compostos que protegem a planta de estresses
bidticos e abioticos. Estas caracteristicas estdo estreitamente relacionadas a Promocgdo de
Crescimento Vegetal (PCV). Assim, a planta pode mostrar predisposicao para ser colonizada
por este grupo de enddfitos benéficos de acordo com suas necessidades fisioldgicas, o0 que
depende principalmente da fase de desenvolvimento do hospedeiro. Este estudo teve como
objetivo determinar a composi¢do da comunidade bacteriana endofitica cultivavel na fase
vegetativa de P. incarnata e avaliar seu potencial para promover o crescimento vegetal. Os 58
isolados recuperados foram proporcionados pela Divisdo de Recursos Microbianos do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP). A
identificacdo dos isolados foi baseada no analise filogenética das sequencias parciais do gene
RNA ribossomal 16S. Se avaliou o potencial de todos os isolados para a promogédo do
crescimento vegetal mediante uma abordagem fenotipica e genotipica. Com respeito a
abordagem fenotipica, os isolados foram testados para a atividade de fixacdo de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfatos, producéo de acido indol acético e producdo de sidero6foros. No caso
da abordagem genotipica, se buscou a presenca de genes relacionados a PCV (nifH, ipdC, asb,
AcPho). A comunidade recuperada estava principalmente dominada por isolados pertencentes
ao género Bacillus (71%), seguido por Pseudomonas (9%) e Pantoea (7%). O filotipo com
maior numero de representantes foi Bacillus aryabhattai (10 isolados), seguido por Bacillus
megaterium (9 isolados) e Bacillus tequilensis (6 isolados). Nos testes fenotipicos 0 93% dos
isolados mostraram atividade para ao menos uma caracteristica de PCV, 47% mostraram
resultados positivos para trés caracteristicas PCV e 10 isolados mostraram ser positivos para as
quatro caracteristicas PCV avaliadas. Na abordagem genotipica, 31% dos isolados mostraram
a presenca de ao menos um dos genes relacionados a PCV. Em determinados casos a abordagem
genotipica complementou os resultados dos testes fenotipicos e em outros permitiu identificar
atividade de PCV que a abordagem fenotipica ndo conseguiu. Os géneros Bacillus,
Pseudomonas e Paenibacillus estdo fortemente relacionados com as caracteristicas da PCV.
Estes resultados sugerem que a predominancia de componentes com potencial de PCV dentro
da comunidade bacteriana associada a P. incarnata pode estar relacionada a necessidades
fisioldgicas especificas da fase vegetativa do hospedeiro.

Palavras chaves: Promocao de crescimento vegetal, Passiflora incarnata, endofitos



ABSTRACT

Bacterial endophytes are microorganisms that reside in the internal tissues of plants without
causing any apparent symptoms of disease. In this plant-microbe interaction, plants provide a
complex niche for endophytic life and the endophytic bacteria play several beneficial roles for
the host such as the acquisition of essential nutrients, modulation of phytohormones and
synthesis of compounds that protect the plant from biotic and abiotic stresses. These features
are closely related with the Plant Growth Promoting (PGP). Thus, the plant may be predisposed
to be colonized by this group of beneficial endophytes according to their physiological needs,
which depends mainly on the host development stage. This study aimed to determine the
composition of the endophytic bacterial community in the vegetative phase of P. incarnata and
to evaluate its potential to promote plant growth. The 58 isolates that make up this community
were provided by the Division of Microbial Resources of Research Center for Chemical,
Biological and Agricultural (CPQBA-UNICAMP). The identification of isolates was based on
the phylogenetic analysis of the partial sequences of the 16S rRNA gene. The potential of the
whole community for the promotion of plant growth was evaluated through a phenotypic and
genotypic approach. Regarding the phenotypic approach, the isolates were tested for nitrogen
fixation, phosphate solubilization, indol acetic acid production and siderophores production. In
the case of the genotypic approach, we searched for the presence of genes related to plant
growth promotion (nifH, ipdC, asb, AcPho). The community was mainly dominated by isolates
belonging to the genus Bacillus (71%), followed by Pseudomonas (9%) and Pantoea (7%). The
phylotype with the highest number of representatives was Bacillus aryabhattai (10 isolates),
followed by Bacillus megaterium (9 isolates) and Bacillus tequilensis (6 isolates). In the
phenotypic tests, 93% of the community showed activity for at least one PCV characteristic,
47% showed positive results for three PCP traits and 10 isolates showed to be positive the four
PCP traits evaluated. In the genotypic approach, 31% of the community showed the presence
of at least one of the genes related to PCP. In some cases, the genotypic approach complemented
the results of the phenotypic tests and in others it allowed to identify the PCV activity that the
phenotypic approach did not achieve. The genera Bacillus, Pseudomonas and Paenibacillus are
strongly related to PCP features. These results suggest that the predominance of components
with high potential PCP within the bacterial community associated with P. incarnata may be
associated with specific physiological needs from vegetative stage of host.

Keywords: Plant growth promoting, Passiflora incarnata, endophytes
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1. INTRODUCAO

O estudo das comunidades microbianas associadas a hospedeiros, nas Ultimas décadas,
vem produzindo conhecimento relevante para entender o fen6tipo do hospedeiro como resposta
a variacOes bioticas e abioticas durante seu ciclo de vida. Além disso, permitiram revelar uma
fonte interessante de moléculas bioativas, que em muitos casos eram atribuidas exclusivamente
aos hospedeiros.

A comunidade endofitica mantem uma relacdo intima como seu hospedeiro vegetal, de
tal forma que o sucesso evolutivamente sustentavel desta relacdo é devido a intervencéo
positiva dos enddfitos nos processos de desenvolvimento da planta e nas respostas frente a
estresses bidticos e abidticos. O hospedeiro oferece um ambiente (endosfera) menos exposto a
mudancas ambientais (rizosfera ou filosfera) e especificamente nutritivo em cada tecido
vegetal. Os microambientes que se formam nos distintos compartimentos da planta oferecem
uma ampla variedade de condi¢fes para a colonizacdo das populagdes endofiticas. Os fatores
que vao determinar a estrutura e composi¢do da comunidade endofitica estdo relacionados com
a condi¢cdes ambientais que a planta suporta durante seu ciclo de vida e ao gendtipo
caracteristico das espécies vegetais. No entanto, estes dois determinantes atuam
simultaneamente e, portanto, devem ser estudados e analisados em conjunto. Uma caracteristica
das plantas que pode envolver os dois fatores séo as diferentes fases de desenvolvimento da
planta, desde que é afetada temporalmente pelas variacbes ambientais e apresenta um status
fisioldgico especifico dependente do material genético que cada espécie carrega. Em cada fase
de desenvolvimento se expressam necessidades fisioldgicas que definem o fenotipo da planta.
Especificamente na fase vegetativa da maioria das plantas, os requerimentos por
macronutrientes, como o nitrogénio e fosforo, e micronutrientes, como o ferro, aumentam. Estes
nutrientes essenciais geralmente ndo estdo em sua forma assimilavel paras as plantas ou estdo
em quantidades no solo menores que as necessarias para uma producao agricola 6tima. Assim,
as populacdes endofiticas emergem como sistemas bioldgicos que podem suprir estas
necessidades fisiologicas, porque, além de disponibilizar nutrientes, possuem a capacidade de
sintetizar e regular niveis de fito-hormonios que sdo determinantes do crescimento vegetativo.
As bactérias com as propriedades antes mencionadas sdo conhecidas como Bactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCP).

Assim, as plantas na fase vegetativa poderiam mostrar preferencialmente uma disposicao
a serem colonizadas por uma comunidade endofitica predominantemente representada por

BPCP, que tenham um papel critico para atender as necessidades fisiologicas nesta fase de
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desenvolvimento. Neste contexto, o trabalho foi direcionado para a avalicdo da estrutura e
composi¢do da comunidade bacteriana endofitica recuperada por técnicas microbiologicas de
cultivo a partir de folhas de Passiflora incarnata em fase vegetativa. Os isolados que compdem
esta comunidade foram fornecidos pela Divisdo de Recursos Microbianos do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas, CPQBA-UNICAMP. Além
disso, o potencial das distintas populacGes bacterianas para promover o crescimento vegetal foi

avaliado do ponto de vista fenotipico e genotipico.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Passiflora incarnata

A Passiflora incarnata é classificada taxonomicamente como pertencendo ao filo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Violales, e familia Passifloraceae de acordo com
a base de dados de espécimenes ARCTOS (https://arctosdb.org/). P. incarnata € uma planta
perene de rapido crescimento com troncos de escalada ou de arrasto. Esta espécie é originaria
da Ameérica do Sul e sua cultura ocorre principalmente no Brasil e em algumas outras regies
tropicais da América, Asia e Australia (KIM M et al, 2017). A planta exibe folhas trilobuladas
e pecioladas que alcancam até 15 cm de comprimento por 13 cm de largura. O crescimento
exuberante da folhagem (fase vegetativa) é durante os meses de dezembro e janeiro (MIRODDI
e al 2013). Na fase reprodutiva, as flores surgem isoladas das axilas e as partes florais sdo azul-
arroxeadas. Esta planta possui flores hermafroditas, as quais sdo polinizadas por insetos, em
sua maioria abelhas. As espécies de abelhas que polinizam as flores de Passiflora no Brasil sdo
Centris sp. (75,69%), Trigona spinipes (20,14%) e Apis mellifera (4,17%) (MALERBO-
SOUZA et al 2010). O fruto é carnoso, de forma ovoide a globosa, inicialmente verde e
vermelho-amarelado na maturidade. A planta entra na fase reprodutiva a partir de abril até
novembro (FUENTES et al, 2000). A flor da paixdo como também é conhecida ocorre em solos
arenosos e bem drenados, em areas de mata Umida e abertas (MIRODDI e al 2013). Com
respeito a sua cultura é considerada uma planta “heavy feeder”, de modo que geralmente precisa
de um fertilizante balanceado com proporcdes semelhantes principalmente de nitrogénio,
fosforo e potassio para o crescimento vegetativo (FUENTES et al, 2000).

P. incarnata foi descoberta pelo espanhol Monardes em 1569 durante uma
expedicdo ao Per(, que retornou a Europa levando um exemplar para o Papa, quem relacionou
a beleza da flor com a paixdo do Cristo. No século 18 foi introduzida a medicina como
terapéutico para ansiedade, insénia e epilepsia. Atualmente estd incluida como fonte de
fitoterapicos, em Farmacopeias Nacionais na Franca, Alemanha e Suica, e na Farmacopeia
Homeopatica dos Estados Unidos (DHAWAN et al, 2004). Na medicina tradicional herbacea,
P. incarnata tem sido prescrita para vérias indicacbes, como ansiedade, nervosismo,
constipacdo, dispepsia, infeccdes leves e insénia. No Brasil € utilizado como analgésico,
antiespasmadico, antiasmatico e sedativo (TAYLOR, 1996).

O abrangente potencial terapéutico de P. incarnata pode ser atribuido aos diversos
fitoconstituintes bioativos sintetizados pela planta. As partes aéreas de P. incarnata sao

caracterizadas fito-quimicamente pela presenca de um padrao de varios componentes primarios
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que consistem em flavondides, maltol, glicosideos cianogénicos e alcaldides de indol
(SPENCER e SEIGLER, 1985; QUIMIN et al., 1991; KRENN, 2001; MARCHART et al.,
2003). Os flavondides sdo o maior fito-constituinte de P. incarnata, representando 2,5 % dos
componentes desta planta e a maior concentracdo foi encontrada nas folhas. Os flavonoides
detectados em P. incarnata incluem a apigenina, luteolina, quercetina, kaempferol, 6-3-D-
allopyranosyl-8-B-xilopiranosil-apigenina, C-glicosil flavonoides, vitexina, isovitexina,
orientina, isoorientina, schaftosideo, isoschaftosideo, isovitexina-2"-O-glucopiranosideo,
isoorientina-2""-O-gluco-pirandsideo, 2-glucosylapigenina, isoscoparina-2”"-O-glucosideo,
2" -O-glucosil-6-C-glucosil apigenina, 6-p-D-glucopiranosil-8-p-D-ribopiranosil apigenina e
swertisina (GAVASHELI, 1974; GEIGER e MARKHAM, 1986; LI et al., 1991; RAHMAN et
al., 1997; CHIMICHI et al., 1998).

2.2 Micro-organismos endofiticos

Os endofitos sdo definidos como todos 0s micro-organismos que vivem nos tecidos
internos da planta sem causar nenhum dano nem sintoma aparente de doenga (WILSON, 1995).
O termo foi introduzido em 1886 por DE BARY para 0s micro-organismos (bactérias, fungos
filamentosos e leveduras) que colonizam tecidos internos da planta (DE BARY, 1884).
Segundo Strobel e Days, todas a plantas sdo capazes de acolher um ou mais tipos de endofitos
(STROBEL e DAYS, 2003). Os micro-organismos endéfitos se distribuem através da endosfera
vegetal e podem se estabelecer dentro das células vegetais ou em fluidos intercelulares
(ROSENBLUETH e MARTINEZ-MORENO, 2006) e ja foram recuperados de todos os
compartimentos, como raizes, talos, folhas, frutos, sementes, e inclusive de inflorescéncias de
ervas daninhas (BULGARI et al., 2012; BHORE et al., 2015).

A comunidade de micro-organismos endofitos pode representar um subgrupo dos
micrdbios que habitam o solo (ZARRAONAINDIA et al, 2015) ou a atmosfera que rodeia as
zonas superiores da planta (MAIGNIEN et al, 2014). Portanto, sdo capazes de transitar de um
estado de vida livre a um estilo de vida endofitico (FARRAR et al, 2014). A transmissdo dos
micro-organismos endofitos ocorre de maneira horizontal, vertical, ou atraves dos dois
mecanismos em conjunto (BRIGHT e BULGHERESI, 2010). A maioria dos endéfitos séo
provavelmente transmitidos de maneira horizontal. A partir de ambientes como a rizosfera ou
filosfera, os endodfitos conseguem atravessar as barreiras mais exteriores da planta,
ultrapassando as eventuais respostas imunologicas do hospedeiro, para finalmente alcancar a

endosfera. As portas de ingresso séo as aberturas formadas durante o alongamento da raiz, 0s
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estdbmatos, as feridas ou os hidatddios (KANDEL et al. 2017, FRANK et al 2017).
Especificamente na transmissao horizontal de endofitos benéficos, a planta pode desempenhar
um papel ecoldgico de ‘recrutador’ de micro-organismos benéficos como resposta as mudancas
que ocorrem no ambiente da planta (CARROLL, 1988) o que inclui suas necessidades
fisiologicas. No caso da transmissdo vertical, o endofito se comporta como um hospede
obrigatorio e passa todo o seu ciclo de vida dentro do hospedeiro, sendo incapaz de sobreviver
no ambiente. A teoria prediz que a transmissdo vertical evolui como forma de assegurar a
transmissdo permanente entre geracfes do hospedeiro de um enddéfito que cumpre uma fungéo
indispensavel para a planta (HERRE et al, 1999). Porém as relacGes obrigatorias planta-endofito
sdo raras, 0 que levaria a pensar que é provavel que o micro-organismo ingresse primeiro de
maneira horizontal, e uma vez dentro da planta sua relevancia no desenvolvimento do
hospedeiro acabe promovendo a transmissdo vertical para as seguintes geracdes. Este Gltimo
fendmeno se refere & transmissdo em conjunto (FRANK et al 2017).

Para que os endofitos adentrem aos tecidos vegetais é necessario que estes micro-
organismos apresentem determinadas caracteristicas que lhes confiram a competéncia
endofitica. Os lipopolissacarideos, fatores Nod, flagelos, pili, motilidade de contracdo ou
secrecdo de enzimas que degradam a parede celular (EDPCs) estdo envolvidos na penetracao
ativa do hospedeiro vegetal (COMPANT et al, 2009). Porém, o processo de penetracdo nédo
envolve necessariamente mecanismos ativos e, portanto, pode-se esperar que 0S micro-
organismo que se encontram em ambientes proximos a planta passem ao estado endofitico em
algum momento de seu ciclo de vida (HARDOIM et al., 2008).

Uma vez que o endofito atravessou as barreiras vegetais, este pode se estabelecer
em qualquer compartimento da planta independente do ponto de entrada. Os micro-organismos
endéfitos podem colonizar o ambiente que oferece as melhores condi¢bes para seu
estabelecimento. Enddéfitos provenientes da rizosfera ou rizoplano podem colonizar a raiz e
alcancar densidades de 10° a 10’ UFC/g de peso fresco (HALLMANN, 2001). Além de atingir
a zona cortical da raiz, alguns enddéfitos que secretam EDPCs podem atravessar a endoderme e
colonizar regiGes mais internas da raiz (JAMES et al., 2002). A colonizag&o dos vasos xilémicos
da raiz foi demostrada no arroz e na videira por Herbaspirillum seropedicae (JAMES et al.,
2002) e Burkholderia phytofirmans (COMPANT et al., 2005), respectivamente. Embora menos
frequente, algumas populagdes endofiticas, depois de alcancar o Ilimen do xilema, se distribuem
sistematicamente até colonizar talos e folhas podendo atingir densidades entre 10-10* UFC/g
de peso fresco (HALLMANN, 2001). O lumen do xilema, portanto, representa para 0s micro-

organismos endofiticos a principal via de distribuicdo em direcdo aos 0rgaos vegetativos e
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reprodutivos da planta. A colonizacdo endofitica dos orgdos reprodutivos tais como flores,
frutos e sementes so atinge densidades entre 102-10° UFC/ g de peso fresco (HALLMANN,
2001), devido a tendéncia destes 6rgdos serem livres de microbios.

Nesta forte interacdo ecoldgica, os endofitos podem ocorrer como micro-
organismos comensais, benéficos ou potencialmente patogénicos. Embora destes trés estados,
a planta hospedeira protege o endofito e oferece um nicho que proporciona 0s nutrientes
necessarios para a colonizacdo microbiana. Porém, ndo esta totalmente esclarecido se residir na
endosfera representa uma vantagem para os endéfitos em relacdo aos micro-organismos que
residem na rizosfera ou filosfera. Por outro lado, os endofitos podem cumprir um papel
fundamental no desenvolvimento da planta; de maneira direta, proporcionando nutrientes
indisponiveis e a0 mesmo tempo essenciais para o0 crescimento da planta, ou de maneira
indireta, protegendo a planta frente a estresses abidticos como a seca, luz e metais toxicos, ou
estresses bidticos como herbivoros, insetos e micro-organismos patogénicos (SANTOYO et al,
2015).

A abrangente diversidade de populacdes endofiticas associadas a uma planta
representa uma fonte inestimavel de micro-organismos com potencial para o melhoramento
sustentavel de culturas de importancia agro-econdmica. Por outro lado, estes micro-organismos
endofiticos representam uma alternativa como sistemas de obtencdo e produgdo de compostos
bioativos que inicialmente eram caracteristicos de seu hospedeiro vegetal. A aquisi¢cdo destas
funcBes bioldgicas por parte dos endofitos se deve a co-evolugdo com os hospedeiros vegetais
(TAN e ZOU, 2001).

2.3 Diversidade microbiana endofitica associada as plantas

Uma ampla diversidade de bactérias tem sido descrita como enddéfitos e a maioria
delas pertencem ao filo Proteobacteria, seguido por Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes
(ROSENBLUETH e MARTINEZ-ROMERO, 2006). O dominio Arquea ndo parece associar-
se fortemente com as plantas. Porém, alguns estudos ecoldgicos que usaram técnicas
independentes de cultura descrevem a ocorréncia de grupos de Arqueas em superficies de raizes
antigas (GROKOPF et al., 1998), mas ainda ndo foram recuperadas de tecidos internos da
planta.

Os fatores que podem determinar a estrutura e composicdo da comunidade
endofitica estdo relacionados com o hospedeiro ou 0 ambiente do hospedeiro. Especificamente,

as caracteristicas que regulam o microbioma da planta, incluem o geno6tipo e o tipo de tecido
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da planta, no caso dos fatores bidticos; e as condigdes ambientais da localizacdo e o tempo de
amostragem, no caso dos fatores abidticos (AGLER et al, 2016). Embora os fatores abiéticos e
bioticos do hospedeiro posam regular a eficiéncia da colonizacdo microbiana, eles ndo podem
ser estudados isoladamente, uma vez que o hospedeiro como um holobionte é simultaneamente
colonizado por uma abrangente diversidade de micro-organismos (LEBEIS, 2015). Um dos
determinantes que podem cobrir os dois aspectos, bidticos e abidticos, é a fase de
desenvolvimento que o hospedeiro se encontra, pois depende da carga genética da espécie
vegetal e da fenologia do ciclo de vida. Um fator inerente da colonizacdo endofitica é a
construcdo de um novo nicho como consequéncia das mudangas provocadas por micro-
organismos ja estabelecidos. Determinadas populac¢@es endofiticas podem apresentar vantagem
sob novas condicGes do nicho e continuar regulando a estrutura da comunidade endofitica. As
mudancas causadas pela colonizacdo microbiana incluem alteracbes no sistema de defesa
(PIETERSE et al, 2014) e no metabolismo da planta (CHOU et al, 2000). Por tanto, as
interacGes micrébio-micrébio dentro do hospedeiro sdo um fator dindmico-temporal; desde que
colonizadores primarios podem afetar a penetracdo e o estabelecimento de colonizadores
secundarios.

Embora estudos de ecologia de comunidades endofiticas descritos nos Gltimos anos
fornecam uma contribuigdo amplamente diferenciada proveniente de metadados, a comunidade
cientifica ainda mantém um interesse importante pelos estudos dependentes de cultivo. A
combinacdo de ambos métodos € altamente recomendada desde que os resultados refletem a
estrutura e composicdo da comunidade microbiana mais precisamente do que quando se aplica
um ou outro, independentemente (AL-AWADHI et al, 2013). Para recuperar a comunidade
endofitica cultivavel, geralmente as superficies da planta sdo desinfestadas com hipoclorito de
sodio ou solucBes similares que cumpram a mesma funcdo de excluir os micro-organismos
contaminantes ou colonizadores passageiros da superficie da planta (MICHE e
BALLANDREAU, 2001). O isolamento depende exclusivamente do meio de cultura, o qual
deve conter 0s nutrientes necessarios para a crescimento microbiano equitativo, e as condi¢des

de incubagdo mais préximas ao nicho ecoldgico da bactéria.

2.4 Taxonomia de bactérias

Os metodos microbioldgicos tradicionais de classificacdo bacteriana eram baseados
na caracterizacdo profunda de seus atributos fenotipicos (morfologia, fisiologia e bioquimica)

e no sistema de agrupamento intuitivo, criando uma imagem pouca resolutiva para determinar
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0 status taxonémico. A taxonomia bacteriana sofreu uma modernizacdo devido ao
desenvolvimento da taxonomia numérica computacional e os subsequentes métodos baseados
em biologia molecular. Estes métodos incluem o sequenciamento completo do gene RNA
ribossomal 16S e sua analise comparativa representadas arvores filogenéticas, estudos de
hibridizacdo DNA-DNA com organismos filogeneticamente proximos, analises de marcadores
moleculares e padrdes de assinatura (PRAKASH et al, 2007). Mais recentemente, com
introducdo de sequenciadores de alto desempenho, 0 sequenciamento de genomas completos
foi introduzido a taxonomia como ferramenta importante para caracteriza¢do de novas espécies
(Bennett et al, 2012). Assim, a taxonomia atual apresenta uma abordagem polifasica incluindo
métodos genotipicos, quimio-taxondmicos e fenotipicos para determinar a posicao taxonémica
dos micro-organismos. Porém, a aplicacdo desta abordagem é possivel para micro-organismo
recém isolados ou ja classificados e que podem ser potencialmente reclassificados, o que
implica que estejam disponiveis técnicas para seu cultivo in vitro.

Considerando que alguns grupos bacterianos tém capacidades fisioldgicas
especializadas ou exigentes, impossibilitando sua manipulacéo in vitro, métodos independentes
de cultivo vém sendo amplamente utilizados para identificar a composi¢do de comunidades
microbianas (QIN etal., 2012; ROMERO et al., 2014). Estudos ecolégicos com esta abordagem
molecular demostraram que um numero elevado de grupos taxondmicos, ainda ndo haviam sido
descritos (BRESSAN et al., 2009; IKEDA et al., 2010). O sequenciamento de alto desempenho
na ecologia molecular proporcionou inclusive mais descricGes taxondmicas para 0S micro-
organismos ainda ndo cultivados, comparado com a qualidade de informacdo genética que se
tem de alguns organismos cultivaveis. Produto da necessidade de atribuir uma nomenclatura
aos organismos, ainda ndo cultivados em condi¢fes de laboratério, foi o criado o status
taxonémico Candidatus (MURRAY e SCHLEIFER, 1994); mas, esta categoria provisional ndo
é aceita pelo Cddigo Internacional de Nomenclatura de Procariotos (ICPN, siglas em inglés)
(PARKER et al., 2015). Portanto, Konstantinidis et al (2017) propds um plano de etapas para
uma nova taxonomia baseada no genoma recuperado, visando incluir a grande maioria das

espécies microbianas ainda ndo cultivadas.

2.4.1 Analise do gene RNA ribossomal 16S em estudos de diversidade

Os genes ribossomais sdo considerados o melhor alvo para estudar as relagdes
filogenéticas que existem entre as bactérias, motivo pelo qual estdo presentes em todos estes

organismos, sdo funcionalmente constantes e alternam dominios altamente conservados e
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regides varidveis (STACKEBRANDT e GOEBEL, 1994). O gene RNA ribossomal 5S rRNA
foi a primeira molécula a ser sequenciada para numerosas bactérias por causa de suas estruturas
primarias e secundarias menos complexas (WOLTERS e ERDMANN, 1988). Porém, o
sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S tem sido considerado mais adequado néo apenas
para identificar, mas também para esclarecer as relagdes filogenéticas dos micro-organismos
procariotas (DAS et al, 2014). Uma das principais vantagens no uso deste marcador filogenético
é a leitura de uma sequéncia nucleotidica (aproximadamente 1500 pb), relativamente facil de
sequenciar, e que pode conter a informacdes suficientes para identificacao e analise de filogenia
(CLARRIDGE, 2004). O uso do gene RNA ribossomal 16S possibilitou um incremento critico
da informacéo acerca da diversidade dentro do dominio Bacteria, aumentando de 12 a 92 o
namero de filos bacterianos listados na base de dados do NCBI. Atualmente existem varios
projetos que recebem, avaliam e fornecem uma base de dados de sequéncias do gene RNA
ribossomal 16S (RDP, EzBioCLoud) que além de serem usadas em andlises de identificacéo,
classificagdo ou posicionamento taxondmico de bactérias cultivdveis também séo

determinantes criticos nas analises de diversidade de metadados.

2.5 Potencial biotecnoldgico das bactérias endofiticas na agricultura

A agricultura intensificou-se amplamente no século XX devido aos beneficios
econdmicos trazidos pela aplicacdo inconsciente de préaticas que incluem o uso de equipamentos
agricolas, variedades de culturas de alto rendimento, manipulacédo intensiva de solos, irrigacao,
fertilizantes, pesticidas e outros insumos fabricados industrialmente (FOLEY et al, 2015).
Porém, todas estas praticas produziram implicacGes negativas para a seguranca alimentar
humana, biodiversidade e funcionalidade do ecossistema agricola. Como consequéncia, a busca
por novas alternativas que nao causem efeitos negativos para os sistemas agricolas aumentou
exponencialmente (BJORNBERG et al, 2015). O interesse esta concentrado em alternativas que
visem manter ou melhorar a producdo agricola e afrontar as condi¢Ges desfavoraveis que
incluem organismos patogénicos, pragas ou ambientes extremos.

Os micro-organismos intimamente relacionados com as plantas compdem uma
comunidade que podem influenciar no desenvolvimento e na saide do hospedeiro. Sdo
consideradas trés as relacBes simbidticas que existem na interacdo planta-microrganismo; o
parasitismo, que afeta negativamente a salde da planta; o comensalismo, que ndo causa
alteracbes no fendtipo do hospedeiro vegetal e o mutualismo que afeta positivamente o

desenvolvimento de planta (LEBEIS, 2015). O mutualismo nas interacfes planta-



27

microrganismo pode ser obrigatério como trata-se das micorrizas (associa¢do fungo-raiz) ou
facultativo como € o caso dos endofitos benéficos. Os enddfitos como organismos de vida livre
podem alternar passagens de seu ciclo vida dentro ou fora de um hospedeiro vegetal
(COMPANT et al, 2010). No entanto, as populacdes endofiticas que mantém uma relacéo
evolutivamente estdvel com o hospedeiro sdo as que geralmente trazem algum beneficio a
planta. Distintos grupos de bactérias endofiticas sdo capazes de exercer um beneficio, através
de mecanismo diretos ou indiretos, no desenvolvimento de seu hospedeiro (SANTOYO et al,
2015). Estas exercem beneficio de forma direta quando as populacfes bacterianas possuem a
capacidade de modular niveis de fitormdnios ou facilitar a aquisi¢do de nutrientes essenciais
para a planta; e de forma indireta quando induzem protecdo contra estresse do tipo biético ou
abiotico (SANTOYO et al, 2015). O grupo de bactérias que alteram positivamente o
desenvolvimento e rendimento de culturas vegetais sdo amplamente conhecias como Bactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas. O aproveitamento responsavel dos efeitos benéficos das
BPCP representa uma nova alternativa para a agricultura moderna e sustentavel, a qual busca
diminuir a dependéncia e o uso descontrolado de fertilizadores inorganicos e pesticidas
quimicos.

A principal proposta para a aplicacdo biotecnoldgica das bactérias promotoras de
crescimento em plantas é o desenvolvimento de bioinoculantes ou inoculantes microbianos.
Estas formulacBes estdo baseadas em um micro-organismo, um consércio de micro-
organismos, ou em produtos bioativos provenientes da fermentacdo do micro-organismo. A
adicdo direta ou indireta destas formulacdes melhora a disponibilidade de nutrientes para o
hospedeiro vegetal e promove seu crescimento (TALLAPRAGADA e SESHAGIRI, 2017). No
entanto é preciso aprofundar o estudo dos mecanismos moleculares de promocdo de
crescimento vegetal para otimizar o desenvolvimento dos bioinoculantes.

Por outro lado, para a exploracdo e deteccdo de bactérias endofiticas com potencial
de bionoculante é necessario também conhecer do ponto de vista ecolégico, quais sao os fatores
que regulam a ocorréncia, colonizacdo e estabelecimento das populagdes bacterianas

endofiticas nativas.

2.6 Mecanismos de promocéao do crescimento vegetal

Os mecanismos diretos pelas quais as BPCPs exercem um efeito positivamente
guantitativo e/ou qualitativo no crescimento das plantas estdo relacionadas com a

disponibilizagdo de nutrientes essenciais e escassos, e com a sinteses de compostos reguladores
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do crescimento vegetal. Ademais, podem afetar indiretamente o desenvolvimento das plantas
através da inducdo de resisténcia contra doengas causadas por fatores bidticos (pragas ou
organismos patogénicos) ou contra condicGes abioticas (luz, seca, salinidade ou outros)
(GLICK, 2012). O nitrogénio, fosforo e ferro sdo nutrientes que, geralmente, estdo em um
estado no qual a planta ndo pode captura-los e utiliza-los para seu crescimento. Diversas BPCPs
sd0 capazes de suprir estas necessidades através da fixacdo bioldgica do nitrogénio,
solubilizacdo do fosforo precipitado no solo, ou pela captura do ferro insoltvel e, como
consequéncia, disponibiliza-los a planta. Além de disponibilizar nutrientes indispensaveis para
0 crescimento vegetal, algumas BPCPs sintetizam fito-hormonios (auxinas, acetileno,
citoquininas) que regulam o desenvolvimento do hospedeiro. Estes beneficios nem sempre séo
realizados ao aplicar as BPCPs como bioinoculantes em condi¢des de campo (COMPANT et
al, 2010). Ainda assim, as BPCPs isoladas de tecidos internos da planta possuem uma
competéncia endofitica para chegar até a endosfera vegetal e exercer os beneficios esperados,
o que Ihe confere vantagens sobre as bactérias provenientes de outros nichos (HARDOIM et
al., 2008).

2.6.1 Fixacdo bioldgica do nitrogénio

O nitrogénio € um dos trés elementos quimicos mais abundantes na natureza, depois
do carbono e o hidrogénio (GREENWOOD e EARNSHAW, 1997). A relevancia deste
elemento quimico nos organismos vivos é compreendida desde que estd presente em
componentes esséncias como, proteinas, acidos nucleicos e, especificamente, na clorofila que
permite a fotossintese das plantas (LEGHARI et al, 2016). No entanto, as plantas s6 podem
assimilar o nitrogénio ambiental na forma de amoénio ou nitrato, e por tanto o nitrogénio
atmosférico (a forma mais abundante no ambiente) deve ser reduzido para estar disponivel a
planta.

A fixacdo biologica do nitrogénio conduzida por organismos procarioticos
conhecidos como diazotrofos, € o processo pelo qual o nitrogénio € reduzido e assimilavel para
as plantas. A reagdo consiste na quebra do triplo enlace no nitrogénio atmosféerico (N=N) com
um gasto energético de 16 moles de ATP, e como produto principal, a liberagcdo de amonio
(NH4+). Um complexo enzimatico chamado nitrogenase catalisa a reagdo de fixagdo de
nitrogénio. A ocorréncia deste complexo é limitada para determinas Eubactérias e Arqueas
(GALLOWAY et al 2008). No entanto, a diversidade de diazétrofos ndo se limita a suas

relagOes filogenéticas (YOUNG, 1992), mas também a distribuicdo ecoldgica. Os diazétrofos
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podem ocorrer em ambientes altamente flutuantes (solo ou &gua), ambientes intimamente
relacionados as plantas (rizosfera ou filosfera) ou nos tecidos internos das mesmas. Aqueles
diazotrofos que nédo estdo em uma associacao simbidtica com a planta ou que eventualmente
podem colonizar compartimento vegetais sdo conhecidos como diazotrofos de vida libre.
Inicialmente se acreditava que a capacidade dos diazétrofos de vida livre para fixar o nitrogénio
se exercia exclusivamente na rizosfera ou rizoplano, excluindo a endofitos desta propriedade.
Entretanto, foi demostrado que nos tecidos internos do talo e raiz da cana de agucar residia uma
bactéria endofitica identificado como Gluconacetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988), e da qual foi reportado um grande potencial para fixar o nitrogénio,
inclusive, nas quantidades requeridas para a cultura da espécie vegetal (STEPHAN et al, 1991).

O complexo nitrogenase é codificado por um cluster de genes (nif) estruturais,
reguladores e suplementares que podem completar de 20 a 24 Kb, os genes estdo organizados
em 7 operons, codificam 20 proteinas e podem ocorrer no genoma bacteriano ou plasmidial. A
nitrogenase Fe codificada pelo gene nifH e a nitrogenase Mo-Fe codificada pelos genes nifK e
nifD sdo reconhecidas como as proteinas chaves na catalise da reducéo do nitrogénio (RUBIO
e LUDDEN, 2008; SEEFELDT et al, 2009). Devido a complexidade do sistema de fixacao de
nitrogénio nas bactérias tem sido complicado induzir mudancas genéticas que melhorem o
rendimento de sistema (GLICK, 2012). Portanto, a manipulacdo do sistema fixador €
relativamente depende do isolamento do organismo diazotrdéfico.

As bactérias fixadoras de nitrogénio tém sido isoladas em meios de cultura com
diferentes formulacBes que tem em comum a auséncia de componentes nitrogenados. Esta
estratégia microbiolégica combina o ambiente microaerofilico, necessario para acédo
estabilidade da enzima nitrogenase, e a auséncia do nitrogénio como critério seletivo para o
crescimento de diazétrofos (BALDANI et al, 2014).

2.6.2 Solubilizacéo de fosfatos

O fosforo é o nutriente mais importante para a nutricdo e crescimento das plantas,
depois do nitrogénio. Ele esta presente na maioria dos processos metabdlicos das plantas como,
a fotossinteses, a transferéncia de energia, a traducdo de sinais, a sintese de macromoléculas e
a respiracdo (KHAN et al, 2010). Apesar de ser abundante no solo formando compostos
organicos ou inorganicos, s6 um 0,1% de sua totalidade esta disponivel para ser assimilado
pelas plantas (ZHOU et al, 1992). O fosforo insolivel ocorre em sua forma inorgéanica, como a

apatita, ou como formas organicas, incluindo fosfato de inositol (fitato do solo),
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fosfomon6meros e fosfotriésteres (KHAN et al, 2007). Assim como para o nitrogénio, existem
mecanismos pelo quais o fosforo e fixado. Este processo consiste na remocéo de fosforo
disponivel a partir de uma solucao sélida do solo (BARBER 1995). No entanto, o fosforo fixado
ndo supre as quantidades requeridas para a producao agricola e, portanto, & necessario a adi¢éo
de fertilizantes quimicos que impdem impactos ambientais adversos na salde ambiental.
Inclusive, grande parte fosforo assimilavel dos fertilizantes rapidamente é imobilizado quando
aplicado no solo (GLICK, 2012). Portanto, a pouca disponibilidade de fésforo assimilavel é um

fator limitante para o crescimento das plantas.

Os micro-organismos tém um papel critico em todos os ciclos biogeoquimicos e no
ciclo do fosforo ndo sdo a excecdo. Eles podem solubilizar e mineralizar o fosforo proveniente
de compostos organico e inorganicos em uma forma disponivel para absorcao radicular (KHAN
et al, 2009). S&o diversos os mecanismos pelos quais 0s micro-organismos podem solubilizar o
fosforo, os que incluem: (1) a liberacdo de compostos que dissolvem minerais fosforados, (2)
secrecdo de enzimas extracelulares e (3) liberacdo de fosforo assimilavel durante a degradacao
de substratos (MCGILL e COLE, 1981). Adicionalmente, uma liberagdo importante de fosforo
assimilavel poder ter entre seus motivos a uma alta taxa de lises de células bacterianas
(BUTTERLY et al. 2009). A solubilizacdo de fésforo em sua forma inorgénica ocorre
principalmente pela producdo e liberacdo de compostos acidos (MALIHA et al. 2004) que
incluem em sua maioria acido glucénico (BAR-YOSEF et al, 1999), acido oxalico, acido citrico
(KIM et al., 1997), acido lactico, &cido tartérico, &cido aspartico. Estes compostos &cidos séo
produto do metabolismo microbiano que geralmente provem da respiracdo oxidativa ou
fermentacdo de compostos organicas (TROLOVE et al. 2003). O principal mecanismo
envolvido na solubilizacao de fosforo a partir de compostos organicos € a secrecdo de enzimas
as que incluem, fosfatases acidas ndo especificas (NANNIPIERI et al. 2011), fitases
(RICHARDSON, 1994), fosfonatase e liases C-P (RODRIGUEZ et al 2006). Meios de cultura
como o Pikosvkaya (PIKOVSKAYA, 1948) ou 0 NBRIP (NAUTIYAL, 1999) sdo amplamente
utilizados para o isolamento de micro-organismos solubilizadores de fosfato. O principio de
estes meios de cultura estd baseado na producdo de &cidos organicos microbianos que se
secretam e difundem no meio formando um halo transparente ao redor da colénia microbiana.
As populacGes bacterianas que maiormente foram associadas com a capacidade de
solubilizacdo de fosfatos pertencem aos géneros: Azotobacter, Rhizobium, Enterobacter,
Serratia, Citrobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Pantoea, Burkholderia, Achromobacter
(RODRIGUEZ et al, 2007; PARK et al 2010).
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2.6.3 Producéo de fito-hormonios

Os fito-hormonios sdo moléculas reguladoras do crescimento e desenvolvimento da
plantas e da resposta frente as distintas condi¢cdes ambientais (DURBAK et al, 2012) A planta
afronta durante todo seu ciclo de vida exposicdes a condigdes desfavoraveis, como
consequéncia vias de sinteses de fito-horménios se ativam como o objetivo de diminuir os
efeitos negativos de tais condi¢cdes (SALAMONE et al, 2005). Apesar de ser reconhecidas
como moléculas de origem vegetal, existem diversas populacGes bacteriana com capacidade de
sintetiza fito-hormonios que incluem &cido indole acético (auxina), giberelinas ou citoquininas
(BOTTINI et al, 2004; TSAVKELOVA et al. 2006). Por tanto as bactérias podem interver na
producdo e regulacdo de hormonios vegetais e ser determinantes do fenétipo da planta. Os fito-
horménios neste contexto podem assumir o papel de componentes chaves nas interacdes planta-
microbio.

O fito-hormbénio auxina regula um amplo repertério de processos de
desenvolvimento nas plantas e sua sintese ndo estd limitada as plantas. Diversos estudios
reportaram que bactérias patogénicas (JAMESON, 2000) como benéficas (PERSELLO-
CARTIEAUX et al, 2003; SPAEPEN et al, 2007) possuem diversas vias metabdlicas para
sinteses da principal e mais frequente auxina, o acido indol acético (AlA). O AIA atua
principalmente em processos envolvidos no crescimento vegetativo; estimula a germinagéo de
sementes e tubérculos; aumenta o crescimento do xilema e da raiz; inicia formacéao radicular
lateral e adventicia; intervém na respostas frente & luz, gravidade e florescimento; afeta a
fotossintese, a formacgdo de pigmentos, a biossintese de varios metabdlitos e a resisténcia a
condicdes de estresse (TSAVKELOVA et al. 2006; SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2011).

O principal precursor para sintese do AIA é o triptofano, a partir do qual se
diferenciam em até cinco vias metabolicas diferentes. Estudos in vitro reportaram que algumas
linhagens bacterianas podem produzir pequenas quantidades de IAA na auséncia do precursor.
No entanto, na presenca de L-triptofano, as bactérias frequentemente liberam quantidades muito
maiores de IAA (ALI et al. 2009). Em varios micro-organismos estudados, observa-se a
redundéancia das vias sintéticas do AlA, o que significa que mais de uma via ocorre e pode estar
ativa em um mesmo micro-organismo (SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2011). As principais
vias de sinteses de AIA incluem: indol-3-acetamide (IAM), indol-3-piruvato (IPA), indol-3-
acetonitrila/indol-3-acetaldoxime (IAOx/IAN) (DUCA et al, 2014). A via metabdlica IAM
ocorre em principalmente em bactérias fitopatogénicas e pode contribuir na viruléncia nessas

linhagens desde que produz grandes quantidades de AIA (JAMESON, 2000). A principal via
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de sintese de AIA nas plantas é a IPA, que curiosamente ocorre mais frequentemente em
bactérias endofiticas benéficas como linhagens de Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Enterobacter cloacae, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Pantoea agglomerans
(SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2011). Embora que P. agglomerans é constantemente
reconhecida como uma bactéria patogénica, existem linhagens associadas a plantas que se
comportam como mutualistas (DUTKIEWICZ et al, 2016). O fato de que a via IPA seja tdo
comum em plantas como em bactérias endofiticas representam mais uma prova que as relacoes
evolutivas na interacdo planta-endofito podem trazer como resultado transferéncias genéticas
entres estes dois organismos. No caso da via metabdlica IAOx/IAN, é tdo comum em bacteria
patogénicas como benéficas (SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2011).

2.6.4 Producao de sideroforos

O ferro é o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre. No solo pode estar
formando minerais comuns como a hematita (Fe2Oz), magnetita (FesOa), e limonite [FeO(OH)].
No entanto em condicBes aerdbicas (oxidantes) e pH neutro, o Fe esta presente principalmente
em forma mineral Fe (111), o qual é essencialmente insollvel e consequentemente limita sua
disponibilidade a concentracdes de 10® M (RYMOND E CARRANO, 1979). Os micro-
organismos (10° a 10* M) e as plantas (107 a 10 M) precisam de concentrages acima da
antes mencionada dentro das condigdes “normais” de crescimento (SCHWAB E LINDSAY,
1983; LANKFORD, 1973). Por tanto sdo necessarios agentes com a capacidade de capturar ao
ferro em suas formas insolaveis e disponibiliza-lo.

Os sideroforos sdo moléculas de baixo peso molecular (500-1500 Dalton)
tipicamente produzidos por bactérias, fungos e plantas monocotileddneas em resposta ao
estresse do ferro (RATLEDGE e DOVER, 2000). O siderdforos quelam o ion férrico (Fe*®)
com alta especificidade e atuam como veiculos de transporte para levar o ferro dentro das
células (NEILANDS, 1981). A pesar que variam amplamente em estrutura foram classificados
baseado na natureza quimica do sitio de unido ao ferro. Os tipos de sideroforos incluem:
catecolatos, hidroxamatos, a-carboxilatos, e em combinacdes destes (WINKELMANN, 2002).

Uma ampla variedade de microrganismos desde patdgenos de humanos até
micrébios ambientais como as BPCP sdo capazes de sintetizar sideréforos. Por tanto sua
deteccdo e quantificacdo sempre foi de interesse para a comunidade cientifica. A capacidade
de producdo de Sideroforos por micro-organismos € comumente detectada pelo ensaio de

azurol-sulfonato de cromo (CAS), desenvolvido por Schwyn e Neilands (1987).
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3. OBJETIVOS

Avaliar a diversidade e o potencial de promocdo de crescimento vegetal da
comunidade bacteriana endofitica cultivavel associada a Passiflora incarnata em sua fase

vegetativa.

3.1 Objetivos Especificos

e Caracterizar fenotipica- e genotipicamente as bactérias endofiticas recuperados de folhas de
Passiflora incarnata;

e Determinar a estrutura e composi¢do da comunidade bacteriana endofitica;

e Avaliar a capacidade das bactérias endofiticas de promover o crescimento vegetal por meio
de uma abordagem fenotipica e genotipica;

e Selecionar bactérias endofiticas candidatas a formulacéo de bioinoculantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material bioldgico

As bactérias endofiticas utilizadas neste estudo fazem parte do acervo de pesquisa
da Divisdo de Recursos Microbianos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas. Estas bactérias foram isoladas
pela doutoranda Marcela Cristina Goulart e representam a comunidade endofitica cultivavel
recuperada dos tecidos foliares no estadio vegetativo de P. incarnata coletadas em janeiro/2016
nos campos agricolas do Grupo Centroflora localizados na cidade de Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil.

Para isolamento as folhas foram esterilizadas na superficie e moidas assepticamente
em PBS (tampéo salino de fosfato) e logo as suspensdes foram inoculadas em sete meios de
cultura, incluindo o meio minimo M9, &gar sintetico Gause, agar TWYE, &gar HV, éagar
glicerol-asparagina, meio de quitina (ZHAO et al., 2012) e meio 869 (EEVERS et al, 2015). Os
isolados endofiticos foram selecionados com base nas morfologias das col6nias, purificados e
preservados a -80 °C (NAKAMURA, 1996)

4.2. Caracterizacdo da comunidade bacteriana endofitica
4.2.1 Caracterizacédo fenotipica

Todos os cinquenta e oito isolados bacterianos foram reativados em seus meios de
isolamento e incubados a 28 °C durante 24 a 48 h. As bactérias endofiticas foram caracterizadas
fenotipicamente de acordo com a morfologia da célula e da colénia.

Da morfologia da colénia foram considerados: cor, tamanho (didmetro), superficie
(&spera, com ou sem brilho, lisa ou rugosa), textura (seca, Umida, viscosa, mucoide ou
quebradica), margem (regular ou irregular) e elevacdo. Para as caracteristicas morfologicas das

células foram observados tamanho e forma, e a reagéo frente a coloracéo de Gram.

4.2.2 Caracterizacao genética
4.2.2.1. Extracdo de DNA genbmico das bactérias endofiticas

Os isolados bacterianos foram cultivados no mesmo meio de isolamento e
condigdes de cultivo. A cultura bacteriana foi centrifugada e ao sedimento obtido foram
adicionados 700 pL de tampéo TE, 30 uL de SDS 10% e 0,5 g de silica (0,1 mm). Em seguida,
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a suspenséo foi agitada e centrifugada por 10 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo de polipropileno e 500 pL de fenol foram adicionados, sendo entéo a
suspensdo homogeneizada por inversdo e centrifugada nas mesmas condicdes anteriores. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno e adicionados 500 pL de
cloroférmio. A solugdo foi homogeneizada por inversdo e centrifugada novamente. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo de ’polipropileno com 500 ul de
fenol/cloroférmio/alcool isopropilico (5:4:1), homogeneizado, centrifugado e coletado. Em
seguida, foi adicionado 0,1 volume de NaCl (5 M) e 0,6 volume de isopropanol. A mistura foi
mantida por 10 min & temperatura de 6 °C e centrifugada por 15 min a 10.000 g. O DNA foi
lavado com etanol 70%, seco a 40 °C por 20 min e suspenso em 50 uL de dgua deionizada
esterilizada.

A avaliacao da pureza e quantificacdo do DNA das linhagens foram realizadas por
meio da comparacgdo do DNA do fago A em diferentes concentragcdes em gel de agarose a 1%
(v/p) corado com 2% de SYBR® Safe DNA gel (Invitrogen). O gel de agarose foi submetido a
eletroforese em tampdo TBE 1X por 30 min em condicdo de 5 V por centimetro. O DNA foi
visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta e fotografado em sistema digital de
fotodocumentacéo (Image Quant LAS 4000, GE).

4.2.2.2 Amplificacéo e purificagdo do gene RNAr 16S

O gene RNA ribossomal 16S foi amplificado pela técnica de PCR, utilizando os
primers 10F, 1401R e 1525R (Tabela 1) homologos as extremidades conservadas do gene RNA
ribossomal 16S de bactérias conforme descrito por Lane, 1991 (LANE, 1991). A reacdo de PCR
foi realizada em 25 pL de volume final, contendo 0,2 mM de cada dNTP, 1X de buffer (Tris 20
mM, pH 8,4), 1,5 mM MgClz, 0,5 uM de cada primer, 1 U de Taq polimerase e 10 ng de DNA
genémico. O protocolo de ciclagem da PCR consistiu em uma desnaturacao inicial a 94 °C por
4 min, seguido por 32 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por 3 min, seguido
por uma extensdo final a 72 °C por 5 min em termociclador (MasterCycler Gradient 5331,
Eppendorf). Os produtos de PCR foram separados por eletroforeses em gel de agarose a 1%
(v/p) e o tamanho do fragmento estimado por compara¢do com um marcador de peso molecular
1 Kb DNA (Gene Ruler 1Kb, Thermo Scientific). Os fragmentos parciais do gene RNA
ribossomal 16S (aproximadamente 1500 bp) foram purificados utilizando o kit de purificacdo

PCR GFX™ (GE Healthcare Life Sciences, Alemanha), sequindo as instrugdes do fabricante.
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4.2.2.3 Sequenciamento parcial do gene RNA ribossomal 16S

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de Sanger usando o Kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Life Technologies) e os
mesmos primers usados para a amplificagdo do gene RNA ribossomal 16S, incluindo o 1100r,
765R e 782R (Tabela 1). O protocolo de ciclagem da reacdo de sequenciamento consistiu em
uma desnaturacao inicial a 96 °C por 1 min, seguido por 30 ciclos de 96 °C por 15 s, 50 °C por
15 s e 60 °C por 4 min. Os amplicons foram submetidos a uma eletroforese capilar no

sequenciador da série ABI3500XL (Applied Biosystems).

Tabela 1. Primers utilizados na amplificacdo e sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S.

Primer Sequéncia (5°23°) %GC
10F GAGTTTGATCCTGGCTCAG 52,63
765F ATTAGATACCCTGGTAG 41,17
782R ACCAGGGTATCTAATCCTGT 45,00
1100R AGGGTTGCGCTGGTTG 62,5

1401R CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAGG 66,66

1525R AAGGAGGTGWTCCARCC 52,94

4.2.2.4 Montagem e anélise filogenética das sequéncias do gene RNA ribossomal 16S

As sequéncias do gene RNA ribossomal 16S foram visualizadas, editas e montadas
em contigs (sequéncias consenso) no software BioEdit 7.2.6.1 (HALL, 1999). As sequéncias
dos primers foram retiradas antes da montagem. As sequéncias consenso foram submetidas ao
servidor Identify da plataforma EzBioCloud (YOON et al., 2017). O servidor proporcionou uma
lista dos organismos mais proximos baseada em valores de similaridade da sequéncia do gene
RNA ribossomal 16S. Ao menos as trés sequencias mais préximas ao isolado endofitico foram
recuperadas e utilizadas nas analises posteriores. As sequéncias de referéncia e as obtidas a
partir dos isolados foram alinhadas no programa CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1997). O
alinhamento multiplo resultante foi utilizado nas analises filogenéticas conduzidas no programa
MEGA versdo 6 (TAMURA et al., 2013). A matriz de distancia evolutiva foi calculada com o
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modelo de p-distance (KIMURA, 1908) e a reconstrucdo da arvore filogenética foi baseada no
método estatistico Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987), com valores de bootstrap
(FALSENSTEIN, 1985) de 1.000 réplicas.

4.3 Andlises de diversidade e rarefacéo

A partir das anélises de filogenia foram identificados filotipos, que para fins desta
analise foram considerados como Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs). Os indices de
diversidade (Shannon-Weaver) (HILL et al., 2003) e estimadores de riqueza (Chaol) (CHAO
e LEE, 1992) dos OTUs foram calculados no programa Past3 (HAMMER et al, 2001) e
utilizados para montar um gréfico de rarefagdo em diferentes niveis de similaridade 99, 97 e
95%. As estimativas de riqueza e curva de rarefacdo indicam o nivel de amostragem necessaria
para obter uma cobertura satisfatoria da comunidade estudada e o indice de Shannon-Weaver

indica a uniformidade e a abundéncia de espécies que ocorrem em uma comunidade.

4.4 Avaliacdo do potencial de promocéao de crescimento em plantas

Os cinquenta e oito isolados identificados foram analisados quanto ao potencial para
fixar o nitrogénio atmosférico, produzir &cido indol acético, solubilizar fosfatos inorgénicos e

secretar sideroforos.

4.4.1 Fixacdo bioldgica do nitrogénio

O potencial de fixacdo de nitrogénio dos isolados foi avaliado qualitativamente in
vitro, em um meio livre de nitrogénio. Todos os isolados foram crescidos em meio TSA
(Tripticase Soy Agar) a 28 °C por 24 h. A biomassa de cada cultura foi lavada duas vezes com dgua
destilada esterilizada, visando excluir componentes do meio de cultura que pudessem conter
nitrogénio. A biomassa foi suspensa em PBS para obter suspensdes ajustadas com ODego 0,6-0,7.
Uma aliquota (30 pL) de cada suspenséo bacteriana foi inoculada dentro de tubos de vidro (20 X
100 mm) com tapa de rosca contendo 4 mL do meio semi-sélido NFb (5 g de acido malico, 0,5 g de
K2HPOs, 0,2 g de MgS04.7H20, 0,1 g de NaCl, 0,02 g de CaCl..2H20, 2,0 mL de azul de
bromotimol (5g L* em 0,2 N KOH), soluc&o de vitaminas (10 mg de biotina e 20 mg piridoxal-
HCIl em 100 mL de agua destilada,), 4,59 de KOH, agua destilada para um volume final de 1000
mL e ajustar o pH a 6,5 e agar 1,6 a 1,8 g/L) (BALDANI et al., 1986) e incubados a 28°C por
96 — 120 h.
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O crescimento bacteriano foi confirmado a partir de 72 h de incubagdo com a
visualizagdo da formacéo de um biofilme embaixo da superficie do meio de cultura conforme
mostrado na Figura 1. Foram realizadas trés repeticGes para cada isolado bacteriano, além de

re-inoculac@es para confirmar a estabilidade do potencial fixador de nitrogénio.

Figura 1. Representacdo do ensaio de fixacdo de nitrogénio em meio semi-sélido NFb. Reacédo positiva
indicando o potencial de fixacdo de nitrogénio (A e B) evidenciado pela formacéao de biofilme embaixo
da superficie do meio. Reacgdo negativa (C) com auséncia da formacéo de biofilme.

4.4.2 Solubilizagdo de fosfato inorganico

A capacidade das bactérias para solubilizar fosfato foi avaliada do acordo com
Nautiyal (1999) em meio contendo fosfato insolivel Cas(POs)2. Inicialmente, os isolados foram
crescidos em meio TSA a 28 °C por 24 h. Cada cultura bacteriana foi lavada duas vezes com agua
destilada esterilizada e o pellet foi suspenso em PBS para uma ODgoo 0.6-0.7. Triplicatas contendo
15 pl de cada suspenséo foram inoculadas em placa de Petri contendo 25 mL de meio sdlido
NBRIP (10 g de glicose, 5 g de Cas(POa4)2, 5 g de MgCl»-6H-0, 0,25 g de MgSO4-7H20, 0,2 g
de KCI, 0,1 g (NH4)2SOa4e 15 g de &gar, pH 7) (NAUTIYAL, 1999). As placas foram incubadas
por pelo menos 7 dias a 28 °C.

A solubilizagéo do fosfato foi identificada pela presenca de um halo transldcido ao
redor da colbnia. Para fins quantitativos, a capacidade das bactérias em solubilizar o fosfato
insoldvel foi representada pelo indice de solubilizacéo de fosfatos (ISF) conforme: relacéo do
didmetro total (colonia + halo) e o didmetro das colonias (EDI-PREMONO et al., 1996).
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4.4.3 Deteccao e quantificacao de &cido indol acético (AlA) e derivados

A producdo de &cido indol acético foi estimada no meio TSB (Trypticase Soy Broth)
suplementado com 1 mg/mL de L-triptofano. Os isolados foram inoculados por triplicata em
20 mL do meio de cultura e incubados a 28 °C, sob agitacdo constante (150 rpm), durante 48 h
no escuro. Ap6s o tempo de incubacéo a cultura foi centrifugada a 8000 rpm a 4 °C por 15 min
e 1 mL de sobrenadante foi misturado com 2 mL de reagente de Salkowski (1,5 mL de 0,5 M
FeCls.6H.0, 30 mL de H2SO4 e 50 ml de H.O) e incubado por 30 min a temperatura ambiente,
no escuro. A coloracgdo rosa na superficie do meio indica a producdo de AlA e/ou derivados
(Figura 2). A absorbancia foi determinada em um espectrofotometro UV-Vis a 530 nm de
comprimento de onda A (TANG e BONNER, 1948). A concentragdo de AIA em cada amostra
foi estimada usando uma curva padrao (Figura 3), obtida com diferentes concentracdes (0,4; 1;
2, 4; 8; 16; 33; 42 ng/mL) (Figura 3) de AlA comercial (Sigma-Aldrich).

Figura 2. Representacdo do ensaio colorimétrico de producdo de AlA. Coloragdo rosa no meio
indica a reacdo positiva (A e B) e a coloragdo do meio indica a rea¢éo negativa (C).
1,2

1 y =0,0231x + 0,0244
R2=0,9932 4

Absorvancia a 530 nm

0 10 20 30 40 50

Concentracéo de AIA (ug/mL)
Figura 3. Curva padrdo para determinacdo da concentragdo de AIA no teste colorimétrico.
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4.4.4 Producao de sideréforos

A capacidade das bactérias endofiticas para produzir sideroforos foi avaliada pelo
método azurol-sulfonato de cromo (CAS) (SCHYN e NEILANDS, 1987). Os isolados foram
inoculados no meio sélido Agar Azul. Para preparar 1 litro de Agar color azul sdo necessarios
4 tipos de solugdes, conforme descrito abaixo (MILAGRES et al., 1999; JI et al.,2014).

Solucéo 1. 60,5 mg de CAS (Chrome azurol S) em 50 mL &gua foram misturados
com 10 mL de solucéo de Ferro (1 mM de FeClz.6H20, 10 mM de HCI). Sob agitagéo, foram
adicionados nesta solucdo 72,9 mg de HDTMA dissolvido em 40 mL de agua. O liquido azul
escuro resultante foi esterilizado e mantido a 50 °C.

Solugdo 2. 30,24 g Pipes (&cido 1,4-Piperazinediethanesulfonico) foram
adicionados em 750 mL de uma solucdo de sais contendo 0.3g KH2PO4, 0.5g de NaCl, 1.0g
NHCls. Uma solucdo de NaOH 50% (p/p) foi adicionada para ajustar o pH da solucéo de Pipes
até o valor de 6,8. Por ultimo foram adicionados 15 g de &gar e o meio foi esterilizado e mantido
a 50 °C.

Solucéo 3. 2,0 g de glicose, 2,0 g de manitol, 439,0 mg de MgS04.7H,0, 11,0 mg
de CaClz, 1,17 mg de MnSQO4.H-0, 1,4 mg de H3BO3.7H20, 0,04 mg de CuSO4.5H-0, 1,2 mg
de ZnS04.7H20 e 1,0 mg de NaMo00O4.2H20 foram dissolvidos em 70 mL de agua destilada. A
solucéo foi esterilizada e mantida a 50 °C.

Solucéo 4. Consiste de uma solugéo &cida de 30 mL de casaminoacidos a 10% (p/v)
que foi esterilizada por filtracao.

Todas as solucdes foram misturadas e 25 mL da mistura final foram vertidas em
placas de Petri. As bactérias endofiticas foram crescidas em meio TSA a 28 °C por 24 h. Cada
cultura bacteriana foi lavada duas vezes com agua destilada esterilizada e o pellet foi suspenso
em PBS para uma ODegoo 0,6-0,7. Uma aliquota (15 pL) de cada suspenséo foi inoculada em um
disco de difusdo esterilizado e colocado no centro da placa contendo o meio Agar Azul-CAS
(HUSSEIN e JOO, 2014). O método do disco de difuséo foi utilizado para evitar o efeito toxico
do sulfonato de cromo-azurol em micro-organismos, principalmente para bactérias Gram-
positivas. As placas foram incubadas a 30 °C e observadas diariamente quanto ao
desenvolvimento de um halo amarelo-alaranjado ao redor da col6nia (Figura 4). Os testes foram
feitos em triplicata.

Para fins quantitativos, a capacidade das bacterias para produzir sideréforos foi
representada pelo indice de produgéo de sideroforos (IPS): relagdo do didmetro total (col6nia +

halo) e o didmetro das colbnias.
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Figura 4. Representacao do ensaio de producéo de sider6foros em meio Agar azul-CAS. Reacio
positiva (A e B) para producédo de sideroforos evidenciada pela coloracao laranja ao redor da

linhagem e a reacdo negativa (C) pela permanéncia da cor azul do meio de cultura.

4.5 Potencial Genotipico de promocao do crescimento em plantas

Uma abordagem utilizando PCR foi aplicada para incrementar a cobertura de
deteccdo do potencial de promoc¢édo de crescimento em plantas, baseado na amplificacdo de

genes funcionais relacionados aos mecanismos de promogao de crescimento vegetal.

4.5.1 Deteccéo do gene nifH

A deteccdo do gene nifH é uma evidéncia indireta do potencial de uma bactéria para
fixar o nitrogénio. O gene foi amplificado com dois sets de primers usando a técnica nested
PCR. Trés primers, desenhados originalmente por Zehr e Reynolds (1989) foram utilizados na
reacdo de amplificacdo (BURGMANN et al, 2004). O primeiro PCR foi realizado com o par
forward primer nifH (forA) (5-GCIWTITAYGGNAARGGNGG-3") e reverse primer nifH
(rever) (5"-GCRTAIABNGCCATCATYTC-3"). O segundo PCR (nested) foi realizado como
o forward primer nifH (forB) (5"- GGITGTGAYCCNAAVGCNGA -3") e 0 mesmo reverse da
primeira reacdo. O produto final amplificado foi de aproximadamente 371 bp.

A primeira amplificagdo foi realizada num volume final de 25 pL, contendo 10 ng
de DNA gendmico, 2 UM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM MgCl,, 1 U de Taq
Polimerase Recombinant (Invitrogen), e 1X de tampéo de PCR. A reacdo nested foi realizada

num volume final de 25 pL, 1 pL do produto da primeira reagédo, 1 uM de cada primer, 0,2 mM
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de cada dNTP, 2 mM MgCly, 1 U de Taq Polimerase Recombinant (Invitrogen), e 1X de buffer
de PCR. As condicdes de anelamento foram 30 s a 55°C e 30 s a 53°C para a primeira e segunda
reacao, respectivamente. Na primeira reacdo foram aplicados 30 ciclos e na segunda 35 ciclos
(BURGMANN et al., 2004) em termociclador (MasterCycler Gradient 5331, Eppendorf).
Como controle positivo foi utilizado a linhagem Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5,
conhecida pela sua atividade fixadora do nitrogénio. Os produtos de PCR foram separados por
eletroforeses em gel de agarose a 1% (v/p) e o tamanho do fragmento estimado por comparagéo
com um marcador de peso molecular 1 Kb DNA (Gene Ruler 1Kb, Thermo Scientific).

Para confirmar que foi amplificada uma sequéncia parcial do gene nifH, foram
purificados os produtos de PCR com o kit de purificagio PCR GFX™ (GE Healthcare Life
Sciences, Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante e logo sequenciados no sequenciador
da série ABI3500XL (Applied Biosystems), seguindo o mesmo protocolo de sequenciamento
do gene RNA ribossomal 16S.

1 22 115 482 897
Gene nifH W
forA
e 471 bp-------- <
forB rev

By - 371bp ----+2-

Figura 5. Representacdo grafica da estratégia nested PCR para amplificacdo do gene nifH. As
posicbes foram inferidas da linhagem Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5
(NC_011365.1).

4.5.2 Deteccao de genes relacionados a promocao de crescimento em plantas

A producdo de IAA foi avaliada por amplificacdo parcial do gene ipdC (indol
piruvato descarboxilase), que codifica a enzima mais importante na via do acido indol-3-
piravico (IPyA). O IPyA ¢ a via utilizada pela maior parte das bactérias benéficas (Azospirillum,
Bacillus, Bradyrhizobium, Enterobacter cloacae, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium)
(SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2011). A respeito da sintese de sideréforos foi parcialmente
amplificado o gene asb que codifica a petrobactina, um sider6foro do tipo catecol comumente
secretado por Bacillus spp. (KOPPISCH, 2008). No caso da solubilizacdo de fosfatos, foi
rastreado o gene que codifica a fosfatase acida, enzima envolvida na mineralizacdo da maioria

dos compostos organicos de fésforo no solo (EL-SAWAH, 1993).
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A reacdo foi conduzida de acordo com Raddadi et al. (2007). O volume final (25
pL) da reacdo continha 0,2 mM de cada dNTP, 1X tampéo de PCR (Tris 20 mM, pH 8,4), 2,5
mM MgClz, 0,5-1,0 m uM de cada iniciador, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 25 ng
de DNA gendémico. O protocolo de ciclagem de PCR consistiu em uma desnaturacao inicial a
94 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 45 s de anelamento a temperatura
adequada (Tabela 2) e 72 °C por 2 min, seguido de uma extenséo final de 72 °C por 5 min. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforeses em gel de agarose a 1% (v/p) e o tamanho
do fragmento estimado por comparacéo com um marcador de peso molecular 1 Kb DNA (Gene
Ruler 1Kb, Thermo Scientific). A confirmacédo da sequéncia parcial do gene alvo foi feita por
sequenciamento conforme protocolo utilizado para o sequenciamento do gene RNA ribossomal
16S.

Tabela 2. Primers para amplificar genes relacionados a promogdo do crescimento em plantas.

Gene alvo Tamanho Sequéncia do primer (5°3’) L Amplicon
do gene anelamento (pb)
] CAYTTGAAAACKCAMTATACTG?
ipdC 1809 bp 550 1715
AAGAATTTGYWKGCCGAATCT®
GAGAATGGATTACAGAGGAT®?
ash 1685 bp 50° 1685
TTATGAACGAACAGCCACTT®
AAGAGGGGCATTACCACTTTATTA?®
Fosfatasa  gpg pp 55° 734
acida CGCCTTCCCAATCRCCATACAT®

4 Sequéncia forward
b Sequéncia reverse

4.6 Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacédo fenotipica

Os cinquenta e oito isolados bacterianos foram reativados utilizando os mesmos
meios de isolamento. As caracteristicas fenotipicas macro e microscopicas revelaram uma
complexa diversidade de formas e texturas. A Tabela 3 apresenta as variantes morfoldgicas
mais representativas encontradas dentre os isolados recuperados. A maioria dos isolados
cresceram formando coldnias medianas ou grandes entre as primeiras 24 a 48 h de incubacéo,
exceto os isolados EP208 e EP225 cujo crescimento em meio sélido foi observado entre 72 a
96 horas. As coldnias apresentaram coloragdo branca para amarela em diferentes tons. A
observacdo das células apos a coloracdo de Gram revelou que todos os isolados tinham forma
bacilar e que a maior parte deles (75,8%) era Gram positiva (Figura 6). Estudos de diversidade
endofitica em folhas de Oryza sativa (MANO et al.,, 2007), e raizes de Citrus lemon
(GARDNER et al., 1982) e Medicago sativa (GAGNE et al., 1987) mostraram dominancia de
bactérias Gram negativas, mas é preciso ressaltar que o isolamento nesses estudos foi a partir
de plantas em etapas avancadas de desenvolvimento. Em contrapartida, nosso estudo recuperou
bactérias da fase vegetativa, apoiando a hipotese de que a etapa de desenvolvimento da planta

pode determinar a composicao das comunidades endofiticas bacterianas.

Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas representativas da comunidade endofitica de P. incarnata.

Isolado Meiq de Formae Ee>§tura Tamaph_o Cor da colénia For,ma Reacéo
cultivo da colbnia da colbnia dacelula ao Gram
EP176 Gaus'sagar  Redondo, Umida Mediano Amarelo opaco Bacilar +
EP178 Gaus'sagar  Redondo, Umida Mediano Amarelo Bacilar -
EP179 Gaus’s agar Ondulado, seca Grande Branco cremoso  Bacilar +
EP185 869 agar Ondulado, seca Grande Branca Bacilar +
EP187 Gly-asp agar Redondo, mucoide Grande Branco cremoso  Bacilar +
EP199 869 agar Redondo, seca Mediano Branco opaco Bacilar +
EP200 MO9Magar  Ondulado, imida Pequena Amarelo Bacilar -
EP206 TWYEagar Ondulado, Gmida  Mediano Branco-vermelhas Bacilar +
EP207  M9M agar Redondo, imida Pequena Amarelo Bacilar -
EP208  M9M agar Redondo, imida Pequena Branco Bacilar -

EP235 Gaus’s agar Redondo, seca Pequena Amarelas Bacilar +
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Bl 7586% Gram +
BN 24.14% Gram -

Figura 6. Frequéncia de bactérias Gram + e Gram — na comunidade bacteriana endofitica

isolada de Passiflora incarnata.

5.2 Estrutura e composicdo de comunidade bacteriana endofitica cultivavel

Sequéncias de aproximadamente 1300 nt foram obtidas do sequenciamento do gene
RNA ribossomal 16S. As sequéncias foram submetidas ao servidor ldentify da plataforma
EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/identify), procurando os parentes mais préximos.
Todos os alinhamentos apresentaram valores de similaridade iguais ou maiores a 99% com as
sequéncias de referéncia das linhagens tipo (Tabela 4), permitindo atribuir potencialmente uma
identificacdo em nivel de espécie. A andlise agrupou os isolados em 3 filos: Firmicutes,
Proteobacteria e Actinobacteria. O filo Firmicutes foi 0 mais abundante (41/58 isolados),
representado unicamente pela ordem Bacillales (77,59%), seguido do filo Proteobacteria (15/58
isolados) dominado pelas ordens Pseudomonadales (8,62%), Enterobacterales (8,62%) e
Xanthomonadales (1,72%). As bactérias pertencentes ao filo Actinobacteria (2/58 isolados)
foram unicamente relacionadas a ordem Corynebacterales (3,45%) (Figura 7).

A identificacdo de bactérias endofiticas em nivel de familia revelou que Bacillaceae
(72,41%) foi o grupo mais abundante e, juntamente, com Enterobacteriaceae (10,34%) e
Pseudomonadaceae (8,62%) representaram mais do 90% da comunidade bacteriana recuperada
no isolamento. Por outro lado, em nivel de género, membros do género Bacillus (70,69%)
representaram a populacdo bacteriana mais abundante, seguido por Pseudomonas (8,62%),
Pantoea (6,9%), Rhodococcus e Paenibacillus (3,45%) (Figura 7). Resultados similares foram
reportados no estudo conduzido por VENDAN et al. (2010), onde o género Bacillus representou
90% da diversidade endofitica associada a plantas jovens (de um ano) do Ginseng coreano. Os
demais géneros (Lysinibacillus, Kosakonia, Xanthomonas e Leclercia) corresponderam apenas
0 1,72% da comunidade. Representantes destes géneros ja foram reportados como endéfitos em
estudos prévios (SHABANAMOL et al 2018; WALITANG etal 2017, SHAHZAD et al, 2017).
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Adicionalmente, neste estudo Bacillus foi o género com maior diversidade de espécies

potencialmente identificadas com base na similaridade de sequéncias comparadas ao banco de

dados (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de semelhanca das sequéncias 16S rDNA dos isolados de P. incarnata.

Isolados Parente mais proximo? No de Acesso® Similaridade (%)
EP176 Paenibacillus barcinonensis AJ716019 99,1
EP177,181,188,189,190, Bacillus aryabhattai EF114313 99,92
192,221,228,229,231

EP178,201,215,223 Pseudomonas psychrotolerans FMWB01000061 99,62
EP220 Pseudomonas cichorii FNIK01000055 99,12
EP179,180,182,183,197, Bacillus tequilensis AYTO01000043 99,93
203,233

EP184,186,191,193,196, Bacillus megaterium JIMH01000057 100
210,211,213,224

EP218 Bacillus cereus AE016877 100
EP202 Bacillus wiedmannii LOBC01000053 100
EP185 Bacillus anthracis AE016879 99,93
EP208, 225 Rhodococcus erythropolis BCRMO01000055 100
EP187 Bacillus velezensis AY603658 99,93
EP194,195,217 Bacillus siamensis AJVF01000043 99,92
EP198 Bacillus altitudinis ASJC01000029 100
EP199,209,227,230 Bacillus safensis ASJD01000027 99,92
EP200 Pantoea stewartii JPK001000033 99,77
EP205,222 Pantoea ananatis JMJJ01000010 99,92
EP204 Pantoea vagans EF688012 99,78
EP206 Lysinibacillus fusiformis AB271743 99,92
EP207 Xanthomonas sacchari Y10766 99,58
EP212 Paenibacillus xylanexedens CLG_48537 99,38
EP214 Bacillus thuringiensis ACNF01000156 99,93
EP216 Leclercia adecarboxylata BCNP01000062 99,6
EP226 Kosakonia cowanii BBEU01000098 99,6
EP234 Bacillus nealsonii EU656111 99,29
EP235 Bacillus gibsonii X76446 99,84

3Espécie do parente mais proximo na base de dados de sequencias do gene RNA ribossomal 16S.
PN(imero de acesso das sequencias do gene RNA ribossomal 16S das espécies tipo obtidas do EzBioCloud.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Y10766
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Figura 7. Frequéncia das bactérias endofiticas isoladas de folhas de P. incarnata em nivel de
filo (A), ordem (B), familia (C) e género (D). A classificacdo taxondmica foi baseada na

similaridade das sequéncias do gene RNA ribossomal 16S do servidor Identify.

Os géneros Dbacterianos Bacillus, Paenibacillus (GARDENER, 2004;
GOVINDASAMY etal, 2011) e Pseudomonas (MERCADO-BLANCO e BAKKER, 2007) sdo
grupos taxondémicos aos quais mais frequentemente séo atribuidas propriedades relacionadas
com a promocdo do crescimento de plantas, desde que foi amplamente reportada sua capacidade
para disponibilizar nutrientes essenciais para o crescimento vegetativo ou produzir reguladores
(ex. auxina, etileno) do desenvolvimento da planta. Em nosso estudo, os endofiticos que
pertencem aos géneros Bacillus, Paenibacillus e Pseudomonas representaram o 83% (48/58
isolados) da estrutura da comunidade cultivavel recuperada, sugerindo que a comunidade esteja

predominantemente representada por BPCP.
5.3 Analise filogenética

As sequéncias do gene RNA ribossomal 16S das linhagens tipo mais proximas aos
isolados, foram recuperadas do servidor Identify da plataforma EzBioCloud. O alinhamento
global das sequéncias dos parentes mais proximos e dos isolados foi conduzido no programa
ClustalW, gerando 1206 posicdes para construcao de arvore filogenética. A topologia da arvore
filogenética mostrou o estabelecimento compativel de clados entre isolados e linhagens tipo

com valores de bootstrap maiores que 60% (Figura 8). Portanto, a andlise filogenética das
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sequéncias do gene RNA ribossomal 16S permitiu a identificacdo dos isolados até nivel de
espécie. A andlise filogenética das sequéncias do gene RNA ribossomal 16S é uma estratégia
comumente usada para a identificacdo de micro-organismos (CLARRIDGE, 2004). No entanto,
estudos tém reportado de 99 a 100% a similaridade entre as sequéncias do gene RNA
ribossomal 16S nas espécies do grupo Bacillus cereus (ASH et al, 1991), sugerindo que as
sequéncias do gene RNA ribossomal 16S podem n&o ser Uteis para discrimina¢do de membros
de grupo filogeneticamente muito proximo. Nestes casos é recomendavel abordar outros genes

marcadores que permitam aumentar a resolucao entre espécies.

A partir da analise filogenética foi possivel inferir que a comunidade endofitica
recuperada é composta por 24 filotipos. O filotipo predominante foi Bacillus aryabhattai (10
isolados), seguido por Bacillus megaterium (9 isolados), Bacillus tequilensis (6 isolados),
Bacillus safensis (4 isolados) e Bacillus velezensis (4 isolados) (Figura 8a). Estas espécies juntas
representam a metade da comunidade endofitica recuperada. Por outro lado, Paenibacillus
barcinonensis, Pseudomonas psychrotolerans, Kosakonia cowanii e Bacillus nealsonii nao
foram anteriormente descritas como espécies endofiticas, e foram isoladas da planta P.
incarnata (Figura 8a e 8b). Todos os demais filotipos ja foram recuperados de folhas e outros
compartimentos vegetais de diferentes plantas (BENHIZIA et al., 2004; TORRES et al., 2008;
STUDHOLME et al.,2011; TOYOTA, 2015; SHARMA et al., 2015; CAl et al., 2016; SONG
et al, 2017).
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Figura 8a. Arvore filogenética Neighbohr-Joining baseada nas sequéncias parciais do gene

RNA ribossomal 16S dos isolados que compdem a comunidade bacteriana endofitica

recuperada de P. incarnata. Valores de bootstraps sao indicados como porcentagens derivadas

de 1000 replicagdes. Valores inferiores a 65 ndo foram mostrados. O clado Firmicutes é exibido
em detalhes e outros foram reduzidos.
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Figura 8b. Arvore filogenética Neighbohr-Joining baseada nas sequéncias parciais do gene
RNA ribossomal 16S dos isolados que compfem a comunidade bacteriana endofitica
recuperada de P. incarnata. Valores de bootstraps sao indicados como porcentagens derivadas
de 1000 replicacdes. Valores inferiores a 65 ndo foram mostrados. O clado para Firmicutes foi

reduzido para exibir os filos Actinobacteria e Proteobacteria em detalhe.

A andlise filogenética baseada nas sequéncias do gene RNA ribossomal 16S
mostrou que as sequéncias dos isolados EP178 e EP223 ndo formaram clados com as sequéncias
das linhagens tipo e como consequéncia criaram bragos filogenéticos separados, sugerindo que
poderiam ser novas especies. Para aprofundar esta hipotese, as sequéncias foram alinhadas com
as oito linhagens tipo mais proximas e as relagdes filogenéticas reconstruidas a fim de melhorar
a resolucdo da andlise prévia (Figura 9). A topologia da arvore mostrou a formacéo de dois
cluster de Pseudomonas e a linhagem Azorhizophilus paspali NBRC 102228 utilizada como
grupo externo. As sequéncias dos isolados EP178 e EP223 pertencem ao cluster que inclui as
linhagens tipo Pseudomonas oleovorans IAM 1508, Pseudomonas oryzihabitans NBRC
102199 e Pseudomonas psychrotolerans C36, porém ndo formaram clados com nenhuma das

linhagens tipo consideradas, e se mantiveram formando um brago isolado apoiado por um valor
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de bootstraps de 100. Esta analise reforca a hipétese que os isolados EP178 e EP223 podem se

tratar de uma nova espécie do género Pseudomonas.
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Figura 9. Arvore filogenética Neighbohr-Joining baseada nas sequéncias parciais do gene 16S
rRNA de bactérias endofiticas EP178 e EP223 isoladas de folhas de P. incarnata em sua fase
vegetativa. A analise foi baseada em 1405 posi¢des. Valores de bootstraps sdo indicados como
porcentagens derivadas de 1000 replicagdes. A linhagem Azorhizophilus paspali NBRC 102228

foi utilizada como grupo externo.

5.4 Diversidade e rarefacdo

A avalicdo da diversidade em uma comunidade depende do tamanho da amostra.
Quanto maior o tamanho da amostra, maior a probabilidade de recuperar espécies “raras” e,
consequentemente, a diversidade inteira. Portanto, para a analise da diversidade é necessario
categorizar as espécies de acordo a sua ocorréncia. A abundancia relativa das espécies foi
representada pelo nimero de sequéncias do gene RNA ribossomal 16S, portanto, o total de

sequéncias representa a comunidade recuperada.

Os indices de diversidade e riqueza foram calculados considerando as sequéncias
organizadas em OTUs, com base na similaridade entre elas (Tabela 5). Um estudo conduzido
por ASSUMPCAO (2008), encontrou valores similares com respeito ao indice de diversidade
de Shannon-Weaver (HILL et al, 2003) de 62 bactérias endofiticas analisadas. Enquanto ao
estimativa de riqueza de Chaol(CHAO e LEE, 1992), o maior valor esperado calculado para
este estudo foi similar ao valor do estimador de Chaol do estudo previamente citado. Neste
trabalho, o valor do indice de Shannon-Weaver e a estimativa de riqueza por Chaol a 99% foi

maior que as outras porcentagens de similaridade, uma vez que a 99% se detectou um maior
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namero de OTUs. Especificamente, na avaliagdo da riqueza de espécies, o valor do indice de
Chaol a 99% foi amplamente maior que a 97% e 95%, provavelmente porque a 99% de
similaridade se detectaram até 14 OTUs representados s6 por uma sequéncia. As espécies
(OTUs) representadas por s6 um individuo (sequéncia) sdo consideradas como raras. No calculo
da riqueza, as espécies raras tém maior peso estatistico comparado as espécies comuns,
contribuindo mais para o valor do indice de riqueza (Chaol). Por outro lado, ao calcular o indice

de diversidade (Shannon-Weaver) a espécies raras tém menor valor proporcional.

Tabela 5. indices de diversidade e riqueza obtidos a partir das sequéncias parciais do gene RNA

ribossomal 16S.

Similaridade Diversidade Riqueza
(Shannon-Weaver) (Chao-1)
99% 2,777 (2,305-2,838) 39,17 (17-54)
97% 1,153 (0,721-1,416) 11 (5-18)
95% 0,982 (0,6474-1,219) 6 (4-9)

Os valores apresentados entres parénteses correspondem aos valores maiores e menores esperados.

A rarefacdo é uma abordagem estatistica que permite comparar amostras com
namero diferente de individuos. Neste estudo, a analise de rarefacdo relacionou o nimero de
OTUs observados (em diferentes niveis de similaridade) e o tamanho da mesma amostra
(nimero de sequéncias). A curva de rarefacdo montada com OTUs detectados a 99% de
similaridade ndo mostrou saturacéo para o numero de sequéncias analisadas, uma vez que houve
um grande nimero de OTUs e dos quais a maioria estava representada sé por uma sequéncia
(Figura 10). As curvas a 97% e 95% mostraram tendéncia a atingir o platd, sugerindo que o
universo amostral avaliado foi suficiente para cobrir o niUmero de géneros da comunidade de
enddéfitos de P. incarnata na fase vegetativa. No entanto, nas trés curvas de rarefacdo foi
possivel observar que a comunidade ndo foi totalmente acessada e, provavelmente, ainda ha
uma diversidade a ser explorada. O principal motivo pelo qual ndo se recuperou a diversidade
inteira pode estar relacionada mais com as limitacbes dos métodos microbioldgicos de
isolamento que com a metodologia de amostragem. Além das condicdes restritas de isolamento,
a purificacdo pode ser um segundo fator limitante que pode diminuir a possibilidade de
recuperar toda a diversidade, uma vez que estd etapa € baseada nas caracteristicas
macroscépicas das colbnias para separar e selecionar as possiveis espécies bacterianas. Uma

estratégia para superar tais limitacGes é a aplicacdo de métodos independentes de cultivo que
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aumentam a cobertura por meio da deteccdo de micro-organismos exigentes ou pouco
representados (GLOOR et al, 2015; YANG et al, 2017).

Filotipo: (OTUs)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 35 60

Sequéncias
Figura 10. Anélise de rarefacdo das sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S em
diferentes niveis de similaridade 99%, 97% e 95%.

5.5 Potencial fenotipico de promocao de crescimento em plantas
5.5.1 Fixacdo de nitrogénio

Vinte e sete isolados (43,1%) do total da comunidade endofitica recuperada em
cultivo foram capazes de crescer no meio semissolido livre de nitrogénio NFb. O crescimento
foi avaliado pela formacéo de um biofilme sob a superficie do meio ap6s duas reinoculagdes
sucessivas que confirmaram o potencial do isolado em fixar o nitrogénio. Os resultados foram
mostrados no Apéndice A. Alguns isolados mostraram tendéncia a crescer em zonas mais
profundas do volume do meio (Figura 11). Os isolados EP186, EP189, EP202, EP208, EP218,
EP224, EP228 e EP229 atingiram até 15 mm de profundidade durante a formacao do biofilme.
A nitrogenase, enzima responsavel pela fixacdo bioldgica do nitrogénio, tem como
caracteristica principal atuar em condicGes de anaerobiose, uma vez que sofre desnaturacdo na
presenca de O2 (DALTON e POSTGATE 1968). Portanto, para que as células bacterianas
cresgcam em um meio livre de nitrogénio, estas tém que migrar para um ambiente que contenha
uma pressdo de oxigénio que ndo afete a estrutura da enzima nitrogenase e suficiente para a
respiracdo aerdbica. A maioria dos isolados (92%) que cresceram no meio NFb foram

relacionados ao género Bacillus (Figura 12). Este género bacteriano é conhecido por possuir
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representantes que crescem como anaerobios facultativos, o que explicaria o potencial de

crescer nas condicdes requeridas do aparato fixador de nitrogénio.

Figura 11. Biofilme bacteriano em meio semissélido NFb indicando a profundidade, e mm, do
crescimento bacteriano. (A) Isolado EP182, (B) isolado EP229

Bacillus, como mencionado, foi 0 género com maior nimero de representantes com
potencial para fixar o nitrogénio (25/27), seguido apenas por dois outros isolados do género
Rhodococcus (R. erythropolis EP208, EP225). Dentro do género Bacillus, o filotipo mais
abundante capaz de fixar N> foi associado a B. aryabhattai (9/24), sequido por B. megaterium
(7/24), B. tequilensis (3/24), B. thuringiensis (2/24), B. anthracis, B. velezensis e B. cereus
(1/24) (Figura 12). Especificamente, os nove isolados de B. aryabhattai com potencial para
fixar o nitrogénio atmosférico representam 90 % da ocorréncia deste filotipo na comunidade,
enguanto os sete isolados de B. megaterium positivos ao ensaio representam 78%. Um estudo
conduzido por Castellano-Hinojosa et al (2016) comprovou a capacidade de fixar o nitrogénio
em linhagens de B. aryabhattai e B. megaterium isoladas da rizosfera de Lolium perene. Por
outro lado, os 25 isolados pertencentes ao género Bacillus que cresceram no meio NFb
representam 61% do total de Bacillus na comunidade endofitica recuperada neste estudo.
Diversos estudos ja reportaram o grande potencial do género Bacillus como fonte de
organismos diazotrofos (DING et al 2005; HONGRITTIPUN et al, 2014). Apesar da maioria
dos estudos anteriormente mencionados relatar o isolamento de bactérias diazotroficas da
rizosfera, existem trabalhos que reportam o potencial diazotréfico de bactérias que residem nos
tecidos internos da folha e inclusive na filosfera (MURTY,1984; PATI e CHANDRA,1993;
DESGARENNES et al, 2014).

O crescimento no meio NFb sé permite testar o potencial do micro-organismo para

fixar o nitrogénio. A capacidade diazotrofica, pode ser confirmada pelo ensaio de reducdo de
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etileno, o qual avalia a atividade da enzima nitrogenase (DAVID et al; 1980). Além disso, a
deteccdo do gene nifH pode confirmar a presenca parcial ou inteira do sistema fixador de

nitrogénio.
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Figura 12. Distribuicao dos géneros e espécies bacterianos endofiticas com potencial de fixacao

de nitrogénio indicado pelo ensaio em meio semissélido livre de nitrogénio NFb.

5.5.2 Solubilizagéo de fosfato inorgénico

Dos cinquenta e oito isolados bacterianos, trinta e trés (59,9%) mostraram
capacidade para solubilizar fosfato inorganico Caz(POas). no meio s6lido NBRIP. Foram
consideradas positivas ao teste, as bactérias que cresceram formando um halo de solubilizacéo
ao redor da coldnia.

Bacillus foi o género com mais representantes positivos para 0 ensaio de
solubilizacéo de fosfato (18/33), sequido por Pseudomonas (5/33) e Pantoea (4/33). Todos 0s
representantes dos géneros Pantoea e Pseudomonas da comunidade endofitica recuperada de
P. incarnata solubilizaram fosfato no ensaio em meio NBRIP (Figura 13). Um estudo revelou
que o mecanismo principal das espécies de Pantoea para solubilizar o fosfato inorgéanico é a
secrecdo de acido gluconico (CASTAGNO et al, 2011). Além disso, espécies de Pseudomonas
secretavam acido organicos (acido gluconico, acido tartarico e outros) como mecanismo para
converter o fosfato insoltvel em orto-fosfato disponivel para absorcdo e utilizacdo da planta
(PARK et al 2009, OTEINO et al, 2015).

Quando avaliado em nivel de espécie, B. aryabhattai foi o filotipo mais frequente
com potencial para solubilizar fosfato inorganico (6/33), seguido por B. megaterium (4/33), B.
tequilensis (4/33), P. psychrotolerans (2/33), Pseudomonas sp. (2/33) e Pantoea ananatis

(2/33). Os demais filotipos sO tiveram um representante capaz de solubilizar o fosfato.



56

Resultados semelhantes em estudos prévios reportaram o potencial de linhagens de B.
aryabhattai (LIU et al, 2016), B. megaterium (WYCISZKIEWICZ et al, 2017), e P.
psychrotolerans (FITRIYANTI et al, 2017) para solubilizar fosfato inorganico in vitro.
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Figura 13. Distribuicdo de géneros bacterianos endofiticos com capacidade de solubilizar

fosfato inorganico indicado pelo ensaio em meio solido NBRIP.

Com fins quantitativos foi calculado o indice de solubilizacdo de fosfato para os
isolados que formaram halo. A partir do célculo do ISF, os isolados positivos ao teste se
agruparam de acordo com SILVA FILHO e VIDOR (2000), em bactérias com baixo potencial
de solubilizacéo (ISF<2), com médio potencial de solubilizacéo (2<ISF<3) e com alto potencial
de solubilizacdo (ISF>3). Os valores de ISF para cada isolado s&o mostrados no Apéndice A.
Pseudomonas foi 0 género com maior nimero de representantes no grupo com alto potencial
de solubilizacdo com uma média de 3,31. O isolado EP223, pertencente ao filotipo
Pseudomonas sp., apresentou o maior valor de ISF=3,53. Este valor foi maior quando
comparado ao ISF calculado para as linhagens Pseudomonas sp. TPSB22 (PAUL e SINHA,
2013) e P. aeruginosa KUPSB12 (PAUL e SINHA, 2017) descritas na literatura. A maioria dos
isolados positivos ao teste de solubilizacdo apresentou potencial médio, representada
principalmente por isolados pertencentes ao género Bacillus. Nenhum dos isolados positivos ao
teste foi incluido no grupo com baixo potencial de solubilizagéo de fosfato (Figura 14).

Dependendo do mecanismo de solubilizagcdo do micro-organismo, o meio de cultura
pode afetar a taxa de solubilizagcdo (NAUTIYAL, 1999), desde que mudangas nos ingredientes
que compdem 0 meio podem alterar o metabolismo microbiano. A solubilizagdo de compostos
inorganicos fosfatados se da principalmente por meio da secre¢do de acidos organicos.
Inclusive, alguns estudos reportaram bactérias que nao apresentaram halo de solubilizagcdo no

meio sélido, mas solubilizavam fosfatos em meio liquido (LOUW e WEBLEY, 1959;
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LEYVAL e BARTHELIN, 1989). Assim, as limitacdes do ensaio em meio sélido podem estar
relacionadas as diferentes taxas de reducdo de diferentes &cidos organicos secretados por um
micro-organismo (JOHNSTON, 1952).
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Figura 14. Classificagéo dos géneros bacterianos com capacidade de solubilizar fosfato

inorganico de acordo com Silva Filho e Vidor (2000).

5.5.3 Producéo de acido indol acético (AlA)

Dos 58 isolados avaliados para producdo de AlA, 44 (75,9%) produziram acido
indol acético ou substancias similares ao AlIA. Os resultados foram detalhados no Apéndice A.
O teste colorimétrico usando o reagente de Salkowski ndo é totalmente especifico para detectar
AlA, uma vez que nao permite a diferenciacdo entre acido indol acético (AlA), &cido indol
piravico (AIP) e indol-3-acetamida (IAM). A deficiéncia no poder de resolucdo do ensaio se
deve ao fato destas substancias serem detectadas em um espectro de absor¢do muito proximo
(GLICKMANN e DESSAUX, 1995).

Os valores de producdo de AIA variam entre 1,01 e 6,04 pg/mL. Os fatores que
podem determinar variagbes na producdo de AIA pelos micro-organismos incluem: as
condic¢des do meio de cultivo, a fase de crescimento do micro-organismo e a disponibilidade de
substratos (FRANKENBERGER e ARSHAD, 1995). O ensaio foi realizado nas mesmas
condicBes para todos os isolados da comunidade endofitica recuperada, sem levar em conta a
ampla diversidade recuperada, pois com a representacdo de quatro filos bacterianos, a
possibilidade de oferecer as condicdes especificas que cada espécie requer para produzir a
maior quantidade de AIA diminuia substancialmente. Por outro lado, a adi¢éo de triptofano no
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meio de cultura pode aumentar a quantidade de AlA produzida, independente da via de sinteses
de AIA (ARSHAD e FRANKENBERGER, 1991; SARWAR e FRANKENBERGER,1994).
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Figura 15. Distribuigdo de géneros bacterianos endofiticos com capacidade para produzir acido

indol acético ou similares (AlA).

O género bacteriano com maior nimero de representantes positivos no ensaio de
producédo de AIA foi Bacillus (30/44), seguido por Pseudomonas (5/44), Pantoea (4/44) e
Paenibacillus (2/44). Os géneros Xanthomonas, Leclercia e Rhodococcus juntos somaram s6 o
6% (3/44) (Figura 15). A pouca representatividade destes trés géneros na populacdo produtora
de AIA pode estar relacionada com sua baixa ocorréncia (s6 um isolado por género) na
comunidade estudada. Paenibacillus apresentou a meia mais alta de producdo de AIA (5,35
pg/ml). Estudos prévios reportaram o potencial de espécies de Paenibacillus como produtores
de AIA e outros compostos fenolicos e indolicos (LEBUHN et al, 1997; ASWATHY et al 2013;
XIN et al, 2017). Além disso, um estudo a nivel gendmico, a partir de varias espécies de
Paenibacillus, determinou que estas utilizam a via IPA para sintetizar AIA (XIE et al, 2016).

Por outro lado, Bacillus foi 0 género que apresentou a maior varia¢éo de producgéo
de AIA entre seus representantes com valores que vao de 1,01 a 6,04 ug/ml (Figura 16). Um
estudo conduzido por SHIM et al (2015) encontrou valores similares de producdo de AIA
durante as 60 h de incubacéo de uma linhagem de Bacillus sp. JH 2-2. Além disso, outro estudo
encontrou valores muito préximos aos nossos, quando avaliou a producédo de AlA de varias
linhagens de B. megaterium em meio suplementado com triptofano (SRINIVASAN et al, 1996).

O isolado EP229 pertencente ao filotipo B. aryabhattai apresentou o maior valor de

producdo de AIA frente aos isolados avaliados. Um estudo reportou uma linhagem de B.
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aryabhattai que produzia altas quantidades de AIA e simultaneamente suprimia a sintese
vegetal de IAA (PARK et al, 2017), confirmando o papel critico que pode ter esta espécie

enddfita na regulacdo do crescimento vegetativo.
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Figura 16. Producdo média de AlA obtida por representantes dos géneros endofiticos.

5.5.4 Producdao de siderdforos

No ultimo ensaio fenotipico foram avaliados 58 isolados bacterianos quanto a
producdo de sideroforos. Destes, quarenta e cinco (77,6%) formaram halos laranja ao redor da
col6nia, indicando que agentes quelantes capazes de capturar ao ferro foram secretados. Os
siderdforos sdo moléculas produzidas como resposta a condicGes de estresse de ferro. No meio
Azul-CAS, o ferro é sequestrado no complexo CAS-Fe (I11)-HDTMA dando uma coloragédo
azul ao meio. Se 0 micro-organismo produz sideréforos, estes sdo secretados no meio e
capturam o ferro, desarmando o complexo e alterando a coloragédo do meio de azul para uma
coloracdo laranja na zona onde estas moléculas estdo difundidas. A coloracdo da zona de
secrec¢do de siderdforos pode ter uma relagdo com o tipo de sideroforo. Segundo Pérez-Miranda
et al (2007), a coloragéo roxa corresponde a siderdforos do tipo catecol, a coloracdo laranja a
siderdforos do tipo hidroxamato, a coloracdo laranja-avermelhada a siderdforos dos tipos
hidroxamato e catecolato, a coloracdo laranja palida a sideréforos dos tipos hidroxamato e
carboxilato, e finalmente encontraram uma coloragdo amarela que n&o foi possivel

correlacionar a nenhum tipo de sideroforo. Neste estudo, a maioria dos isolados produziu
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coloracdo laranja avermelhada na zona de secrecdo de sider6foros, sugerindo que os isolados
estariam sintetizando e secretando siderdforos dos tipos hidroxamato e catecolato. S6 os
isolados EP194, EP195 e EP217 (identificados como B. velezensis) produziram halos de cor
amarelo. Os fatores que podem alterar a producéo de sideroforos incluem: a fonte de carbono e
0 tipo de amino4cido usado no meio de cultura e a fase de crescimento do micro-organismo
(ZHU et al, 2015).

O Chrome Azurol S é um detergente toxico para 0s micro-organismos, poréem afeta
principalmente as bactérias Gram +, pois as Gram - sdo protegidas parcialmente por sua dupla
membrana. Considerando que a comunidade foi predominantemente composta por bactérias
Gram+, foram usados discos de papel filtro para evitar o contato direto com o meio (HUSSEIN
e JOO, 2014), visando o crescimento bacteriano e a avaliacdo quanto a producéo de sideréforos.

O género mais abundante no teste de producdo de siderdforos foi Bacillus (32/45),
seqguido por Pseudomonas (5/45) e Pantoea (4/45). Membros de Xanthomonas, Leclercia,
Rhodococcus e Kosakonia apenas corresponderiam a 8% da populagéo produtora de sider6foros
(Figura 17). Um estudo determinou que varias espécies de Bacillus produziam catecol e silicato
(ambos catecolatos) (KESAULYA et al, 2018). Entretanto se descobriu que B. anthracis, B.
cereus e B. thuringiensis produzem outro tipo de catecolato chamado Bacillibactin (WILSON
et al, 2006), mas algumas espécies de Bacillus também sdo capazes de sintetizar sider6foro do
tipo hidroxamato como o Schizokinen (STOREY et al, 2006), que inicialmente foi identificado
como um fator de divisdo celular em B. megaterium (BYERS et al, 1967). Porém os
hidroxamatos sdo sider6foros que ocorrem mais comummente em espécies de Pseudomonas
(ex. Pioverdina) (MEYER e HORNSPERGER, 1978).
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Figura 17. Distribuicdo dos géneros bacterianos com capacidade para produzir

sideroforos.



61

O IPS permitiu quantificar parcialmente e comparar a producéo de sideréforos entre
os isolados. Os valores de IPS para cada isolado estdo expostos no Apéndice A. A média do
IPS (2,97) entre os membros de Pseudomonas foi maior em comparagcdo aos outros géneros
(Figura 18). Pantoea foi 0 género que mostrou maior variacdo do IPS (1,46 a 2,95) entre seus
representantes. Um estudo demonstrou o potencial que tinham vérias linhagens de
Pseudomonas para produzir altas quantidades de sider6foros in vitro e consequentemente
melhoraram a absorcéo de ferro in vivo (DIAZ DE VILLEGAS et al, 2011).
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Figura 18. Médias dos valores de IPS dos géneros endofiticos com capacidade para produzir

sideroforos.

5.6 Potencial genotipico de promocéo de crescimento vegetal

5.6.1 Amplificacdo do gene nifH

Devido ao crescimento no meio livre de nitrogénio ndo garantir a capacidade dos
isolados bacterianos para fixar o nitrogénio atmosferico, a amplificacdo do gene nifH surge
como uma alternativa para confirmar o potencial dos isolados positivos no teste fenotipico ou
revelar o potencial genético de isolados que ndo cresceram no meio NFb. Os resultados
encontram-se detalhados no Apéndice B.

Neste estudo os isolados que formaram biofilme no meio NFb ndo apresentaram
produtos de PCR correspondentes ao gene nifH. A degeneragéo dos primers pode ter mascarado
a sensibilidade do enfoque baseado na PCR, devido a baixa especificidade do primer

acompanhada de outros fatores da PCR para produzir muitos fragmentos inespecificos. No
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entanto, se detectou a presenca do gene nifH no isolado EP220 (identificado como P. cichorii)
(Figura 19), o qual ndo foi considerado como potencial fixador do nitrogénio pelo teste
fenotipico. O fragmento amplificado a partir do DNA genémico do isolado EP220 foi
sequenciado para confirmar que se tratava do gene nifH. A sequéncia apresentou 86% de
similaridade como o gene nifH de uma linhagem de Insolitispirillum peregrinum
(WP_076398282.1) na analise BLASTX do NCBI. A mesma analise detectou um dominio
conservado da superfamilia Fer4_NifH. Portanto este resultado seria o primeiro reporte da
presenca do gene nifH no material genémico de uma linhagem de P. cichorii. Por outro lado,
na analise BLASTN a sequéncia do isolado EP220 apresentou sua maior similaridade
nucleotidica (97%) com uma sequéncia de um clone (KY121583.1) proveniente de uma
biblioteca metagendmica de solo agricola. Além disso, ndo apresentou similaridade com
sequéncias depositadas do género Pseudomonas, o que sugere que o isolado EP220 pode ter
adquirido o gene nifH por transferéncia genética horizontal dentro de uma comunidade

endofitica associada a plantas.
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Figura 19. Nested-PCR do gene nifH no isolado EP220. Tamanho esperado do produto final
(2°Rx): 371 pb. C+: Controle positivo.

5.6.2 Amplificacdo do gene codificante da fosfatase acida (AcPho)

A busca de um gene marcador para avaliar o potencial de solubilizagdo de fosfatos
a partir do principal mecanismo microbiano de solubilizacdo é considerada pouco estratégica,

uma vez que este mecanismo envolve a secre¢do de uma ampla variedade de acidos organicos
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produzidos por vias metabolicas que envolvem ainda mais moléculas. Entretanto, utilizar a
regido gendmica que envolve 0 mecanismo de secrecdo de enzimas fosfatases pode diminuir e
direcionar substancialmente a busca do gene marcador para um Ginico gene. E preciso considerar
que as enzimas fosfatases solubilizam fosfatos a partir de fontes organicas (SHARMA et al,
2013). Portanto, a abordagem genotipica assume um papel suplementar e ndo confirmatério ao
ensaio no meio NBRIP, onde a solubilizagdo do fosfato se da a partir de fontes inorganicas
Caz(POa4)2.

Dos 58 isolados testados, em 9 foi detectado o gene AcPho. Os resultados da
amplificacdo do gene AcPho foram apresentados no Apéndice B. Os fragmentos amplificados
(aproximadamente 730 pb) (Figura 20) foram sequenciados com o objetivo de confirmar a
sequéncia correspondentes ao gene AcPho. As sequéncias foram analisadas na plataforma
BLATX, onde foram detectados varios dominios conservados (HAD_CAP, COG2503,
Acid_phosphat_B) relacionados com a enzima fosfatase &cida. Os machts de todas sequéncias
apresentaram valores de similaridade em torno de 87%. Um estudo similar reportou a presenca
do gene AcPho em bactérias solubilizadoras de fosfatos da ordem Bacilli isoladas de solo de
bosques na india (LYNGWI et al, 2016).

Figura 20. Amplificagéo do gene AcPho em alguns isolados. C-: controle negativo.

Bacillus foi o Unico género cujos membros apresentaram amplificacdo do gene
AcPho, provavelmente porque o desenho dos primers foi a partir de varias linhagens de B.
thuringiensis (RADDADI et al, 2008). No entanto, o filotipo mais abundante foi B. aryabhattai
(3/9) que também foi o mais frequente no ensaio fenotipico de solubilizacdo de fosfatos. Os

outros filotipos com representantes que possuiam o gene AcPho foram B. thuringiensis (2/9),



64

B. tequilensis (1/9), B. megaterium (1/9), B. anthracis (1/9) e B. cereus (1/9) (Figura 21).
Resultados semelhantes ao nosso foram observados por MATOS et al, (2017), o qual
demonstrou a atividade da fosfatase &cida em varias espécies de Bacillus para solubilizar

fosfatos de fontes organicas.
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Figura 21. Distribuicdo de filotipos bacterianos recuperados de P. incarnata que carregam o

gene AcPho.

5.6.3 Amplificacao do gene ipdC

O gene ipdC (codificante da enzima indol piruvato descarboxilase) esta envolvido
na via de sintese de AIA mais comum entre os enddfitos (SPAEPEN e VANDERLEYDEN,
2011). Portanto seria um o6timo marcador do potencial de sintese de AIA na comunidade
endofitica estudada. No entanto, a variacdo da sequéncia entre genes ortélogos pode impedir a
amplificacdo do gene, uma vez que os primers foram desenhados somente a partir de sequéncias
ipdC de linhagens de B. thuringiensis e se hibridizam nos extremos 5-UTR e 3-UTR do gene
alvo (ndo necessariamente em regides conservadas para o gene ipdC) (RADDADI et al., 2008).

Dos 58 isolados que compdem a comunidade endofitica cultivavel, em 16 (27,6%)
foi possivel amplificar o gene ipdC sob as condic¢Bes descritas na metodologia (Figura 22). Os
resultados foram detalhados no anexo B. Os produtos de PCR que apresentaram o tamanho
esperado (aproximadamente 1700 pb) foram sequenciados para confirmar sua relacdo com o
gene codificante da enzima indol piruvato descarboxilase. As sequéncias foram analisadas no
BLASTX e todos os melhores matchs estavam em torno de 91%. Além disso, os dominios
conservados (PDC1, indolpyr_decarb, PLN02573) relacionados com o gene ipdC foram

detectados em todas as sequéncias.
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Figura 22. Amplificacdo do gene ipdC em alguns isolados. C-: controle negativo.

A maioria dos isolados onde se detectaram o gene ipdC pertenciam ao género
Bacillus. Os géneros Rhodococcus e Paenibacillus tiveram apenas um representante cada com
potencial genotipico para produzir acido indol acético (Figura 23). Um estudo conduzido por
LYNGWI et al (2016) detectou a presenca do gene ipdC em espécies de Bacillus e
Paenibacillus que mostraram sua capacidade in vitro para sintetizar AIA. Além disso, outro
estudo revelou que extratos vegetais podem induzir a producdo de AIA por uma espécie de
Rhodococcus (VANDEPUTTE et al. 2005), sugerindo que na comunidade endofitica avaliada
ndo s6 houve producdo endofitica de moléculas que beneficiam ao hospedeiro, mas também a
regulacdo da expressao de metabdlitos pelos dois componentes do holobionte, permitindo

manter a estrutura da comunidade endofitica e o 6timo crescimento da planta.
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Figura 23. Distribuicéao de filotipos bacterianos onde foram amplificados o gene ipdC.
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5.6.4 Amplificacdo do gene asb

A ampla diversidade de tipos de sideroforos classificados por seu sitio de unido ao
ferro somado a grande variedade de sider6foros de um mesmo tipo produzidos por distintos
micro-organismos dificulta a escolha de um gene marcador para avaliar a producdo de
sideroforos para um enfoque genotipico. O gene asb codificante da Petrobactina foi escolhido
por ocorrer comumente em espécies de Bacillus (KOPPISCH, 2008), portanto poderia ser util
na comunidade estudada composta principalmente por isolados do género Bacillus. No entanto,
0 gene ash s6 foi amplificado em 4 isolados: EP185 (B. anthracis), EP202 (B. thuringiensis),
EP214 (B. thuringiensis) e EP218 (B. velezensis) (Figura 24). Os fragmentos do tamanho
esperado (aproximadamente 1700 pb) foram sequenciados para confirmar a relacdo com
siderdéforos. As sequéncias foram analisadas na plataforma BLASTX e os melhores matchs
estavam em torno 95% de similaridade. Além disso, os dominios conservados (RhbC)
relacionados com proteinas de sintese de sider6foros como a Aerobactina foram detectados em
todas as sequéncias (WILLIAMS e CARBONETTI, 1986).

Por outro lado, curiosamente em varios isolados foi amplificado um fragmento
inespecifico de aproximadamente 1000 pb (Figura 24). Ao sequenciar este fragmento e analisa-
lo pelo BLASTX, se determinou que possuia dominios conservados (tatA) relacionados a
subunidade TatA/TatE da proteina translocase A. Esta proteina esta envolvida no mecanismo
de recepcdo e translocagdo ao interior da célula de uma reductase do ferro (111) (LECHOWICZ
e KRAWCZYK-BALSKA, 2015), portanto esta estreitamente relacionada com o metabolismo
do ferro extracelular. O fragmento inespecifico foi amplificado em 15 isolados: 6 pertencentes
ao filotipo B. megaterium, 5 ao filotipo B. aryabhattai, 2 ao filotipo B. velezensis, 1 ao filotipo
P. xylanaxedens e 1 ao filotipo P. cichorii. Embora néo tenha sido amplificada uma sequéncia
nucleotidica relacionada a sintese de siderdforos, houve evidéncia que estes 15 isolados podem
ter participado por outras vias na reducdo do ferro e, consequentemente, na disponibilizacdo

deste ion.
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Figura 24. Amplificacdo do gene asb nos isolados EP185, EP202, EP214 e EP218.

Amplificacdo inespecifica nos isolados EP190 e EP193. C-: controle negativo

5.7 Potencial fenotipico e genotipico de promocao de crescimento vegetal

A aplicacdo das abordagens fenotipica e genotipica, dependendo da caracteristica
PCV, permitiu confirmar o potencial atribuido por uma das abordagens, aumentar a cobertura
de deteccdo ou complementar a informacdo para considerar um determinado isolado como
promotor do crescimento vegetal.

Na avaliacdo da fixacdo bioldgica do nitrogénio, o ensaio genotipico baseado na
amplificacdo do gene nifH permitiu aumentar a cobertura de deteccdo, uma vez que o gene nifH
foi amplificado a partir do material genético de um isolado que nédo foi considerado potencial
fixador de nitrogénio pelo teste fenotipico. No entanto, ndo se detectou o gene nifH em nenhum
dos isolados que cresceram no meio livre de nitrogénio. Assim, podemos considerar que estes
resultados estdo sujeitos as limitacdes do enfoque PCR e da diversidade recuperada.

Para determinar o potencial de solubilizac¢éo de fosfatos dos isolados a combinagéo
das abordagens mostrou-se complementar. Na abordagem fenotipica, a formacao do halo de
solubilizacdo no meio NBRIP indicou que as bactérias usam mecanismo para solubilizar o
fosfato inorganico, a secrecdo de &cidos orgénicos (NAUTIYAL, 1999). Ao contraste, a
amplificacdo do gene que codifica a enzima fosfatase acida, na abordagem genotipica, indicou
o0 potencial dos isolados para a solubilizar fosfato organico (SHARMA et al, 2013). No entanto,
alguns isolados confirmaram seu potencial para solubilizar fosfatos pelos dois mecanismos de

solubilizacdo, o que aumentaria consideravelmente seu potencial como bioinoculante de
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fertilizacdo. Os isolados EP180 (B. tequilensis) e EP189 (B. aryabhattai) formaram halos de
solubilizacdo no meio suplementado e tiveram o gene AcPho amplificado (Figura 25a).

O potencial para sintetizar auxinas foi avaliado pela producéo in vitro de AIA em
um meio suplementado com triptofano e a amplificacdo do gene ipdC (que codifica um
intermediério da via IPA), desse modo se pode inferir que os isolados que tenham resultados
positivos nos testes fenotipicos e genotipicos produzem AIA pela via IPA. Dos 58 isolados que
compdem a comunidade recuperada, 14 foram positivas as duas abordagens os que incluem os
filotipos B. aryabhattai (5/14), B. tequilensis (4/14), B. anthracis (1/14), B. thuringiensis (1/14),
B. velezensis (1/14), P. barcinonensis e R. erythropolis (1/14) (Figura 25b). Portanto, estes
isolados estariam usando a via IPA para produzir o AIA. No entanto 0s micro-organismos
podem sintetizar AIA por outras metabolicas como IAM ou IAOx/IAN, as quais podem ocorrer
e se expressar juntos com a via IPA (DUCA et al, 2014). A capacidade para produzir AlA foi
confirmada pelas duas abordagens, assim, estes endofitos podem ser considerados como
potenciais bioinoculantes.

A avaliacdo do potencial para sintetizar sider6foros foi a través da formacédo de um
halo de secrecdo de sider6foros no meio Agar Azul-CAS e pela amplificacdo do gene asb.
Porém o teste genotipico se limita a deteccdo de genes com sequéncia nucleotidica altamente
similar ao asb. Considerando que existe uma ampla variedade de tipos de sideréforos foi pouco
provavel detectar isolados que sejam positivas para as duas abordagens. No entanto os isolados
EP185 (B. anthracis), EP202 (B. thuringiensis) e EP218 (B. cereus) foram a interseccdo para
as duas abordagens (Figura 25c). Dos 15 isolados que carregavam no seu material genético
sequéncias relacionadas a uma translocase, 14 produziram halos de secrecdo de siderdforos e,
portanto, foi possivel inferir que estes enddfitos além de demostrar a capacidade de sintetizar
sideroforos in vitro possuem ainda outros componentes envolvidos no metabolismo do Ferro.

Nenhum dos isolados mostrou potencial para solubilizar fosfatos, sintetizar AIA e
produzir sider6foros nos ensaios fenotipicos e genotipicos simultaneamente. Entretanto, os
isolados EP180 e EP189 apresentaram potencial para produzir AlA e solubilizar fosfatos e os
isolados EP185 e EP202 potencial para produzir AlA e sideréforos nas duas abordagens (Figura
25d).
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Figura 25. Diagrama de Venn da ocorréncia de isolados com potencial fenotipico e genotipico
para solubilizar fosfatos (A), sintetizar AIA (B), produzir sideréforos (C) e as trés atividades
juntas (D).

Quando se analisou a ocorréncia das quatro caracteristicas associadas a PCV dentro
da comunidade endofitica, considerando as duas abordagens separadamente, os resultados
mostraram que 10 isolados tinham potencial para as 4 atividades de PCV avaliadas, 25 isolados
tinham potencial para a0 menos 3 atividades de PCV e 54 isolados pelo menos para uma
atividade de PCV, isto baseado nos ensaios fenotipicos (Figura 26). No caso da abordagem
genotipica, em 4 isolados foram detectados os 3 genes relacionados a PCV e 19 isolados ao

menos a um gene relacionado a PCV. (Figura 27).

Finalmente a aplicacdo das duas abordagens foi realizada com o objetivo de
demostrar a predominancia de bactérias endofiticas com potencial de PCV dentro da
comunidade bacteriana endofitica associada a P. incarnata na sua Fase Vegetativa. A
predominancia de bactérias benéficas foi comprovada, pois 93,15% (54/58) dos membros da
comunidade apresentaram potencial fenotipico para ao menos uma caracteristica relacionada a
PCV. Por outro lado, a abordagem genotipica confirmou ou revelou pela primeira vez o
potencial de PCV em vérios isolados.
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Figura 26. Esquema de intersec¢do da ocorréncia de isolados com potencial fenotipico para

promover o crescimento vegetal.
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6. CONCLUSOES

e A comunidade bacteriana endofitica cultivavel apresentou uma complexa
diversidade de genotipos e fenotipos bacterianos.

e A comunidade bacteriana endofitica cultivavel foi majoritariamente composta
por membros dos géneros Bacillus e Pseudomonas e em nivel de espécie por isolados de B.
aryabhattai e B. megaterium.

e Osisolados EP218 e EP288 representam potencialmente a uma nova de espécie
de Pseudomonas.

e A maioria de isolados e espécies que compdem a comunidade recuperada a partir
de P. incarnata possuem caracteristicas relacionadas a promocao de crescimento vegetal,
baseado nos resultados dos ensaios fenotipicos e genotipicos.

e A dominancia de bactérias benéficas para o hospedeiro vegetal pode estar
relacionada com as necessidades nutricionais que ocorrem durante o crescimento vegetativo de
P. incarnata. Portanto, o status fisiologico da planta pode determinar a estrutura e composicéo
da comunidade endofitica.

e Os isolados EP181, EP189, EP212, EP215, EP220, EP221, EP223, EP225,
EP229 e EP231 possuem caracteristicas bioguimicas e genéticas relacionadas a PCV de forma

diferenciada que os formam em potenciais candidatos a formulacédo de bioinoculantes.
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Apéndice A. Resultados dos testes fenotipicos relacionados a promocao de crescimento

vegetal.

Isolado  Filotipo NFb ISF IPS AlA(pg/ml)
EP176 Paenibacillus barcinonensis - 2,75 - 4,81
EP177 Bacillus aryabhattai - - 1,67 3,74
EP178 Pseudomonas sp. - 3,20 2,48 3,17
EP179 Bacillus tequilensis 2,50 - 3,27
EP180 Bacillus tequilensis - 2,25 - 1,66
EP181 Bacillus aryabhattai + - 3,33 4,02
EP182 Bacillus tequilensis + - 2,42 1,01
EP183 Bacillus tequilensis + 2,54 2,3 1,28
EP184 Bacillus megaterium + 2,14 2,39 3,93
EP185 Bacillus anthracis + - 1,25 1,32
EP186 Bacillus megaterium + - 2,21 2,41
EP187 Bacillus velezensis - - 1,32 -
EP188 Bacillus aryabhattai + 2,22 2,12 2,38
EP189 Bacillus aryabhattai + 2,23 1,86 1,35
EP190 Bacillus aryabhattai + - 2,1 4,7
EP191 Bacillus megaterium + - 1,95 3,9
EP192 Bacillus aryabhattai + 2,15 1,96 2,1
EP193 Bacillus megaterium + - 2,09 1,33
EP194 Bacillus velezensis - - 1,48 -
EP195 Bacillus velezensis + 2,22 1,32 3,81
EP196 Bacillus megaterium - 2,13 1,98 2,29
EP197 Bacillus tequilensis + - 2,66 1,17
EP198 Bacillus altitudinis - 2,28 1,54 -
EP199 Bacillus safensis - - - -
EP200 Pantoea stewartii - 2,07 2,06 2,77
EP201 Pseudomonas psychrotolerans - 3,33 2,69 3,1
EP202 Bacillus thuringiensis + - 1,29 3,65
EP203 Bacillus tequilensis - 2,33 1,92 -
EP204 Pantoea vagans - 2,30 1,46 3,39
EP205 Pantoea ananatis - 2,22 2,86 2,07
EP206 Lysinibacillus fusiformis - - - -
EP207 Xanthomonas sacchari - 2,65 2,86 1,28
EP208 Rhodococcus erythropolis + - - -
EP209 Bacillus safensis - 2,25 - -
EP210 Bacillus megaterium - 2,33 1,98 1,59
EP211 Bacillus megaterium + - 1,32 2,19
EP212 Paenibacillus xylanexedens - 2,33 - 5,88
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EP213 Bacillus megaterium 2,10 2,49 -

EP214 Bacillus thuringiensis - - -

EP215 Pseudomonas psychrotolerans - 3,48 3,45 5,14
EP216 Leclercia adecarboxylata - 3,20 2,16 3,08
EP217 Bacillus velezensis - - 1,56 3,07
EP218 Bacillus cereus + - 2,14 -

EP220 Pseudomonas cichorii - 3,00 3,36 5,3
EP221 Bacillus aryabhattai + 2,26 2,18 2,29
EP222 Pantoea ananatis - 2,70 2,95 3,32
EP223 Pseudomonas sp. - 3,53 2,88 2,44
EP224 Bacillus megaterium - 2,2 1,91
EP225 Rhodococcus erythropolis 2,67 1,46 1,89
EP226 Kosakonia cowanii 2,53 1,31 -

EP227 Bacillus safensis - - - -

EP228 Bacillus aryabhattai + 2,27 2,68 2,05
EP229 Bacillus aryabhattai + 2,33 3,06 6,04
EP230 Bacillus safensis - - - -

EP231 Bacillus aryabhattai + - 1,52 5,44
EP233 Bacillus tequilensis - - 1,85 1,7
EP234 Bacillus nealsonii - 2,40 - 4,18
EP235 Bacillus gibsonii - - - 2,99
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Apéndice B. Resultados da amplificacdo dos genes relacionados & promogéo de crescimento

vegetal.
Isolado  Filotipo ipdC
EP176 Paenibacillus barcinonensis +
EP177 Bacillus aryabhattai
EP178 Pseudomonas sp.
EP179 Bacillus tequilensis
EP180 Bacillus tequilensis
EP181 Bacillus aryabhattai
EP182 Bacillus tequilensis
EP183 Bacillus tequilensis +
EP184 Bacillus megaterium
EP185 Bacillus anthracis +
EP186 Bacillus megaterium
EP187 Bacillus velezensis
EP188 Bacillus aryabhattai +
EP189 Bacillus aryabhattai +
EP190 Bacillus aryabhattai
EP191 Bacillus megaterium
EP192 Bacillus aryabhattai
EP193 Bacillus megaterium
EP194 Bacillus velezensis
EP195 Bacillus velezensis +
EP196 Bacillus megaterium
EP197 Bacillus tequilensis
EP198 Bacillus altitudinis
EP199 Bacillus safensis
EP200 Pantoea stewartii
EP201 Pseudomonas psychrotolerans
EP202 Bacillus thuringiensis +
EP203 Bacillus tequilensis
EP204 Pantoea vagans
EP205 Pantoea ananatis
EP206 Lysinibacillus fusiformis
EP207 Xanthomonas sacchari
EP208 Rhodococcus erythropolis
EP209 Bacillus safensis
EP210 Bacillus megaterium
EP211 Bacillus megaterium
EP212 Paenibacillus xylanexedens




EP213 Bacillus megaterium
EP214 Bacillus thuringiensis
EP215 Pseudomonas psychrotolerans
EP216 Leclercia adecarboxylata
EP217 Bacillus velezensis
EP218 Bacillus cereus

EP220 Pseudomonas cichorii
EP221 Bacillus aryabhattai
EP222 Pantoea ananatis

EP223 Pseudomonas sp.

EP224 Bacillus megaterium
EP225 Rhodococcus erythropolis
EP226 Kosakonia cowanii
EP227 Bacillus safensis

EP228 Bacillus aryabhattai
EP229 Bacillus aryabhattai
EP230 Bacillus safensis

EP231 Bacillus aryabhattai
EP233 Bacillus tequilensis
EP234 Bacillus nealsonii

EP235 Bacillus gibsonii
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