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RESUMO

O grande desafio para o século é a integracdo dos fatores bioldgicos nos sistemas de producéo
a fim de reduzir os impactos causados pelo sistema produtivo convencional, onde para se
alcancar rendimentos maximos nos cultivos sdo necessarias grandes quantidades de
fertilizantes e defensivos. Os micro-organismos endofiticos associativos sdo aqueles que
vivem parte ou todo seu ciclo de vida no interior das plantas sem causar danos e ndo
necessariamente formarem simbioses. Estes micro-organismos produzem substancias
promotoras de crescimento das plantas, promovem a inducdo sistémica de resisténcia a pragas
e doencas fitopatogénicas e a tolerancia a condi¢cbes adversas, € no caso de bactérias podem
fazer a fixacdo biologica do N,. A contribuicdo de bactérias endofiticas associativas para a
fixacdo bioldgica de nitrogénio é muito importante, pois a maior parte das areas sao cultivadas
com plantas ndo leguminosas, como no setor florestal. O objetivo do presente trabalho é
caracterizar e identificar potenciais micro-organismos diazotroficos patogénicos isolados de
genotipos de eucalipto. Para isso, algumas estirpes bacterianas diazotroficas isoladas de folhas
e raizes de eucalipto foi adquirida da colecdo de bactérias diazotroficas do Laboratorio de
Microbiologia do solo da UFVJM, procedido a caracterizacdo morfoldgica e bioquimica das
células e das culturas. A capacidade das bactérias expressar a viruléncia foi avaliada pelo
método de hipersensibilidade em plantas ndo alvo como o fumo, o tomate e pimentdo. A
diversidade microbiana nos nichos ecoldgicos, folhas e raizes, estdo associados a planta
hospedeira, podendo 0s grupos ser constituido por géneros bacterianos distintos, mas com
especificidade ao gendtipo da planta hospedeira de origem. Houve formacdo de 13 grupos de
similaridade entre os agentes diazotréficos. Todos os isolados poderdo ser utilizados como
fonte de in6culo para bioprospeccéo devido sua reacdo negativa para patogenicidade.

Palavras-chave: hipersensibilidade, endofiticos, diazotréficos, diversidade microbiana.



ABSTRACT

The major challenge for the century is the integration of biological factors into production
systems in order to reduce the impacts caused by the conventional production system, where
in order to achieve maximum crop yields large quantities of fertilizers and pesticides are
required. Associative endophytic microorganisms are those that live part or all of their life
cycle inside the plants without causing damage and do not necessarily form symbioses. These
microorganisms produce plant growth promoting substances, promote systemic induction of
resistance to pest and phytopathogenic diseases, and tolerance to adverse conditions, and in
the case of bacteria can make the biological fixation of N2. The contribution of associative
endophytic bacteria to the biological nitrogen fixation is very important, since most of the
areas are cultivated with non-leguminous plants, as in the forest sector. The objective of the
present work is to characterize and identify potential pathogenic diazotrophic microorganisms
isolated from eucalyptus genotypes. To this end, some diazotrophic bacterial strains isolated
from eucalyptus leaves and roots were obtained from the diazotrophic bacteria collection of
the UFVJM Soil Microbiology Laboratory, proceeding to the morphological and biochemical
characterization of cells and cultures. The ability of bacteria to express virulence was assessed
by the hypersensitivity method in non-target plants such as tobacco, tomato and pepper. The
microbial diversity in the ecological niches, leaves and roots, are associated to the host plant,
and the groups can be constituted by different bacterial genera, but with specificity to the
genotype of the host plant of origin. There were 13 similarity groups among the diazotrophic
agents. All isolates may be used as an inoculum source for bioprospecting because of their
negative reaction to pathogenicity.

Key words: hypersensitivity, endophytic, diazotrophic, microbial diversity.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais podem naturalmente interagir com um amplo nimero de microrganismos,
colonizando tecidos internos como folhas, flores, sementes, caule, raizes e rizoplano, podendo
estes ser prejudiciais ou benéficos ao seu hospedeiro (CARVALHO et al., 2016; MIGUEL et
al., 2016).

H& indicios que a microbiota endofitica co-evoluiu dos organismos fitopatogénicos
que por alguma razdo perderam sua viruléncia e se associaram com a planta hospedeira
trocando informac6es génicas (HALLMANN et al., 1998; BORGES, 2006). Assim, definimo-
las como organismo que durante ou parte de seu ciclo de vida, invadem tecidos de plantas
vivas através de infeccdo ndo aparente e sem causar sintomas de doencas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

Em comum, os tipos de colonizacdo associativa e enddfita podem derivar em
resultados benéficos para a planta, levando a promocdo do crescimento, com o aumento
significativo da biomassa vegetal, producdo de matéria seca e rendimento de graos,
emergéncia de brotos florais, bem como, o0 aumento da tolerancia de sddio (Na) e contra 0s
estresses bidtico e abiotico (CARVALHO et al., 2016; PURI et al., 2015). Dentre os tipos de
endofitos existe as bactérias diazotroficas, capazes de fixar nitrogénio atmosférico,
posteriormente, utilizado pela planta hospedeira em processo auto regulavel (DOBEREINER,
1992).

As bactérias diazotroficas podem contribuir para o crescimento vegetal ndo sé pelo
fornecimento de nitrogénio (N), na forma prontamente disponivel, mas também por outros
mecanismos de acdo como: producdo de fitohormdnios, solubilizagdo de fosfatos,
antagonismo a fitopatdgeno, entre outros (MOREIRA et al., 2010; ANDRADE et al., 2014).
Podendo promover beneficios econdmicos e diminuicdo dos custos de fertilizacdo, reducéo
das emissBes de gases de efeito estufa e lixiviacdo diminuida de NO3. em aguas subterraneas
(ROESCH et al., 2010).

A contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) na nutricdo vegetal vem
ganhando destaque nas ultimas décadas por possibilitar a manipulagdo biotecnologica dos
endofitos no suprimento de teores de nutriente em plantas ndo leguminosas (DOBEREINER,
1992; MOREIRA et al., 2010). Em ambientes com condigdes sub-0timas a associagao entre
diazotrofico-planta disponibiliza parte das exigéncias do mineral nitrogenado, no entanto os

estudos da diversidade e riqueza microbiana associativa ao eucalipto ainda € incipiente, bem
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como, no entendimento das interagdes planta-microrganismo e como essas podem contribuir
para a nutrigéo florestal (PURI et al., 2016).

No Brasil os plantios de eucalipto ocupam entorno de 5,7 milhGes de hectares da area
de arvores plantadas no pais, o que representa 71,9% da area total, e estdo localizados
principalmente nos Estados de Minas Gerais (24%), Séo Paulo (17%) e Mato Grosso do Sul
(15%) (IBA, 2017). O répido crescimento das plantas de eucalipto exige uma alta
disponibilidade de nutrientes, especificamente o nitrogénio, elemento este que pode ser obtido
pela planta por meio das bactérias endofiticas e/ou de vida livre (MIGUEL et al., 2016).

O melhoramento florestal adotado no cultivo de eucalipto parte das seguintes
caracteristicas para selecdo dos gendtipos: incremento do crescimento e da produtividade;
arquitetura da arvore; propriedades quimica e fisicas da madeira; resisténcia a doencas;
tolerancia a estresses abioticos (geadas, seca, salinidade); capacidade fotossintética; caracteres
fisiologicos; compostos de interesse farmacéutico; entre outros (GOLLE et al., 2009).
Todavia neste processo ndo se tém levado em consideragdo a existéncia da influéncia da
interacdo hospedeiro e organismos diazotréficos. Em um sentido mais restrito pode-se inferir
que parte do desempenho do eucalipto nos diferentes ambientes em que sdo plantadas é
devido & sua interagdo com microrganismos endofiticos (FONSECA et al., 2017).

Estudos da diversidade microbiana diazotréfica em folha, raizes e rizoplano de
eucalipto realizada por Fonseca et al., (2017), Miguel et al., (2016) e Ferreira (2008) revelam
a presenca de trés filiais bacterianos: Firmicutes, Proteobactéria e Actinobactéria, inferindo-se
que a riqueza bacteriana de endofito varia entre espécies, bem como do érgdo associado. Tal
diversidade garante ndo s6 a resiliéncia dos processos que mediam em um determinado
ecossistema, como também a ocorréncia deste nos mais diferentes habitats terrestres
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; CARVALHO et al., 2016).

Partindo do pressuposto que o estabelecimento de uma interacdo benéfica com
bactérias diazotrdficas endofita e associativas podem trazer varias respostas adaptativas para
as plantas que culminardo em melhora no crescimento e desenvolvimento vegetativo, 0
presente trabalho visa caracterizar e identificar potenciais microrganismos diazotroficos

patogénicos isolados de gendtipos de eucalipto.



11

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PERSPECTIVAS PARA UTILIZACAO DE AGENTES ENDOFITICOS
DIAZOTROFICOS COMO PROMOTORES DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Em regides tropicais é frequente a limitacdo da producdo agricola por meio das baixas
taxas em fertilizacdo das areas agricultdveis. O nitrogénio (N) é o elemento comumente
encontrado em déficit em nossos solos, causando impacto direto na producdo de alimentos,
principalmente daqueles oriundos de plantas ndo leguminosas (NEVES & RUMJANEK,
1998; DOBEREINER, 1992).

A utilizagdo de microrganismos em aplica¢fes biotecnoldgicas é pautada em seu
potencial. A manipulacdo desses organismos em um determinado processo visa a obtencdo de
antibidtico, fertilizacdo de areas agricultaveis pela solubilizacdo e fixacdo de elementos,
producdo de substancias antitumorais, enzimaticas, entre outros (PURI et al., 2016; ROESCH
et al., 2006;2010). As aplicacdes podem ser vistas em diferentes areas como a farmacoldgica,
industrial, bem como a agricultura.

As interacOes endofitos/plantas ainda ndo sdo muito bem compreendidos, mas podem
ser simbioticas, neutras ou antagbnicas. Nas interagdes simbidticas, os microrganismos
produzem ou induzem a producdo de metabolitos primérios e secundarios que podem conferir
diversas vantagens as plantas tais como: a diminui¢do da herbivora e do ataque de insetos, 0
aumento da tolerancia a estresses abidticos e o controle de outros microrganismos
(RODRIGUES, 2009; MOREIRA et al., 2010).

Dentre as aplicacbes desses organismos na agricultura destaca-se o ganho de
resisténcia em condicdes adversas, alteracfes nas condigdes fisiologicas; producdo de
fitohormonios, producdo de enzimas e substancias bioativas. No entanto, os estudos
relacionados ao potencial das bactérias endofiticas no cenario agricola tem visdes focadas na
fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos e controle bioldgico de doengas e insetos-
praga, além da promocdo de crescimento vegetal (FERREIRA, 2008; ANDRADE et al.,
2014).

Os cultivos de plantas ndo leguminosas possuem area agricultavel superior as das
plantas leguminosas. As plantagdes de eucalipto oferecem uma fonte de matéria-prima
econdmica e renovavel. Existe um interesse substancial em melhorar a producédo florestal,
especialmente através de estratégias sustentaveis, como o uso de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (FONSECA et al., 2017).
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Apesar da capacidade dos eucaliptos crescerem em solos de baixa fertilidade, ha
relatos que em plantagdes de eucalipto ocorre saldo N negativo. Nos anos iniciais de rotagéo a
resposta da cultura ao uso de fertilizante nitrogenado sdo baixas, podendo inferir que as
reservas organicas de N onde essas florestas se desenvolvem foram gradualmente esgotadas,
comprometendo a sustentabilidade das florestas plantadas (FONSECA et al., 2017).
Entretanto, relatos demonstram que as plantas de eucalipto podem ter estratégias ndo descritas
para obtencdo de nitrogénio.

A promocdo de crescimento de plantas por meio da associacdo com bactérias
diazotréficas envolve a liberacdo de substancias bioativas de compostos secundarios e
fornecimento de elementos nutricionais e hormonais para o hospedeiro. A liberagdo destes
compostos reflete na expansdo do volume das raizes, melhoria na absor¢do de nutrientes e
agua, producdo de biomassa e biorremediacdo da area bem como, na adaptabilidade do
hospedeiro as condicGes adversas do ambiente e clima (PINTO, 2017). Portanto, o
isolamento, a identificacdo e a aplicacdo biotecnolégica destas bactérias permitem o
estabelecimento das espécies hospedeiras e seu sucesso ndao s6 no ambito agricola, natural,
mas também no restabelecimento de areas degradadas e de preservacéo.

A producdo agricola brasileira, de uma maneira geral é suportada por um uso
excessivo de insumos quimicos. Diante disso, tem se buscado alternativas que, muito além de
reduzir e/ou até substituir o uso de produtos quimicos, possam garantir a qualidade e
produtividade das culturas, reduzindo os custos de producédo e preservando o meio ambiente.
Neste cenario o desenvolvimento de novas classes de bioprodutos, dentre as quais destacamos
0s bioinoculantes, os biofertilizantes e os bioestimulantes sdo considerados estratégicos, ndo
apenas sob o ponto de vista comercial, mas principalmente pelos aspectos sociais e ambientais
associados a cadeia de producdo agricola (RODRIGUES, 2009; FONSECA 2017;
DOBEREINER et al., 1992).

A estruturacdo legal da producdo comercial destes produtos no Brasil é incipiente,
ainda em processo de discussdo e legislacdo, carecendo de ajustes e analises exploratorias.
Desta forma, as etapas de bioprospec¢do para o desenvolvimento de novos bioprodutos
consiste em estratégia fundamental para garantir produtos com baixo impacto ambiental e

otimizar producéo sustentavel.
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2.2 BACTERIAS DIAZOTROFICAS

As bacteérias diazotroficas utilizam como fonte de nitrogénio para seu metabolismo o
reservatorio de nitrogénio gasoso da atmosfera (N2). O N, é pouco reativo e somente um
grupo seleto de seres vivos, alguns procariotos, possui 0 complexo enzimatico chamado
nitrogenase, necessario para transforméa-lo em amonia que é subsequentemente assimilada em
amino&cidos e proteinas (NEVES & RUMJANEK, 1998).

A interacdo entre microrganismos diazotréficos e plantas superiores podem ocorrer de
diferentes modalidades, as associacdes rizosférica, associacdes com infeccdo da planta
hospedeira, associagdes com bactérias endofiticas facultativas e associagdes com bactérias
endofiticas obrigatorias. Todas estas interacdes supracitadas se ddo pela colonizagdo da
rizosfera, onde, eventos simultdneos como a quimiotaxia, reconhecimento, adesdo e
fornecimento de nutrientes ira determinar qual interacdo ocorrerd entre uma bactéria e planta
hospedeira (NEVES & RUMJANEK, 1998).

A associacdo com plantas ndo leguminosas diverge da associagao por rizobio, uma vez
que as bactérias ndo residem intracelularmente em células vegetais e sua colonizacdo nao
induz a formacdo de qualquer estrutura diferenciada visivel na planta. Vale salientar que as
taxas de fixagdo bioldgica de nitrogénio com bactérias diazotroficas associativas e endofiticas,
leva a reducdo no uso de fertilizantes nitrogenados e ganho de rendimento da planta
(CARVALHO et al., 2016; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; HUNGRIA & ARAUJO, 1994).

Os métodos de isolamento de microrganismos fixadores de nitrogénio em meio semi-
solido como o NFb, JNFb, LGl e IMV (DOBEREINER et al., 1995), vem sendo utilizado ha
décadas, permitindo entender a variabilidade da associacdo entre estirpes bacterianas a
gendtipos de plantas e especular sua relacdo com as condicBes edafocliméaticas e
posicionamento nos 6rgéos vegetais (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007).

Tradicionalmente, o estudo de endofiticos foi baseado em técnicas de isolamento em
meios de cultura. Entretanto, nos Gltimos anos, com o0 avanco das técnicas moleculares, tem
sido possivel investigar aqueles que ndo sdo cultivaveis ou de natureza fastidiosa,
possibilitando o estudo do material genético a partir de amostras coletadas no ambiente
(ASSUMPCAO, 2009).

Relatos mostram que em areas perturbadas ou sub-6timas a FBN pode ser estimulada,
beneficiando os processos de revegetacao e reabilitagdo destas areas, além de contribuir para

0 crescimento e estabelecimento das culturas e consequente aumento de producdo visando
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minimizar gastos tanto quanto em recuperacdo de areas degradadas e também ambientes
naturais (MOREIRA, 2010).

A absorc¢do do nitrogénio pelos animais e plantas é obtida por meio da dieta no caso
dos animais e absorcdo por meio de pelos radiculares no caso dos vegetais. Entretanto para ser
absorvido o gas nitrogénio é fixado no solo pelas descargas elétricas ou pela fixagdo bioldgica
de nitrogénio através das bactérias de vida livre ou simbidticas, hora, também pode ser
disponivel através de um processo industrial na producdo de fertilizantes nitrogenados
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; SILVA et al., 2014).

A maioria das plantas absorvem nitrato, uma excecao é a planta Oryza sativa, L. que
se adaptou a absorver amoOnio. Apesar da absorcdo de nitrato, as plantas ndo conseguem
assimilar este composto e produzir biomassa a partir dele, sendo necessario sua reducdo a
amoOnia. Para tal as plantas desenvolveram um complexo metabdlico enzimatico que consegue
reduzir nitrato a amonio, pelos processos de reducdo de nitrato a nitrito ou nitrito a aménio
com agdo da enzima nitrato redutase, acontecendo no citosol e no cloroplasto,
respectivamente (TAIZ & ZIEGER 2009). Embora estes processos ocorram na planta, nao
podemos descartar a possibilidade de acdo destes microrganismos agindo em associacdo com

a planta nestas organelas.

2.2.PECULIARIDADES DAS BACTERIAS FITOPATOGENICAS

A grande maioria das bactérias fitopatogénicas sdo parasitas facultativos, possuindo
mecanismos versateis de sobrevivéncia fora da planta hospedeira. As bactérias, enquanto
procariotos, sao organismos muito pequenos cuja existéncia passou a ser conhecida ha pouco
mais de 200 anos (ROMEIRO, 2001).

As doencas bacterianas de plantas sdo problemas fitopatogénicos e agronémicos sérios
em qualquer parte do mundo e, especialmente, em paises tropicais, por razbes técnicas,
climaticas, historicas, politicas e econémicas (ROMEIRO, 2005).

Atualmente as técnicas de controle de doencas de origem bacteriana sdo quase que
exclusivamente, de excluséo e erradicacdo. Essas dificuldades se d&o pela falta de absorcdo e
translocacdo de antibioticos na planta, facilmente perdidos no ambiente, podendo estes
perturbar o equilibrio das comunidades do ecossistema (AMARAL, 2012).

As condigdes climaticas brasileiras, notoriamente um pais tropical, com chuvas

constantes acompanhadas com ventos, favorece a disseminacdo de indculo de bacterioses em
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condi¢cBes de campo. O fato de as bactérias serem muito versateis em sua fisiologia e
metabolismo é um agravante para pouca evolucdo das pesquisas na area fitossanitaria, quando
se trata de doencas bacterianas (ROMEIRO, 2005).

As buscas por substancias bactericidas e bacteriostaticos que possam ser aplicadas e
agir de forma sisttémica na planta poderia proporcionar uma protecdo generalizada, embora
ndo exista ainda um produto com tais caracteristicas, no entanto, estudos estdo sendo
desenvolvidos (ROMEIRO, 2005; DELEITO et al., 2005).

2.3. ASPECTOS ANATOMOMORFOLOGICOS DA CELULA BACTERIANA E
CULTURAL COMO FERRAMENTA DE IDENTIFICACAO  DE
FITOPATOGENOS.

Todos os procariotos tém membrana celulares, ribossomos citoplasmaticos 70S e uma
regido nuclear ndo limitada por membrana. No entanto, os fitopatégenos tem uma
caracteristica peculiar de colonizar, viver e multiplicar dentro de tecidos das plantas, embora
os endofiticos compartilham da mesma habilidade (AGRIOS, 2005; TRIGIANO,
WINDHAM; WINDHAN, 2010).

Os procariotos fitopatogénicos compreendem um grupo diverso superando mais de 30
géneros, com formas e caracteristicas diversas. As bactérias que incitam enfermidades em
plantas geralmente possuem forma de bastonete reto, com dimensdes aproximadas de 1 um de
largura e 3 um de comprimento, ndo formam esporos ou qualquer estrutura de resisténcia ou
de repouso, podendo estas apresentar pleomorfismo (ROMEIRO, 2001; 2005; TRIGIANO,
WINDHAM; WINDHAN, 2010).

Os tipos mais comuns de forma e arranjo de células encontrados entre as bactérias sdo:
bastonetes retos, estreptobacilo, estafilobacilo, monococos, diplococos, sarcina, estreptococos,
estafilococos, bastonete curvo e espiroquetas. As estruturas presentes em células bacterianas
auxiliam na sua caracterizacdo e identificagdo. Algumas destas caracteristicas podem ser
inferidas utilizando procedimentos bioquimicos e moleculares (ROMEIRO, 2001; 2005).

A cépsula composta por polissacarideos e polimeros nitrogenados, facilita a aderéncia
da célula a superficie do hospedeiro. Ja as estruturas apéndicas sdo de origem proteica que
confere mobilidade a célula, recombinacéo e adesdo a superficie, denominados como flagelos,
pilus e fimbrias, esses estdo presente na maioria das bactérias e sdo estruturas que estdo

intimamentes ligadas a recombinacéo bacteriana e reconhecimento com o hospedeiro. Ambas
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as estruturas estdo correlacionados com o potencial de viruléncia do isolado bacteriano
(TRIGIANO, WINDHAM; WINDHAN, 2010; ROMEIRO, 2001; 2005).

A juncdo de caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas auxiliam na identificacdo do
organismo em estudo, podendo ser um potencial agente danoso as culturas ou um promotor de
crescimento vegetativo. Células bacterianas podem ser visualizadas como maquinas quimicas
que realizam reacfes gracas a enzimas e complexos enzimaticos por elas mesmas sintetizados.
A producdo de determinado metabolito é regida pela geracdo de energia e as condi¢cdes em
que esta inserido (ROMERO, 2005).

As células utilizam do metabolismo priméario e secundario para sua replicagdo e
crescimento. O metabolismo primério caracteriza-se pela geracdo de energia para as células.
O metabdlito secundario inclui a sintese de compostos que ndo séo essenciais ao crescimento
celular microbiano, sintetizados ao final do crescimento ou durante a fase estacionéria
(RODRIGUES, 2009; NEVES & RUMJANEK, 1998). A maioria dos metabolitos
secundarios sdo moléculas organicas complexas que requerem um grande nimero de reaces
enzimaticas para a sua sintese.

Enzimas sdo proteinas catalisadoras que atuam sobre substratos organicos e
inorganicos. Amplamente utilizadas nas diversas areas das industrias, suas propriedades
hidroliticas como proteases, amilases e lipases podem favorecer o desenvolvimento das
tecnologias de producdo de combustiveis liquidos, solventes, plasticos biodegradaveis,
corantes, defensivos agricolas, sabores, fragrancias e produtos farmacéuticos para uso humano
e veterinario, a partir de matérias primas renovaveis, processos menos agressivos,
economicamente viaveis e ecologicamente aceitaveis (RODRIGUES, 2009; FACCHIN,
2013).

As amilases sdo responsaveis pela degradacdo da molécula de amido e estdo
amplamente distribuidas na natureza. Apresentam grande importancia biotecnolédgica, como
aplicacdes nas industrias téxteis, papel e celulose, de couro, detergentes, cervejas, bebidas
destiladas, panificacdo, cereais para alimentacdo infantil, liquefacédo e sacarificagdo do amido,
racdo animal, industria quimica e farmacéutica (OLIVEIRA, 2007; RODRIGUES, 2009).

As lipases e as esterases sdo enzimas associadas ao metabolismo e a hidrélise dos
lipidios. S&o amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em organismos animais
e vegetais e, tambem em células de microrganismos (RODRIGUES, 2009). Atuam como
catalisadoras da quebra e formacdo da ligagdo éster, e reacbes de hidrolise e esterificagdo,

transesterificagdo e lactonizacdo com potencial aplicagdo, nas &reas da agricultura, de
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alimentos e da industria farmacéutica (PANDA & GOWRISHANKAR 2005;
RODRIGUES,2009)

A urease € uma enzima extracelular produzida por procariotos e eucariotos. A
atividade hidrolitica da uréase dependerd da disponibilidade da fonte energética para os
microrganismos. A amonia é o principal produto da hidrélise da uréase, pode ter varios
destinos, ser imobilizado pelos microrganismos, absorvido pelos vegetais superiores,
adsorvido pelos minerais de argila, além de ser oxidado a nitrato, iniciando assim o processo
de nitrificacdo (LANNA et al., 2010).

Os métodos para andlises morfoldgica, bioquimica e fisiologica dos organismos
procariotos ndo fastidiosos sdo realizados pelo uso de meios de cultivo sintéticos,
semissintéticos e de composicdo indeterminada (ROMEIRO, 2001). Alguns organismos
possuem pleomorfismo, variando algumas caracteristicas morfologicas e bioquimica de
acordo com o meio em que foi inserido. Dessa maneira, deve-se ter conhecimento prévio dos
organismos a ser trabalhado bem como o tempo de crescimento e sua manipulagdo em

ambiente laboratorial.

2.4.VARIABILIDADE GENETICA EM BACTERIAS ENDOFITICAS E
FITOPATOGENICAS

As bactérias que vivem no interior dos vegetais podem ser classificadas em endofiticas
e fitopatogénicas, com base na relacdo com o hospedeiro e condi¢cdes ambientais. Embora seja
um consenso que toda bactéria endofitica seja capaz de residir parte do seu ciclo de vida
podendo promover o crescimento da planta sem causar sintomas de doencas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006), dependendo das pressdes e distarbio do equilibrio populacional, pode
ocorrer reativacdo de um gene de viruléncia tornando-se um fitopatégeno (RODRIGUES,
2009; CARVALHO et al., 2016).

A colonizacdo bacteriana é controlada pelas condi¢des da planta e do solo, em que as
bactérias podem influenciar diretamente as respostas das plantas em determinada condicdo do
solo melhorando o seu desempenho. O dinamismo durante o ciclo de vida da bactéria é
ajustado, dependendo do espécime, de sua fisiologia e necessidades (HALLMANN et al.,
1998; CARVALHO et al., 2016)

Ap0s a colonizacdo de tecidos e 6rgdos vegetais pelos microrganismos fitopatogénicos
houve um processo de evolucdo, tornando-se compativeis com as respostas de defesa da

planta, sem causar nenhum sintoma de sua presenca, co-evolui de forma a promover o
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crescimento vegetal de seu hospedeiro (BALDANI et al., 1997; BORGES, 2006). Entretanto,
a expressdo de defesa da planta contra um organismo pode variar em relagdo a espécie
vegetal, sendo expressado um mecanismo de defesa especifico ou uma resposta hipersensivel.

As plantas por meio do sistema imune inato reconhecem 0s organismos invasores, por
meio da percepcdo de moléculas ndo-autoconhecidas como padrdes moleculares associados a
microbios ou patogenos. A flagelina € a principal proteina estrutural elicitador de respostas de
defesa encontrada no flagelo bacterianos reconhecidas como padrées moleculares associados
a microbios ou patdgenos tanto para bactérias benéficas como patogénicas, necessaria para
que ocorra a associacdo entre os envolvidos (CARVALHO et al., 2016; BUSCHART et al.,
2012).

De acordo com o modelo de vias de sinalizacdo putativas envolvidas no
reconhecimento de plantas e bactérias diazotréficas descrito por Carvalho et al., (2016), o
primeiro contato das bactérias endofiticas com as plantas utiliza 0s mecanismos similares aos
padrGes moleculares associados a patdgenos. Apds a ativacdo, as bactérias benéficas sdo
reconhecidas como um potencial patogénico, ativando as vias de defesa das plantas.
Paralelamente, alguns receptores com capacidade de reconhecer especificamente os sinais de
uma bactéria benéfica desencadeariam os mecanismos que facilita a colonizagéo bacteriana.

Possivelmente, os sinais de desenvolvimento, bi6ticos e abidticos podem atuar em
conjunto, regulando as respostas desencadeadas pelos receptores da parede celular da planta
para permitir a associa¢do com bactérias benéficas que finalmente culminardo em adaptagdes
de plantas para otimizar suas taxas de crescimento (CHOW; RAHMAN; TING, 2018).

De forma geral as bactérias endofiticas ocupam o mesmo nicho que os fitopatdgenos e
podem produzir metabdlitos indutores de resisténcia sistémica no hospedeiro e crescimento de
plantas (BALDANI et al., 1997). Variaveis do ambiente e genotipos de plantas determinam a
comunidade endofitica estrutural e composicdo podendo estas divergir em sua relacdo ao
hospedeiro (LILIOTTI et al., 2017).

Até o momento, foram descritas apenas quatro espécies de bactérias diazotréficas
fitopatogénicas. Das quatro, apenas Herbaspirillum rubrisubalbicans foi estudada em mais
profundidade quanto a sua interacdo com a planta. Os demais citam apenas alguns isolados
como fitopatdgenos, ndo havendo estudos de inoculagdo em plantas, sintomatologia ou
infeccdo. Dai a grande dificuldade de se conhecer a interacdo destes microrganismos com as
plantas (BALDANI et al., 1997; DOBEREINER et al., 1992).
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2.5.IDENTIFICACAO DE PROCARIOTOS FITOPATOGENICOS POR TESTES
RAPIDO DA REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE

A reacdo de hipersensibilidade - HR em plantas é considerada como um dos principais
eventos da resposta de defesa da planta contra o ataque de fitopatégenos (ROMEIRO, 2001).

O rapido e localizado colapso do tecido vegetal ao redor do sitio de infeccdo do
patdgeno, e a manifestacdo dos genes de defesa da planta, causa a liberacdo de compostos
toxicos, os quais também atuam, em alguns casos, diretamente sobre o patdgeno, ocasionando
sua morte (AGRIQOS, 2005).

A alteracdo provocada pela HR institui o estabelecimento de interacGes com a planta
hospedeira, podendo estas ser compativeis ou incompativeis. Dentre as principais alteracdes
existe a indugdo da produgdo de peroxidases, quitinases e -1,3-glucanases, relacionadas com
a patogenicidade. Outras respostas paralelas a infeccdo sdo o aumento da expressdo de
fenilalanina aménia liase (PAL) e deposicdo de lignina e aumento dos niveis de acido
salicilico (VERBENE et al., 2000).

A utilizacdo do teste de hipersensibilidade em casos de patégenos hemibiotréfios ou
necrotroficos ainda ndo estdo totalmente elucidados, pois o organismo bacteriano pode obter
fontes nutricionais oriundas de células vegetais mortas. No entanto, as interagdes com
patdgenos biotréficos obrigatérios, gera a morte celular no sitio de infecgdo, impedindo que
estes tenham acesso a nutrientes, o que os levaria a morte (FERNANDES et al., 2009).

Em sentido especifico 0 HR € a inoculacdo de bactérias fitopatogénicas em plantas ou
Orgdos vegetais destacados (ROMEIRO, 2001). O processo baseia-se na bioprospec¢do de
uma suspencéo bacteriana em folhas de uma planta ndo-hospedeira, fumo, tomate, pimentéo,
feijdo, entre outras. Em casos em que ha reacdo positiva a resposta da planta desenvolvera
morte celular no local de infiltracdo em tempo aproximado de até 24 horas (SANTOS, 2011,
ROMEIRO, 2001; AMARAL, 2012)

Com os avancos na genética molecular a manipulacdo do genoma para identificacdo
de espécies fitopatogénicas se tornou mais rapida e apurada. As técnicas moleculares baseiam
na amplificacdo de uma parte especifica do DNA do genoma da bactéria de interesse, no
entanto ainda é muito utilizado técnicas com o desenvolvimento de sondas fluorescentes e
métodos soroldgicos (BARROCAS et al., 2009). Entre as técnicas supracitadas a escolha da
técnica deve se adequar ao patossistema analisado e as condigdes disponiveis para a execugdo

dos trabalhos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL, ORIGEM E DESCRICAO DO MATERIAL GENETICO

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia do Instituto Federal de
Minas Gerias — Campus S&o Jodo Evangelista, situado no municipio de S&o Jodo Evangelista
e no laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri - UFVJM, localizada no municipio de Diamantina, Minas Gerais.
Foram realizadas analises bioquimicas e morfoldgica de caracterizagdo do material genético
microbiano e sua resposta a reacdo induzida de hipersensibilidade.

Os acessos microbianos foram isolados a partir de folhas e raizes de E. cloesiana, E.
urophilla x E. grandis e Corymbia citriodora, de individuos saudaveis e isentos de sintomas
visiveis de doencas e deficiéncia nutricional crescidos no banco de germoplasma da
APERAM, em Itamarandiba, Minas Gerais, situado 1097 m de altitude entre as coordenadas
geograficas 17°85°S de latitude e 42°85°W de longitude, no Alto Vale do Jequitinhonha
(SIMOES et al., 2015).

O material foi formado por 24 bactérias diazotréficas obtidas no processo de
isolamento em meio de cultura semi-especifico para os géneros fixadores de nitrogénio
biologico: Azospirillum spp, Herbaspirillum spp, Burkholderia spp e Sphingomonas spp. Para
realizacdo das caracterizacGes foram adquiridos 12 acessos de cada 6rgdo vegetal, folhas e

raizes (tabela 01).

Tabela 1 - Origem dos isolados microbianos encontrados em tecidos vegetais dependentes de meios de cultivo
semi-especifico.

‘- M. - .
Cédigo de Espécie Cultura Bactéria/ Género
Acesso
Folha
UFVIM-01 E. cloeziana NFb Azospirillum spp
UFVJM -05 E. grandis x E. urophilla NFb Azospirillum spp
UFVIM -12 C. citriodora NFb Azospirillum spp
Herbaspirillum spp e
UFVJIM -33 E. cloeziana INFb P PP

Sphingomonas spp

Herbaspirillum spp e

UFVJM -34  E. grandis x E. urophilla  IJNFb .
Sphingomonas spp

Herbaspirillum spp e

UFVIM -42 C. citriodora JNFb .
Sphingomonas spp

Continua...
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Cédigo de Espécie Cul}{[lﬁra Bactéria/ Género
Acesso
Folha
UFVJIM -68 E. cloeziana JMV Burkholderia spp
UFVJM -71 E. grandis x E. urophilla ~ JMV Burkholderia spp
UFVJIM -74 C. citriodora JMV Burkholderia spp
UFVJM -101 E. cloeziana LGI  Burkholderia spp, Azospirillum spp e Sphingomonas spp
UFVJM -108 E. grandis x E. urophilla LGI  Burkholderia spp, Azospirillum spp e Sphingomonas spp
UFVJM -109 C. citriodora LGI  Burkholderia spp, Azospirillum spp e Sphingomonas spp
Raizes
UFVJIM -15 E. cloeziana NFb Azospirillum spp
UFVJIM -17  E. grandis x E. urophilla NFb Azospirillum spp
UFVJIM -20 C. citriodora NFb Azospirillum spp
. Herbaspirillum spp e
UFVJIM -46 E. cloeziana INFb .
Sphingomonas spp
. . Herbaspirillum spp e
UFVJM -50 E. grandis x E. urophilla  JNFb .
Sphingomonas spp
- Herbaspirillum spp e
UFVJIM -53 C. citriodora JNFb .
Sphingomonas spp
UFVJIM -75 E. cloeziana JMV Burkholderia spp
UFVJIM -78 E. grandis X E. urophilla  JMV Burkholderia spp
UFVJIM -81 C. citriodora JMV Burkholderia spp
UFVJIM -110 E. cloeziana LGI  Burkholderia spp, Azospirillum spp e Sphingomonas spp
UFVJM -112 E.grandis x E. Urophilla LGl  Burkholderia spp, Azospirillum spp e Sphingomonas spp
UFVJIM -115 C. citriodora LGl  Burkholderia spp, Azospirillum spp e Sphingomonas spp

NFb; JNFb; LGI (DOBEREINER et al., 1995); JMV (BALDANI et al., 1986; 1996).

3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E CULTURAL

Para caracterizacdo morfologica celular e cultural os acessos foram crescidos em meio

s6lido Batata Malato (200 g.L™ de batata; 2,5 g.L™* agUcar cristal; 2,5 g.L™ 4cido maélico; 2,5

g.L* KOH; 1 mL.L™" de solucdo de vitaminas; 2 mL.L™ de solucdo de micronutrientes; 2

gotas L™ de solugdo de azul de bromotimol a 0,5% (v/v), 15 g.L™* &gar, ajustando o pH em 7,0
com H,SO; 5% (v/v)) (DOBEREINER et al., 1995) e analisadas quanto a caracteristicas

fenotipicas para subsidiar o agrupamento e classificacdo microbiana através de dendrograma

por meio da formagdo da matriz de distancia binaria entre isolados.

As caracteristicas culturais utilizadas foram: forma da colonia (circular ou irregular),

elevacdo (plana, lente, convexa, pulvinada, umbonada ou umbilicada), consisténcia (seca,
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rugosa, gomosa), tamanho (pequena <1 mm, média > 1 < 2 mm e grande > 2mm), coloracao,
borda (ondulada, lobada, denteada, filamentosa ou inteira), superficie (lisa, rugosa ou
papilada) detalhe 6tico (transparente, translucido, brilhante, opaco) (YANO et al., 1993;
HUNGRIA & ARAUJO, 1994) e gomosidade/consisténcia (pouco muco, muito muco ou
seca; DOBEREINER et al., 1995).

Tabela 2 - Parametros analisados na caracterizacdo morfoldgica das coldnias bacterianas, segundo YANO, 1993.

Caracteristicas Avaliadas

Tamanho: Anotar dimens&o;
Forma: circular ou irregular;
Cor da coldnia e centro: Anotar a coloracdo da pigmentacéo;

Detalhe Optico: Transparente, Transl(cida, Opaca e Brilhante
Elevacio:

Plana Lente Convexa Pulvinada Umbonada Umbilicada

Borda:

™[22

Ondulada Lobada Denteada Filamentosa Inteira
Superficie:
Lisa Enrugada Papilada Rugosa

Para obtencdo das células isoladas utilizou-se o método de estriamento composto, com
incubacBes até 7 dias em camara tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a 28 °C + 1 °C
(DOBEREINER et al., 1995; BALDANI et al., 1986; 1996; DOBEREINER; ANDRADE;
BALDANI, 1999).

Para confirmacdo da capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio os isolados foram
cultivados em meio semi-especifico isento de nitrogénio: 1 - Meio NFb para crescimento de
Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense (5,0 g.L™ de 4cido malico; 0,5 g.L™ de
K,HPO,; 0,2 g.L™* de MgS04.7H,0; 0,1 g.L™* de NaCl; 0,01 g.L™* de CaCl,.2H,0; 0,002 g.L™
de Na2Mo00,.2H,0; 0,00235 g.L™ de MnSO,.H,0; 0,0028 g.L™* de H3sBO3; 8,0 x10° g.L™ de
CuSQO,4.5H,0; 2 mL da solucdo 0,5% de azul de bromotimol em NaOH 0,2 M; 4 mL da
solugéo de 1,64% de FEEDTA e pH ajustado para 6,5); 2 - meio LGI para crescimento de
Azospirillum amazonense, Burkholderia spp e Sphingomonas spp (5,0 g.L™ de sacarose; 0,2
g.L ™" de KoHPO4; 0,6 g.L™ de KH,POy; 0,2 g.L™ de MgS0..7H,0; 0,02 g.L™ de CaCl,.2H,0;
0,002 g.L! de Na;M00,.2H,0; 4,5 g.L™ de KOH; 2 mL da solugdo 0,5% de azul de
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bromotimol em NaOH 0,2 M; 4 mL da soluco de 1,64% de FeEDTA a pH 6,5, 1,0 x10™ g.L’
! de biotina e 2,0 x10™* g.L™* de HCI-piridoxina e pH ajustado para 6,0 a 6,2); 3 - JNFb para
crescimento de Herbaspirillum spp e Sphingomonas spp(5,0 g.L™ de 4cido malico; 0,6 g.L™
de K,HPO,; 1,8 g.L ™! de KH,POy; 0,2 g.L ™" de MgS0,.7H,0; 0,1 g.L™* de NaCl; 4,5 g.L™ de
KOH; 0,02 gL' de CaCl».2H,0; 0,002 g.L" de Na2MoO,.2H,O; 0,00235 g.L" de
MnSO,.H,0; 0,0028 g.L" de H3BOs; 8,0 x 10®° g.L! de CuSO45H,0; 0,002 g.L™" de
ZnS0,4.7H,0; 2 mL da solugdo 0,5% de azul de bromotimol em NaOH 0,2 M; 4 mL da
solucdo de 1,64% de FEEDTA a pH 6,5, 1,0 x10™ g.L™ de biotina e 2,0 x10* g.L™ de HCI-
piridoxina e pH ajustado para 5,8); e 4 - IMV para crescimento de Burkholderia spp (5,0 g.L™
de manitol; 0,6 g.L™* de K,HPO,; 1,8 g.L ™ de KH,PO,4; 0,2 g.L ™! de MgS04.7H,0; 0,1 g.L™
de NaCl; 0,02 g.L™* de CaCl,.2H,0; 0,002 g.L™" de Na2MoO,.2H,0; 0,00235 g.L* de
MnSO4.H,0; 0,0028 g.L™ de H3BOs; 8,0 x 10° g.L? de CuSO45H,0; 0,002 g.L™ de
ZnS04.7H,0; 2 mL da solugdo 0,5% de azul de bromotimol em NaOH 0,2 M; 4 mL da
solucdo de 1,64% de FeEDTA a pH 6,5, 1,0 x10™ g.L™ de biotina e 2,0 x10™* g.L™ de HCI-
piridoxina e pH ajustado para 5,4). Os in6culos foram incubados por 5 dias a 30 °C e
observados diariamente quanto a presenca de pelicula de coloracdo esbranquicado, estas

foram consideradas positivas para a presenca de bactérias diazotroficas.

3.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

Para caracterizacdo bioquimica e fisiologica foram utilizadas a coloracdo de Gram e as

enzimas catalase; oxidase, esterase, amilase, urease.

3.3.1 Coloragéo de Gram

Para diferenciacdo bacteriana de acordo com a composicdo da parede celular foi
realizada a andlise de coloracdo de Gram, segundo a metodologia descrita por Souza (2011) e
Romeiro (2001), na qual as células de coloracdo violeta foram consideradas Gram-positivas e
as de cor avermelhada Gram-negativas. Em paralelo utilizou o método alternativo de
solubilidade da parede celular em solucdo de KOH a 3% (v/v), onde a presenca de
viscosidade indica dissolu¢cdo da parede celular das bactérias gram-negativas e em

contraposi¢do a amostra permanecesse aquosa, evidenciando as bactérias gram-positivas.
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3.3.2 Teste Enzimético

Os testes enzimaticos como oxidase, catalase, esterase, amilase e urease foi executada
com base na metodologia descrita por Videira, Aradjo e Baldani, 2007, Aradjo et al., 2002 e
Santos, 2015.

A analise da producéo de enzima catalase € usada para distincdo das bactérias, onde,
decompdem o perdxido de hidrogénio (H.O,) em agua e oxigénio (VIDEIRA; ARAUJO;
BALDANI, 2007; ARAUJO et al., 2002). Para avaliacdo da presenca da catalase uma gota de
H.0, 3% foi depositada sob a cultura bacteriana a se testar, crescidas em placa de Petri por 48
horas. O resultado positivo foi caracterizado pelo desprendimento de gas imediatamente ou
ap0s, no maximo, cinco minutos.

Para avaliagdo da oxidase utilizou a solugdo de TEMED 1% (N-N-dimetil-p-
fenilenediamino) sobre um papel de filtro impregnado com 2-3 gotas, onde foi depositado
uma alcada de cada coldnia bacteriana. O resultado positivo foi confirmado pelo aparecimento
de coloracéo violeta sobre o papel apés até 10 segundos (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI,
2007).

Para avaliagdo da atividade esterdsica os isolados foram submetido a hidrélise de
Tween-80, foram crescidos em 15 mL do meio sélido Sierra (1957) (10 g.L™* de peptona, 5
g.L™ de NaCl, 0,1 g L™* de CaCl,.2H,0, 18 gL™ de &gar-agar, pH ajustado para 7,4 e
adicionado de 1% de Tween 80 (v/v) ap0s esterilizacdo do meio) por 96 horas a 28 °C. O
resultado positivo foi caracterizado por um halo incolor ao redor da colbnia bacteriana
(VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007).

Para avaliacdo da amilase os isolados foram incubados em 15 mL do meio de caseina
glicerol sélido (10 g.L™ de amido, 2 g.L™* de KNOs, 0,3 g.L™* de caseina, 2 g.L™ de NaCl, 2
g.L* de K,HPO, 0,05 gL' de MgSO47H,0, 0,002 g.L' de CaCos, 0,001 g.L™ de
FeS04.7H,0, 15 g.L ™ de 4gar, pH 7,0 — 7,5) e incubadas a 28 °C por 72 horas. Ap6s o
crescimento as colénias foram cobertas com 10 mL de solugéo de lugol (100 g.L™ de iodo, 60
g.L™ de iodeto de potassio, 200 mL de 4gua destilada e o volume completa para 1000 mL com
etanol 95%). O resultado positivo foi caracterizado por um halo incolor ao redor da col6nia
bacteriana (ARAUJO et al., 2002).

Para avaliacdo da atividade da urease um crescimento cultural bacteriano foi realizado
em meio liquido LB (1 g.L™ de Triptona, 0,5 g.L™ estrato de levedura, 1 g.L™ de NaCl,
ajustando o pH a 7,0, NAOH 5N) por 12 horas a 28°C, 100 uL de suspensdo contendo 10°
UFC mL™* (DO590 = 0,13) de cada bactéria foram adicionados 6 mL do meio de cultura
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descrito por Dye (1962) (5 g.L™* de NaCl, 2 g.L™* de KH,PO,, 1 g.L™ de D-glucose, 15 g.L™
de &gar, vermelho fenol (0,0016%) e agua, pH 6,8 — 7,0) com e sem adicao de solugdo aquosa
de ureia 20%, previamente esterilizada (concentracdo final de 2%) e incubado por 5 dias. O
resultado positivo da hidrolise da ureia foi caracterizado pela alteracdo da coloragdo laranja
para rosa purpura (SANTOS, 2015).

3.4 INDUCAO DA REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE EM PLANTAS

A inducdo da reacdo de hipersensibilidade é utilizada como teste rdpido de
patogenicidade.

O teste de verificacdo da patogenicidade dos acessos bacterianos diazotréficos foi
realizado em plantas ndo hospedeiras da bactéria. Utilizou-se o pimentdo (Capsicum annuum
group), fumo (Nicotiana tabacum L.) e o tomate (Solanum lycopersicum) como planta-teste.
A producéo das plantas foi realizada em casa de vegetacdo, sob sistema de irrigacdo de acordo
com a capacidade de campo até atingir niamero superior a 10 folhas.

Os acessos foram multiplicados em meio solido batata malato por 18-24 horas, na fase
exponencial de crescimento. Apds esse periodo, foram adicionados 1/3 da altura do tubo de
solucdo salina a 0,85% de NaCl estéril e, com o auxilio de uma alca de repicagem raspou-se
as colénias obtendo a suspensdo das células nitidamente turva. As suspensdes foram filtradas
em gaze dupla, transferidas para tubos de ensaio e ajustadas para 0,1 de absorbancia (D.O.
550) em espectrofotdmetro que corresponde, aproximadamente, a 108 células/mL. Em seguida
as suspensdes bacterianas foram infiltradas na face dorsal das folhas com auxilio de seringas
descartaveis utilizadas para aplicacdo de insulina, sempre tangenciando as nervuras até que o
local mude de coloracdo. Foram trés inoculacdes de cada isolado por cada espécie de planta
(pimentdo, tomate e fumo). Apo6s 24, 48 e 72 horas da inoculagdo, em ambiente com
temperatura inferior ou igual a 30°C foi avaliado o aparecimento de possiveis reacdes de
hipersensibilidade nas folhas das plantas ndo hospedeiras (ROMEIRO, 2001). A reacdo de
hipersensibilidade quando positiva foi caracterizada por uma mudanca no aspecto das folhas,
com o colapso do tecido vegetal ao redor do sitio de infeccdo. Nos pontos de infiltracdo
ocorre necrose das células (SANTOS, 2011).
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

O presente trabalho obteve resultados de cunho qualitativo, sendo trabalhado por meio
do software GENES (CRUZ, 2013). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés repeticdes. Os dados foram analisados em conjunto ndo paramétricos.
Foram utilizados gréaficos de dendrograma por meio da formacgdo de matriz de distancia

binaria entre isolados para descrever a populagdo de microrganismos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo microbiana é indispensavel para deteccdo de potenciais bactérias
diazotroficas que permitam o desenvolvimento biotecnoldgico da agricultura e mercado
industrial. A caracterizacdo morfoldgica e bioquimica dos 24 acessos bacterianos associada ao
teste de hipersensibilidade permitiu determinar/eliminar possiveis isolados virulentos a

cultura de eucalipto.

4.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Ao avaliar o crescimento celular bacteriano em meio semi-solido NFb, JNFb, LGI e
JMV verificou-se que todos os isolados obtidos no banco de germoplasma obteve crescimento
em microaerofilia, ou seja, os organismos sdo diazotroficos, com formacdo de pelicula
translucida no meio em concentragdo de O, relativamente baixa. A fixacdo de N, s6 ocorre
guando h& uma reducdo de oxigénio em torno das col6nias, podendo estas migrar de regido
onde a taxa de difusdo de oxigénio € menor ou igual a taxa de respiracdo das bactérias
(DOBEREINER, 1977).

Em meio de cultura sélido batata malato — BM os isolados provenientes de 6rgaos
foliares e segmentos radiculares sdo majoritariamente de forma celular cocos, com 66,7% dos
isolados, seguido da forma de bacilo com 25% e cocobacilo com 8,3% (Tabela 03). O arranjo
celular é do tipo diplococos e diplobacilo, exceto os isolados UFVIM 05 com arranjo celular
estreptobacilo.

A maioria dos isolados possuem caracteristicas pleomdrficas, ou seja, 0 aspecto
morfoldgico cultural das bactérias altera de acordo com a fonte de carboidrato utilizado e as
condig¢Bes em que sdo submetidos. Em meio BM os isolados inicialmente possuem coloragdo
esbranquicada, podendo estas modificar a coloracdo gradualmente para diferentes tons, como

creme, laranja, amarelo, amarelo claro, esverdeado e roxo (Figura 01).
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Tabela 3 - Caracteristicas morfol6gicas microbiana e cultural de bactérias diazotrdficas endofitica isolados de folhas e raizes de Eucalipto

Isolado Tamanho!  Forma Coloracéo Elevacédo Borda Superficie Det. Otico’ Consisténcia® Forma Celular  Arranjo Celular
Orgao foliar
UFVJIM-01 P Irregular Esverdeado Lente Ondulada Lisa B. Transp P. Muco Cocos Diplococos
UFVJM-05 P Irregular Amarelo Claro Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Bacilo Estreptobacilo
UFVJIM-12 M Irregular Amarelo Claro Pulvinada Inteira Lisa B. Translu M. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-68 P Irregular Creme Convexa  Ondulada Enrugada B. Translu P. Muco Bacilo Diplobacilo
UFVIM-71 P Circular Amarelo Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-74 P Irregular Creme Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Bacilo Diplobacilo
UFVJIM-33 P Irregular Creme Lente Ondulada Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-34 M Irregular Amarelo Claro Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVIM-42 G Irregular Amarelo Claro Pulvinada Inteira Lisa B. Translu M. Muco Cocos Diplococos
UFVJM-101 P Irregular Creme Lente Ondulada Lisa B. Translu P. Muco Bacilo Diplobacilo
UFVJIM-108 P Irregular Creme Plana Inteira Lisa B. Transp Seca Cocobacilo Indefinido
UFVJM-109 P Irregular Branco Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
Orgéo Radicular
UFVJIM-15 M Irregular Creme Lente Inteira Lisa B. Transp P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-17 M Circular Amarela Claro Convexa Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-20 M Irregular Laranja Claro Convexa  Ondulada Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-46 G Circular Roxa Pulvinada Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-50 M Circular Creme Convexa Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-53 P Circular Creme Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Bacilo Diplobacilo
UFVIM-75 P Irregular Amarelo Claro Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocobacilo Indefinido
UFVJIM-78 P Irregular Creme Plana Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-81 G Irregular Creme Pulvinada Inteira Lisa B. Translu M. Muco Cocos Diplococos
UFVJIM-110 P Irregular Amarelo Claro Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Bacilo Diplobacilo
UFVJIM-112 P Irregular Creme Pulvinada Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos
UFVJM-115 P Circular Branca Lente Inteira Lisa B. Translu P. Muco Cocos Diplococos

T Tamanho: P - pequena < 1 mm, M - média > 1 < 2 mm e G - grande > 2mm; 2 Detalhe 6tico: Brilhante transparente (B. Transp), Brilhante Translucido (B. Translu);
Consisténcia: pouco muco (P. muco), muito muco (M. muco). Fonte: o autor.
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Figura 1 - Aspecto morfoldgico das culturas bacterianas em meio solido de batata malato.

-
..g'...-:-_' &®_a
At L .-w.‘ﬁ

-

il
T .‘-‘
o ,. .. . ,M .

Figura A: coldnia com coloracdo amarelada, pequena, < 1 mm de espessura, com formagdo irregular, elevacdo
tipo lente e borda inteira. Superficie lisa com produgdo de pouco muco e detalhe 6tico brilhante translucida
(Isolado UFVIM - 05).

Figura B: col6nia com coloragcdo amarelo claro, grande, > 2 mm de espessura, com formagdo irregular, elevagdo
tipo pulvinada e borda inteira. Superficie lisa com produgdo de muito muco e detalhe 6tico brilhante translucida
(Isolado UFVIM - 42).

Figura C: colbnia com coloracdo branca com mudanca gradual & roxa, grande, > 2 mm de espessura, com
formacéo circular, elevagdo tipo pulvinada e borda inteira. Superficie lisa com produgdo de pouco muco e
detalhe ético brilhante translucida (Isolado UFVIM - 46).

Figura D: coldnia com coloragdo creme, média, >1 < 2mm de espessura, com formacao circular, elevagdo tipo
convexa e borda inteira. Superficie lisa com producdo de pouco muco e detalhe otico brilhante translucida
(Isolado UFVIM - 50).
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A caracterizagdo morfologica das culturas possui similaridade quando comparado 0s
isolados que possui 0 6rgdo de extragdo em comum. As coldnias bacterianas apresentam 75%
forma irregular, 79% borda inteira, 96% superficie lisa, 83,3% consisténcia com producéo
reduzida de muco, 54% com elevacdo lente e 25% pulvinada e 87,5% com brilho e
translucides.

Embora o aspecto morfoldgico cultural e celular permita distinguir os isolados, ha
pouca precisdo no momento da inferéncia da diversidade genética, sendo necessario a
complementariedade com os aspectos fisioldgicos e bioquimicos (ARAUJO, 2002;
VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007).

Microrganismos diazotréficos do género Azospirillum spp e Herbaspirillum spp
apresentam em sua maioria colénias imidas e pequenas, com coloracao inicialmente brancas,
modificando sua pigmentacdo ao longo da incubacdo com presenca de odor amoniaco apos 48
horas (DOBEREINER; BALDANI E BALDANI, 1995). Os géneros Burkolderia spp. e
Sphingomonas spp. possuem grande variabilidade morfolégica sendo dificil uma
padronizacdo da formacéo das coldnias (RODRIGUES et al., 2006).

A morfologia das colbnias é percebida até o sétimo dia, podendo variar a taxa de
crescimento de acordo com o organismo cultivado e 0 meio em que foi submetido (VIDEIRA,
ARAUJO; BALDANI, 2007). Os isolados aqui analisados obtiveram crescimento réapido,
entorno de 12 — 48 horas em meio de batata malato.

4.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

As caracteristicas bioguimicas incluem informacdes de cultivo e adaptabilidade de
crescimento em condicdes sub 6timas. Muito dessas atividades podem ser utilizadas em
processos biotecnolégicos (VIDEIRA, ARAUJO E BALDANI, 2007).

Os isolados quando analisados microscopicamente a constituicdo da parede celular por
meio da coloracdo de Gram, apresentou caracteristicas gram-negativa em 54,2% e gram-
positiva 45,8% (Tabela 04).

Em diferentes estudos (SANTOS, 2011; GERMIDA et al., 1998; LIMA et al., 2011)
da caracterizacdo e isolamento de bactérias diazotroficas de plantas ndo leguminosas
identificou-se uma variabilidade na porcentagem de organismos classificados como gram-
positivo ou seu oposto. Podendo essa caracteristica esta associada a espécie hospedeira e ou 0
veiculo de isolamento destes organismos (IKEDA, 2010; KOBAYASHI E PALUMBO, 2000;
SOUZA, 2011).
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Tabela 4 - Caracteristicas bioquimicas de bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de folhas e raizes de
Eucalipto

pC! Esterase’ Amilase’? Catalase? Oxidase? Urease’

Isolado —— -
Orgao foliar

UFVJIM-01 - + -
UFVJIM-05 - - -
UFVJIM-12 - - -
UFVJIM-68 + - -
UFVJIM-71
UFVIM-74 - - -
UFVJIM-33
UFVJIM-34
UFVJIM-42
UFVJM-101 - - -
UFVJIM-108
UFVJM-109

+ 4+ 4+ '
1 1
1 1
o+ o+ o+ o+ o+
1 1
+

+ 4+ 4+
1
1

+
1
1

- +

+ - -

Orgéo Radicular

UFVJIM-15 - - - + - -
UFVIM-17 + + ; + ] N
UFVJIM-20 - - - + - -
UFVJIM-46 - + - . -
UFVJIM-50 + + . +
UFVJM-53 + - - +

UFVJIM-75 - - - + - -
UFVJIM-78 - - - +

UFVJIM-81 + +

UFVJIM-110 + - - +

UFVIM-112 +

UFVJIM-115 - + - + - +

+ - - - -

I Constituicio da Parede Celular; 2( - ) reacéo negativa; ( + ) reagdo negativa. Fonte: o autor.

De acordo com Francis et al., (2010) as bactérias gram-positivas possuem diversas
interacbes benéficas que as distingue de seus homdlogos gram-negativo, no entanto, sdo
organismos de dificil isolamento, visto que possuem peculiaridades quanto a constituicdo de
meios de cultura utilizados hoje na pesquisa sobre endofitos.

A realizacdo do teste de producdo de oxidase verificou-se que nenhum dos isolados
exibiu mudanca de coloracdo do esfregaco que continha aliquota da suspensdo bacteriana e
solugdo aquosa de N-N-dimetil-p-denilenediamino. Desta maneira 100% dos isolados néo
possuem a capacidade de agir como aceptor final de elétrons.

A producdo de amilase ndo foi detectada em nenhum dos isolados bacterianos. Em
contrapartida 87,5% dos isolados possuem atividade da catalase positiva, ou seja, capaz de

decompor a forma toxica do peroxido de hidrogénio formando o oxigénio molecular, o qual
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h& uma dissociacdo da agua com o oxigénio (Figura 02). Podendo estas agir em complexo

enzimatico semelhante como a peroxido-desmutase (ROMEIRO, 2005).

Figura 2 - Atividade Enzimatica da catalase produzida por bactérias endofiticas diazotroficas para hidrolise do
Perdxido de Hidrogénio.

Resultado negativo para atividade da catalase (imagem a esquerda) e catalase-positiva para o isolado a direita. O
resultado positivo é caracterizado formacédo de oxigénio molecular liberado na reacdo da catalase com o peréxido
de hidrogénio. Fonte: o autor.

Quando analisado a producao de uréase 58% dos isolados foram positivos, resultando
na hidrolise da uréia, consequentemente na transformacdo da amoénia. Justifica-se pelo
aumento do pH do meio de cultura por meio da alteracao da coloracdo de laranja para o rosa-
purpura (SANTOS, 2015) que pode ser observada na Figura 03.

O fornecimento de nitrogénio no solo é em sua maioria na forma de uréia. Para
assimilacdo na planta o elemento sofrerd um processo de catalise pela urease, podendo esta
ser de origem microbiana ou vegetal, ocorrendo a hidrélise da uréia com liberacdo de dioxido
de carbono - CO;, e amdnia - NH; (MADUREIRA et al., 2014; MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

Figura 3 - Atividade Enzimatica da urease na hidrdlise da uréia produzida por bactérias endofiticas diazotroficas.

Figura A: resultado negativo para a hidrolise da uréia caracterizado pela inalterada coloragdo laranja para rosa
purpura (Isolado UFVIM-12).

Figura B: resultado positivo para a da hidrélise da uréia caracterizado pela alteracédo da coloracéo laranja para
rosa parpura (Isolado UFVJIM-17). Fonte: o autor.
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A atividade esterasica e lipidica foi verificada em 29,2%, dos quais 71,4% sdo de
origem rizosférica (Tabela 04; Figura 04). Diante disso, os acessos UFVIM — 1; 33; 17; 46;
50; 112 e 115 séo promissores isolados capaz de hidrolisar triaciglicerdis, gerando como
produto final de sua catalise, acidos graxos livres, monoacilglicerois, diglicerdis e glicerol.

H& diversas aplica¢cdes industriais para estes isolados, no entanto, estes isolado assim
como os obtidos por Vieira et al., (2016) devem ser melhor estudados quanto aos parametros

cinéticos para possivel utilizacdo em processos biotecnologicos.

Figura 4 - Atividade Enzimatica esterasica/lipidica na hidrolise da Tween-80 produzida por bactérias endofiticas
diazotroficas.

Figura A, B e C: Resultado negativo da hidrolise de Tween — 80 caracterizado pela inexisténcia da formacéo de
halo ao redor das col6nias.

Figura D: resultado positivo da hidrolise de Tween — 80 caracterizado pela formacdo de halo esbranqui¢ado ao
redor da colbnia bacteriana. Evidenciado por setas. Fonte: o autor.

4.3 DIVERSIDADE MORFOLOGIA E BIOQUIMICA

Para analisar a diversidade do banco de isolados utilizou os dois conjuntos de
varidveis qualitativas, os caracteres morfolégicos e bioquimicos descritos anteriormente
(Tabela 03 e 04). Com base na distancia entre os individuos dentro do grupo via método de
UPGMA (Unweigthed pair-group method using arithmetic averages) foram obtidos dois
dendrogramas (Figura 05 e 06). Visto que a posicdo dos nichos ecoldgicos consiste em um
indicativo de diferenca microbiana, existe uma predisposicdo destes organismos na
colonizacdo por érgdos foliares ou radicular.
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Figura 5 - Diversidade de isolados bacterianos endofiticos diazotréficos provenientes de érgdos foliares de
genotipos de eucalipto.
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Dendrograma obtido pelo método de UPGMA (Unweigthed pair-group method using arithmetic averages) a
partir das medidas de dissimilaridade entre 12 acessos bacterianos isolados de 6rgdos foliares de gendtipos de
eucalipto. O critério de corte foi a priori pela média aritmética da distancia global entre os acessos

Figura 6 - Diversidade de isolados bacterianos endofiticos diazotréficos provenientes de 6rgdos radiculares de
genotipos de eucalipto.
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Dendrograma obtido pelo método de UPGMA (Unweigthed pair-group method using arithmetic averages) a
partir das medidas de dissimilaridade entre 12 acessos bacterianos isolados de érgaos radiculares de gendtipos de
eucalipto. O critério de corte foi a priori pela média aritmética da distancia global entre 0s acessos.

A diversidade microbiana de endofitos encontrada em oOrgdos foliares gerou seis
grupos distintos, em contrapartida nos érgdos radiculares obteve-se sete grupos (Figura 5 e 6;
Tabela 05).

O agrupamento dos isolados extraidos de oOrgdos foliares demonstram o grau de
similaridade dentro do grupo, ou seja, o isolado UFVJIM — 74 que compdem o grupo Il ndo
compartilha muitas caracteristicas compativeis com os demais isolados, enquanto o grupo IV
apresenta 3 acessos (UFVJIM 34, UFVJIM 108 e UFVJM 71) bacterianos similares.
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Tabela 5 - Agrupamento dos acessos bacterianos diazotréficos isolados de folhas e raizes de eucalipto.

Isolado Bacteriano

Grupo , ,
Orgaos Foliares Orgaos Radiculares

| UFVJM 101 e UFVJM 109 UFVIM 110 e UFVIM 112

1 UFVIM 74 UFVIM 17 e UFVJM 53

11 UFVJIM 05 e UFVIM 12 UFVJIM 78 e UFVIM 115

v UFVJIM 34, UFVJM 108 e UFVIM 71 UFVJM 50

\Y UFVJIM 68 e UFVIM 42 UFVJIM 46, UFVIM 81 e UFVIM 20
VI UFVIJM 01 e 33 UFVIM 75
VIl - UFVIM 15

Fonte: o autor.

De acordo com 0 meio semi-seletivo de isolamento podemos supor quais géneros estes
acessos fazem parte (Tabela 1). Verifica-se que o grupo IV é formado por possiveis isolados
dos géneros Herbaspirillum spp. Azospirillum spp. e Burkholderia spp. indicando que
diferentes géneros possuem caracteristicas morfolégicas e bioquimicas similares. Vale
ressaltar que essas caracteristicas podem estar associadas ao tipo de interacdo com planta
hospedeira, hibrido E. grandis x E. urophila. e qual foi material genético de extracao.

Os demais grupos possuem isolados de plantas matrizes de genoétipo distinto como:
grupo | e V — E. cloezina e C. citriodora; grupo VI ambos os isolados séo de origem de E.
cloezina.

Resultados analogos foram observados no agrupamento dos isolados originados dos
orgdos radiculares, formando no total de 13 grupos de organismos com conjunto de
carateristicas diferentes ligado a um complexo genético. Os isolados 15, 50, 74 e 75 possuem
maior distancia de dissimilaridade, podendo estes apresentar codificacdo genéticas distintas
dos demais.

A escolha de um determinado microrganismo para o programa de melhoramento sera
com base nas potencialidades apresentadas juntamente com o tipo de interacdo com a planta
alvo. O agrupamento dos isolados com base na diversidade genética auxilia neste processo de
identificacdo dos acessos, para continuidade dos testes de interacéo.
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44 TESTE DE PATOGENICIDADE PELA INDUCAO DA REACAO DE
HIPERSENSIBILIDADE

Os resultados negativos notados na reacdo de hipersensibilidade dos 24 isolados
bacterianos no intervalo de tempo 24, 48 e 72 horas em plantas néo alvo, indica auséncia de
bactérias fitopatogénicas (Tabela 6). Diante da diversidade e 0 nimero de acessos bacterianos,
ndo ha indicios que leve a eliminacdo de nenhuma estirpe por se tratar de um agente
patogénico. Contudo, o teste de hipersensibilidade ndo pode ser utilizado como unico
parametro na deteccdo de patogenicidade, quando se deseja comprovar a viruléncia dos

isolados para bioprospecgéo na planta de alvo (ROMEIRO, 2001).

Tabela 6 - Resposta da Reacdo de hipersensibilidade em funcdo da interacdo bactérias endofiticas
diazotroéficas em plantas ndo hospedeira.

Plantas nao alvo

Isolado - —— -
Capsicum annuum group Nicotiana tabacum L Solanum lycopersicum

Orgéo foliar

UFVJIM-01 - - -
UFVJIM -05 - - -
UFVIM -12 - - -
UFVJIM -33 - - -
UFVJIM -34 - - -
UFVJIM -42 - - -
UFVJM -68 - - -
UFVJIM -71 - - -
UFVIM -74 - - -
UFVJIM -101 - - -
UFVJIM -108 - - -
UFVJM -109 - - -

Orgao Radicular

UFVJIM -15 - - -
UFVIM -17 - - -
UFVJIM -20 - - -
UFVJIM -46 - - -
UFVJM -50 - - -
UFVJM -53 - - -
UFVJIM -75 - - -
UFVJIM -78 - - -
UFVJIM -81 - - -
UFVJIM -110 - - -
UFVIM -112 - - -
UFVJIM -115 -

Controle Positivo 1* + + +
Controle Positivo 2* + + +

TXantomonas spp. isolado patogénico de plantas de Eucalyptus spp.; ( - ) reacdo negativa; (+ ) reagao positiva.
Fonte: o autor.

Algumas fitobactérias como a espécie Agrobacterium tumefaciens pode ser
identificada como endofitica ao longo do estagio de desenvolvimento e quando submetida a
diferentes pressdes podem desencadear alteracfes na resposta de defesa da planta hospedeira
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alterando o estado de associacdo de endofitico para patogénico. (ANDREOTE et al., 2008;
KOGEL et al., 2006).

A utilizacdo das plantas Capsicum annuum group (pimentdo), Nicotiana tabacum L
(fumo) e Solanum lycopersicum (tomate) se deve pela capacidade das bactérias
fitopatogénicas induzirem a HR em plantas ndo alvo pelos genes de hrp, também responsavel
pelo crescimento bacteriano em plantas hospedeiras sem causar resposta a HR (Figura 7).
Assim, os 24 isolados podem ser continuamente analisados para deteccdo de suas
potencialidades biotecnoldgicas. Posteriormente 0s mesmos isolados poderdo ser
caracterizados geneticamente e infiltrados na planta alvo para observagdo da interacdo e
sintomatologia entre o endofito-planta.

Figura 7 - Reacdo de hipersensibilidade exibida em folhas de Fumo (Nicotiana tabacum L.), Tomate (Solanum
lycopersicum) e Pimentdo (Capsicum annuum Mill) apds infiltradas com suspensdo de células de enddfitos
diazotroficos incompativeis.

Figura A, B e C: resposta positiva para reagdo de hipersensibilidade das estirpes de fitobactérias Xantomonas
sp. incompativeis para as plantas de fumo, pimentdo, tomate e susceptivel para cultura do eucalipto.
Evidenciando com setas os sintomas de clorose e morte celular seguida de necrose.

Figura D, E e F: resposta negativa para reacao de hipersensibilidade das estirpes UFVJIM 06; 35 e 16 para as
plantas ndo alvo apés a infiltracdo da suspencdo bacteriana.
Fonte: o autor.
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5. CONCLUSAO

A diversidade microbiana dos nichos ecologicos, folhas e raizes, estdo associados a
planta hospedeira, podendo os grupos ser constituidos por géneros bacterianos distintos, mas
com especificidade ao gendtipo da planta hospedeira de origem.

Todos os isolados bacterianos diazotroficos poderdo ser utilizados em teste de
bioprospeccéo devido a sua acdo negativa para patogenicidade pelo teste de HR. No entanto, a
exclusdo total do efeito de patogenicidade se dard apds testes de interatividade entre o

organismo e a planta alvo.
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