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RESUMO

As plantas podem abrigar uma grande diversidade de microrganismos
desconhecidos e que apresentam grande potencial para produgao de compostos
bioativos, incluindo antimicrobianos. Neste sentido, este trabalho investigou a
composi¢ao da comunidade bacteriana e o potencial antimicrobiano dos isolados de
Baccharis trimera (Less DC Ateraceae). Para isto, amostras das raizes foram
coletadas em Ponta Grossa-PR e Ortigueira-PR. Inicialmente, foi realizada a
contagem para estimar a densidade populacional da rizosfera e endorrizosfera nos
meios de cultivo R,A e Agar Batata. O posicionamento filogenético dos isolados foi
realizada através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Posteriormente os
isolados foram avaliados quanto a producdo de compostos antimicrobianos através
de testes de antagonismo e pela produgdo de sideroforos e biossurfactantes. A
contagem populacional da rizosfera foi maior que a contagem da endorrizosfera
independentemente da localidade de coleta ou do meio de cultivo utilizado. Foram
obtidos 182 isolados a partir do plaqueamento da rizosfera e endorrizosfera. Foi
realizado um agrupamento dos isolados através da técnica de ARDRA e a partir
deste foram selecionados 129 isolados para sequenciamento. Foram identificados
38 géneros bacterianos alocados nas seguintes classes: Bacilli (30%),
Actinobacteria (24%), a-Proteobacteria (22%), B-Proteobacteria (12%) e vy-
Proteobacteria (12%). Os principais géneros encontrados nas duas localidades
foram Streptomyces, Pseudomonas, Methylobacterium, Staphylococcus,
Paenibacillus, Variovax, Burkholderia, Luteibacter, Arthrobacter, Bacillus e
Bradyrhizobium. Dos 182 isolados, 112 apresentaram producdes em diferentes
niveis de antimicrobianos, sideréforos e biossurfactantes. Os resultados deste
trabalho demonstram que a comunidade bacteriana da rizosfera e endorrizosfera
associada a planta medicinal B. trimera € diversa e com alto potencial
antimicrobiano.

Palavras-chave: Bactérias associativas. Planta medicinal. Antagonismo.
Siderdéforos. Biossurfactantes.
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ABSTRACT

Plants can harbor a large diversity of unknown microorganisms and these can
present great potencial to produce bioactive compounds. In this sense, this work
investigated the composition of bacterial community and the biotechnological
potential of bacterias isolated from Baccharis trimera (Less DC Asteraceae). For this,
root samples were collected in Ponta Grossa-PR and Ortigueira-PR. Initially, the
enumeration was performe to estimate the rhizosphere and endorrhizosphere
population density in R2A media and potato agar media. The phylogenetic affiliation
of the isolates was realize by partial sequencing of the 16S rRNA gene.
Subsequently the isolates were evaluate for the production of antimicrobial
compounds through tests of antagonism and the production of siderophores and
biosurfactants. The rhizosphere population count was higher than the
endorrizosphere count independently of the collection site or the culture medium
used. A total of 182 isolates were obtained from rhizosphere and endorrizosphere. A
clustering of the isolates was carried out using the ARDRA technique and from this,
we selected 129 isolates for sequencing. A total of 38 bacterial genera were
identified in the following classes: Bacilli (30%), Actinobacteria (24%), o-
Proteobacteria (22%), B-Proteobacteria (12%) and y-Proteobacteria (12%). The
major genera found in both localities were Streptomyces, Pseudomonas,
Methylobacterium,  Staphylococcus,  Paenibacillus,  Variovax,  Burkholderia,
Luteibacter, Arthrobacter, Bacillus and Bradyrhizobium. Of the 182 isolates, 112
showed productions at different levels of antimicrobials, siderophores and/or
biosurfactants. The results of this work demonstrate that the bacterial community of
the rhizosphere and endorrizosfera associated to the medicinal plant B. frimera is
diverse and with high biotechnological potential.

Key-Words: Associated bacterias. Medicinal plants. Antagonism.
Siderophores. Biosurfactants.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos estdo presentes em varios nichos ecoldgicos tanto em
ambientes terrestres como aquaticos, bem como ambientes extremos. Em particular,
o solo, possui uma vasta diversidade bacteriana muitas vezes associada a particulas
de solo ou interagindo com as raizes das plantas. Esta diversidade de
microrganismos tanto do solo quanto associados as plantas representam uma fonte
promissora de compostos bioativos.

As plantas sdo fontes promissoras de novos microrganismos de interesse
para a busca por compostos bioativos. Atualmente com a continua busca por novos
compostos naturais, a taxa de reisolamento de compostos ja conhecidos aumentou.
Portanto, € necessario que novos ambientes microbianos sejam estudados.

Se considerarmos que cada uma das 300 mil espécies de plantas superiores
pode habitar um ou mais enddfitos € imensa a oportunidade de se descobrir
microrganismos ainda nao estudados (STROBEL et al., 2004). Segundo Qi, as
plantas medicinais possuem uma comunidade microbiana distintiva devido aos seus
inumeros metabolitos secundarios estruturalmente diferentes que provavelmente sao
responsaveis pela alta especificidade dos microrganismos associados. Sendo assim,
as plantas medicinais representam uma fonte pouco explorada de microrganismos
de uso potencial na medicina moderna e na agricultura (Ql et al., 2012).

No Brasil, sdo encontrados poucos trabalhos relacionados a investigagéo da
comunidade de microrganismos associados as plantas medicinais. As plantas
medicinais apresentam inumeras propriedades farmacoldgicas, como exemplo,
antimicrobiana, antitumoral, antimutagénica e antifungica, antimitdtico, anti-
histaminica, entre outras. Sendo assim, as pesquisas sao guiadas a partir do
conhecimento destas propriedades farmacoldgicas e do conhecimento popular.

Um dos géneros de plantas medicinais encontrados na flora brasileira é o
género Baccharis (Familia Asteraceae) que possui cerca de 500 espécies descrita
entre arbustos, subarbustos, arvores e trepadeiras (FERRACINI et al., 1995).As
espécies deste género ocorrem em diversas regides da América desde os Estados
Unidos até a Argentina, sendo que 90% esté localizada na América do Sul (BONA et
al., 2005; BUDEL et al., 2005). Uma das espécies deste género é a espécie

Baccharis trimera que se apresenta como plantas subarbustivas encontradas na
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regido sul e sudeste do Brasil. E muito conhecidapor seu sabor amargo e utilizada
contra disturbios hepaticos e digestivos.

A anadlise da diversidade microbiana € importante para compreender a
funcdo dos microrganismos nos seus habitats especificos, pois desta forma é
possivel o desenvolvimento de técnicas, processos e produtos ecologicamente
corretos e substituir produtos poluentes que possuam melhor atividade bioldgica
(GRIFFITHS; PHILIPPOT, 2013).

A microbiota das plantas medicinais pode estar associada a praticamente
todas as partes das plantas. Um dos principais locais de associagao é a rizosfera,
que é representada por uma breve por¢cao de solo que circunda as raizes das
plantas e apresenta uma intensa colonizagdo microbiana influenciada pelos
exsudados radiculares vegetais. Outro local importante de associagao entre plantas
€ microrganismos € o tecido interno vegetal, onde microrganismos que se encontram
neste local sado definidos como endodfitos (QIN et al., 2011). As interagbes entre
plantas e bactérias podem ser benéficas, neutras ou deletérias. As bactérias
classificadas como benéficas para as plantas podem promover o crescimento
vegetal ao diminuirem os efeitos dos estresses ambientais (bidticos e abibticos).

Os microrganismos também podem conviver em interagdes de antagonismo
no ambiente, a qual um organismo cria condigdes desfavoraveis para o
desenvolvimento de outros. Por conta destas interacdes deletérias no ambiente em
que os microrganismos compartilham, ocorrem interagdes chamadas de antibiose
em que um organismo produz um metabdlito que sera prejudicial sobre outro
organismo. Estes microrganismos antagonistas terdo mais chances de se
estabelecer e perpetuar no ambiente em detrimento de outros influenciando,
portanto, a comunidade microbiana (SINGH et al., 2011). Os microrganismos podem
utilizar as diferentes formas para sua protecao e do hospedeiro, através da produgao
de moléculas bioativas, as quais podem ser expressas conforme as condi¢bes do
ambiente, como em situagdes de estresse bidtico e abiotico (HARDOIM et al., 2015).

Os microrganismos quando crescem em ambientes sob limitada
disponibilidade de ferro produzem sideréforos. Sua principal fungao é captar o ferro
do ambiente e torna-lo disponivel para a célula microbiana. Os sideréforos sao
comumente liberados para o meio ambiente, aonde irdo se ligar ao ferro e

posteriormente serdo absorvidos novamente pela célula.
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A presenca de sideréforos eleva significativamente a biodisponibilidade de
ferro para os microrganismos o que resulta na proliferagao da populagao microbiana,
acarretar em uma alteracdo na comunidade microbiana do solo (SULLIVAN et al.,
2012). Os siderdforos possuem diversas aplicagdes biotecnoldgicas tais como, no
fornecimento de Ferro para a planta, agentes de biocontrole, remog¢ao de metais
pesados do solo (Peralta, 2012; Singh, 2016), como biossensor para a detecgcao de
baixas concentracdes de ferro (AHMED; HOLMSTROM, 2014), na area medicinal
sao utilizados para formar complexos com antibiéticos aumentando a eficiéncia de
absorgao do farmaco (SAHA et al., 2016).

Ja os biossurfactantes sao geralmente de origem microbiana, estes
compostos diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante,
sdo provenientes de subprodutos de metabdlitos de bactérias, fungos e leveduras.
Eles possuem caracteristica anfifilica que os permitem atuar entre duas interfases de
fluidos de diferentes polaridades tais como agua/dleo e agua/ar diminuir a tensao
superficial e interfacial (GAUTAM; TYAGI, 2006; BANAT et al., 2010).

Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido a fim de investigar como é
composta a comunidade bacteriana cultivavel da rizosfera e endorrizosfera da planta
medicinal B. trimera a fim de melhor caracterizar esta comunidade e adicionalmente
foi investigado potencial antagonista, producdo de sideroforo e surfactantes dos

isolados obtidos.

2. REVISAO DE LITERATURA

As plantas sao naturalmente colonizadas por microrganismos tanto
externamente como internamente através de diversas formas de interagdes. Um dos
locais de interacdo sido as superficies externas das plantas onde ocorrem diversas
interagbes microbianas, principalmente na zona da raiz (rizosfera) assim como nas
partes aéreas, especialmente nas folhas (filosfera) (GOSWAMI et al., 2016). Alguns
dos microrganismos provenientes da rizosfera e da filosfera, bactérias e/ou fungos,
podem adentrar os tecidos internos das plantas e colonizar os espacos intercelulares
e tecidos vasculares vegetais, onde residem por pelo menos parte de suas vidas
promovendo beneficios e desempenhando diferentes funcdes importantes que
influenciam a planta, estabelecendo interagdes simbiodticas, neutras ou patogénicas
(VERMA; GANGE, 2014).
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Os recentes avangos na pesquisa de interagdes planta-microrganismo
revelaram que as plantas sao capazes de moldar seu microbioma da rizosfera, como
evidenciado pelo fato de que diferentes espécies de plantas hospedam comunidades
microbianas especificas ainda que cultivadas no mesmo solo (BERENDSEN, 2012).

A diversidade de microrganismos associados as raizes das plantas € enorme,
estimada na ordem de dezenas de milhares de espécies. Estas complexas
comunidades microbianas associadas as plantas, também sao conhecidas como o
segundo genoma das plantas, se fazendo imprescindivel para a saude vegetal pelos
beneficios que os microrganismos associativos proporcionam para as plantas
(BERENDSEN, 2012).

Os microrganismos associativos de plantas, incluindo aqui microrganismos
rizosféricos e endosféricos, de diversas plantas agricolas e também aqueles que sao
simbidticos, como nas associagdes entre plantas leguminosas e as bactérias do
grupo dos rizébios (Rhizobium, Bradyhrizobium, entre outras), sdo estudados ha
bastante tempo devido a sua importdncia agronémica. Diversas espécies
bacterianas dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter,
Pseudomonas, entre outras, tém sido obtidas de plantas como milho, cana-de-
agucar, arroz e trigo, sendo os beneficios destas bactérias na nutricao e crescimento
das plantas hospedeiras, conhecidos para diferentes culturas agricolas
(BHATTACHARJEE; SINGH, 2008; VELAZQUEZ et al., 2008; PISARSKA; PIETR,
2011).

Portanto, grande parte do conhecimento atual sobre as interagdes entre
microrganismos e plantas, sobre a diversidade microbiana e a importancia destes
microrganismos no habitat da rizosfera e endosfera sdo provenientes de estudos
com espécies de importancia agrondmica (MELOROSE et al., 2015). Somente mais
recentemente esta visdo tem sido ampliada, evidenciando que diversas espécies
vegetais, principalmente as medicinais, podem habitar uma grande diversidade de
microrganismos desconhecidos e que apresentam um potencial enorme na
producdo de compostos bioativos com diferentes atividades bioldgicas,
principalmente antimicrobianas (STROBEL et al., 2003).

Estes e outros estudos similares tém mostrado o crescente interesse pelos
microrganismos associados a plantas, principalmente os endofiticos, os quais
concentram grande maioria das pesquisas. Apesar do crescente interesse e dos

inumeros estudos que vem sendo realizados nos ultimos anos, a diversidade
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microbiana associada a endosfera e a rizosfera da grande maioria das espécies
vegetais € ainda desconhecida. Do mesmo modo, o conhecimento sobre o potencial
metabdlico desta microbiota é ainda incipiente.

O Brasil € um pais privilegiado pela sua megabiodiversidade, detendo em seu
territorio entre 15 e 20% do numero total de espécies do planeta e também, a flora
mais diversa do mundo que é composta por mais de 55 mil espécies vegetais
(LEWINSOHN, 2006). Para a busca de microrganismos com interesse na produgéo
de compostos bioativos dentro desta enorme diversidade, as plantas que
apresentam biologia unica, propriedades medicinais, uso popular reconhecido,
historia etnobotanica e que sejam endémicas, possuem maior relevancia nestes
estudos (STROBEL et al., 2003).

Conforme destacado por Strobel, se considerarmos que cada uma das 300
mil espécies de plantas superiores pode habitar um ou mais enddéfitos e que a maior
parte destas plantas permanece ainda inexplorada, é imensa a oportunidade de se
descobrir novos e interessantes microrganismos (STROBEL et al., 2004).

As plantas medicinais apresentam inumeras propriedades farmacoldgicas,
como exemplo, pode-se citar efeitos como, anti-helmintico (MONTELLI et al., 2016),
antimicrobiana (AKTHAR et al., 2014), antitumoral, antimutagénica e antifungica
(HUANG et al.,, 2001), antimitoético (BOSCO; GOLSTEYN, 2017), anti-HIV/AIDS
(NYAMUKURU et al., 2017), antiestrogénica e anti-histaminica (MUHIT et al., 2016),
imunoestimulador (NIE et al., 2013), vasoconstritor (WOLFLE et al., 2017),
antioxidantes (CAl et al., 2004), anticonvulsionante (RABIEI, 2017), antidiabetes e
antiobesidade (SAAD et al, 2017), antiplasmodial (TAHIR et al, 1999),
antileishmania (GONZALEZ et al., 1998). Além destas, as plantas medicinais
possuem muitas outras agdes como revisadas por Carvalho que também possuem
acdes analgésicas de modo geral e analgésicas contra enxaqueca, ansioliticos
simples, antiagregante plaquetario, antidepressivos, cicatrizante, diuréticos,
moduladores do apetite e produtos para dietas especiais, entre muitas outras
(CARVALHO et al., 2008).

Devido as inumeras propriedades, diferentes espécies de plantas medicinais
vém sendo estudadas visando a caracterizagdao de sua composicao fitoquimica e
muitas das substancias isoladas destas plantas sao fontes de moléculas para o
desenvolvimento de novos farmacos. Diversos principios ativos de plantas

medicinais brasileiras estdo disponiveis no mercado na forma de farmacos
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fitoterapicos, alguns exemplos sdo MARACUGINA®, um fitoterapico com acdo
sedativa muito conhecida a qual seu principio ativo é extraido de Passiflora alata e
comercializado na forma de comprimidos (CASTILLO et al., 2003); AGUA INGLESA®
extraido de Cinchona calisaya € utilizadocomo produto ténico e estimulante do
apetite (LABORATORIO CATARINENSE, 2016); a CATUAMA® é um fitoterrapico
extraido de Trichilia catigua, age como estimulante do sistema nervoso central,
cardiotdnico e vasodilatadores (LABORATORIO CATARINENSE, 2005); o
fitoterapico TEBONIN®, extraido de Ginkgo bilobaforam descritos no tratamento da
insuficiéncia cerebral, déficits cognitivos e na doenga vascular periférica (CAIEIRO;
MARCUCCI, 2010); SENE HERBARIUM® é extraido de Senna alexandrina e é
utilizado no caso de constipacdo ocasional (HERBARIUM, 1998); CLIFEMIN® & um
fitoterapico extraido de Actaea racemosae é utilizado para o alivio dos sintomas do
climatério, como rubor, ondas de calor, suor excessivo, palpitacbes e alteracdes
depressivas de humor (HERBARIUM, 2016); NATUS GERIN® é uma associacéo de
vitaminas, minerais, aminoacidos essenciais e Panax ginseng, esta associagao
combate os sintomas causados pela fadiga, cansago, exaustdo, envelhecimento e
convalescéncia (LEGRAND, 2003).

A OMS (Organizagao Mundial da Saude) define planta medicinal como
sendo "todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgéos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semi-sintéticos". A diferenga entre planta medicinal e medicamento fitoterapico
reside na elaboragao a partir de uma planta para uma formulagao especifica, o que
caracteriza um fitoterapico. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.
E o produto final acabado, embalado e rotulado (CARVALHO et al., 2008).

2.1. Baccharis trimera (Less DC Asteraceae)

Um dos géneros encontrados na flora brasileira é o género Baccharis L.
(Familia Asteracea e Bercht. & J. Presl; tribo Astereae Cass.) que possui atualmente
cerca de 500 espécies descrita entre arbustos, subarbustos, arvores e trepadeiras
(FERRACINI et al., 1995). As espécies deste género ocorrem em regides
geograficas dos Estados Unidos até a Argentina com predominéncia de 90% na

América do Sul, principalmente no Brasil, Argentina, Chile e Colémbia, onde ocupam
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geralmente regides de elevada altitude. A alta concentragdo destas plantas no Brasil
e no Andes oferece indicios de que esses possam ser 0s provaveis centros de
origem deste género (BONA et al., 2005; BUDEL et al., 2005). No Brasil, as espécies
de Baccharis sp. sdo encontradas em todas as regides brasileiras fazendo parte do
ecossistema da Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal
(JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2017).

O género Baccharis foi subdivido em 28 grupos para formar unidades mais
amplas baseados nas similaridades morfolégicas entre elas, um destes grupos € o
grupo Trimera que reune espécies com cladodios como por exemplo B. trimera e B.
microcephala, ambas s&o utilizadas popularmente como diuréticos, digestivos e
hepatoprotetor (BARROSO et al., 2002; BUDEL et al., 2003) e na industria de
fitoterapicos, as carquejas também participam de formulas emagrecedoras. As
plantas deste grupo s&o encontradas nas regides sul e sudeste do Brasil e também
em regides da Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (BONA et al., 2005).

Baccharis trimera é uma planta nativa subarbustiva que atinge de 0,5 a 1,0
m de altura e medindo cerca de 0,5 a 1,3 cm de largura. E uma espécie didica,
ramificada com ramos sem folhas trialadas com alas descontinuas membranosas
(Figura 1) (SIMOES-PIRES et al., 2005). As inflorescéncias sdo do tipo capitulo,

dispostas lateralmente nos ramos e de cor esbranquicada (KARAM et al., 2013).

Figura 1: Plantas de Baccharis trimera em estadio vegetativo (A) e reprodutivo (B), ramo de
inflorescéncia (C) e detalhe dos frutos aquénios(KARAM et al., 2013).
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A espécie Baccharis trimera (Less.) D.C., conhecida popularmente como
Carqueja ou Carqueja-amargosa, pois € conhecida por seu sabor amargo e seu uso
medicinal € bastante difundido no Brasil, sendo utilizado principalmente na forma de
infusdo de suas partes aéreas, o qual € amplamente empregado na medicina
popular pelos seus efeitos terapéuticos contra disturbios hepaticos e digestivos,
reumatismo, diabetes, processos inflamatoérios, angina e ma circulagdo. De acordo
com OLIVEIRA (2012), o oleo essencial de B. ftrimera possui efeitos contra
Schistossoma mansoni.

Diversos estudos fitoquimicos revelaram que a composicdo quimica de B.
trimera é rica em taninos, polifendis e flavondides, tais como, como quercetina,
luteolina, lactonas, sesquiterpenos (SUZUKI et al.,, 2016) e taninos apigenina e
hispidulina, neptina e o diterpeno clerodano (BRANDA et al., 2000; LIGON et al.,
2000; BORELLA; FONTOURA, 2002).

No 6leo esséncial foram encontrados a-pineno, B-pineno, carquejol, acetato
de carquejila, canfeno e nopineno (SIMOES-PIRES et al., 2005). Testes realizados
com o Oleo essencial da carqueja verificaram as agdes hepatoprotetora e anti-
inflamatéria (REIS LIVERO, DOS et al., 2016), analgésica, bacteriostatica e
bactericida (BUDEL et al., 2005), antiproteolitica e anti-hemorragica contra veneno
de cobra (JANUARIO et al., 2004) e antidiabética (REIS LIVERO, DOS et al., 2016).

Recentemente Vieira e colaboradores, estudaram a comunidade de fungos
endofiticos e seu potencial antimicrobiano. Encontraram 23 taxa de fungos
endofiticos em B. trimera. Todos os isolados de fungos foram cultivados e seus
extratos brutos foram selecionados para ser examinados quanto suas atividades
antimicrobianas. Vinte e trés extratos (12,8%) exibiram atividades antimicrobianas
contra ao menos um microrganismo alvo. Os resultados deste trabalho mostram que
a comunidade de fungos endofiticos da comunidade associada a planta medicinal B.
frimera € diversa e podem representar fontes de compostos com atividade
antifungica (MARIANA L. A. VIEIRA, SUSANA JOHANN, FREDERIC M. HUGHES,
2014).

Apesar dos inumeros trabalhos acerca dos estudos fitoquimicos de plantas
do género Baccharis, existem poucos estudos sobre a diversidade microbiana

associada a plantas deste género.
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2.2 Interagdes planta-microrganismos (Rizosfera e Endosfera)

A rizosfera compreende uma pequena regido do solo adjacente as raizes e
sob influéncia direta destas. A rizosfera € um ambiente altamente dindmico, pois as
raizes liberam diversos compostos, em um processo conhecido como rizodeposi¢cao
que compreende a liberagdo de células (apices das raizes emergentes, coifa,
epidérmicas) e de exsudatos radiculares (COMPANT et al.,, 2010). Uma grande
fracao (5-30%) do carbono fixado pelas plantas, é liberado através das raizes na
forma de compostos de baixo peso molecular como aminoacidos, carboidratos,
horménios vegetais, acidos organicos, agucares, compostos fendlicos, ions entre
outros metabdlitos. Os compostos de alto peso molecular como mucilagem
(polissacarideos) e proteinas que, embora sejam menos diversos, representam a
maior parte da massa dos exsudatos radiculares (Figura 2)(BAIS et al., 2006;
BALDANI et al., 2014; LUGTENBERG, 2014; SACHDEVA, 2014).

Soil =

° gt ] ® <d- Bacteria
E @ Living root cap border cell
2277 Decaying root cap border cells

Organic compounds released by
o~ rhizodeposition

-
L=

Rhizosphere
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Figura 2: Rizodepésitos gerados a partir de células da epiderme do apice apical das raizes e de
células mortas da rizoderme provocam mudanga no bioma do solo rizosférico. A disjungao celular da
superficie radicular durante a emergéncia da raiz lateral fornece uma entrada potencial para a
microbiota da rizosfera para o interior da raiz. Os habitats sdo, de fora para dentro da raiz, solo,
rizosfera e endosfera. Fonte: (BULGARELLI et al., 2012).

A rizosfera é um habitat altamente propicio para os microrganismos do solo,

sendo colonizado por inumeras espécies microbianas. Os exsudatos radiculares
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liberados pelas raizes representam uma fonte rica e diversa de nutrientes para os
microrganismos do solo, os quais s&o atraidos por quimiotaxia para esta regido, um
evento conhecido efeito rizosfera. Devido ao efeito rizosfera, a quantidade e a
diversidade de microrganismos € 10 a 1000 vezes maior na rizosfera que em solo
nao-rizosférico, sendo mais elevada na regidao mais préxima a superficie radicular
(rizoplano) (BAIS et al., 2006; LUGTENBERG, 2014; MEENA, 2015).

O efeito rizosférico pode ser medido pela razdo entre a densidade
populacional em unidades formadoras de colénia (UFC) da rizosfera (R) e do solo
(S). Esta razdo (R/S) pode ser diferente de acordo com a espécie vegetal, bem
como, a sua idade e estagio em que se encontra, e isto esta diretamente relacionada
com a quantidade de liberacdo dos exsudatos radiculares. A composi¢cao da
comunidade microbiana da rizosfera pode ser influenciada por fatores bidticos e
abidticos. O solo tem uma forte influéncia sobre a comunidade microbiana na
rizosfera, pois suas caracteristicas fisico-quimicas afetam a fisiologia das plantas e,
consequentemente, a composi¢céo e quantidade dos exsudatos radiculares. Segundo
PHILIPPOT et al. (2013), a composi¢cdo da microbiota da rizosfera é resultado de
uma hierarquia de eventos. Primeiro, o solo pode ser considerado como uma fonte
células microbianas e as propriedades fisico-quimicas juntamente com os processos
biogeograficos estruturam esta comunidade. Entdo, o local onde as plantas s&o
cultivadas determina a qual biota as raizes das plantas serdo expostas. Em seguida,
as espécies de plantas e o gendtipo determinam fortemente quais os membros deste
reservatorio podem crescer e prosperar na rizosfera.

O solo € um dos maiores e mais diversos ecossistemas microbianos pois
habita uma grande diversidade de bactérias e fungos sendo considerado a fonte
principal de microrganismos da rizosfera e endosfera. Os principais grupos
filogenéticos comumente encontrados no solo Fungi, Bactéria, Metazoa, Alveolata e
Archaea (SCHNEIDER et al., 2012). Os principais filos bacterianos comumente
encontrados no solo sdo Firmicrutes, Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria,
Bacterioidetes, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Verrucomicrobia assim como o0s
principais grupos filos fungicos encontrados no solo sdao Ascomycota,
Basidiomycota, Zigomycota, Deuteromycota, Mucoromycotina e Glomeromycota
(SINGH et al., 2007; SCHNEIDER et al., 2012; LUGTENBERG, 2014; PROBER et
al., 2015)
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A maior parte dos microrganismos associados a plantas sao habitantes
comuns do solo. Estes microrganismos podem se mover do solo para a rizosfera e
colonizar essa regido e as raizes das plantas, sendo que algumas espécies podem
também colonizar o caule, folhas, flores e, eventualmente, sementes (COMPANT et
al., 2010). Existem diversas definigdes sobre endofitos, no entanto, sao definicdes
pouco diferentes, como microrganismo capazes de colonizar tecidos internos das
plantas sem causar sintomas de danos ao hospedeiro (HALLMANN et al., 1997).
Apesar de a natureza assintomatica da ocupacdo endofitica nos tecidos vegetais
costuma ser relacionada com relacdes simbiodticas ou mutualisticas entre ambos,
entre a biodiversidade dos enddfitos também podem ser encontrados sapréfitas
agressivos ou patdégenos oportunistas (Strobel et al., 2003).

Excetos os enddfitos oriundos de sementes, o método passivo mais utilizado
para entrar nas raizes ocorre através de fissuras radiculares e através de fendas
teciduais resultantes do crescimento e abrasdo contra o solo das raizes
(SESSITSCH et al., 2012).No local dessas lesbes, acontece o extravasamento de
metabdlitos das plantas e por isto ocorre uma intensa atragdo de bactérias(BERG et
al., 2005). O apice apical radicular e a coifa sdo os locais preferenciais para adeséo
de bactérias rizosféricas e posteriormente entrada nas raizes. As bactérias também
utilizam como local de entrada onde ocorrem diferenciagdo e alongamento dos pelos
radiculares, assim como, espacos intercelulares da epiderme das raizes. As
bactérias também podem adentrar os tecidos por outros locais como estdomatos,
lenticelas, radiculas e raizes emergentes (LUGTENBERG, 2014).

O reconhecimento é considerado um evento chave para a interagao entre
microrganismos e plantas hospedeiras. O reconhecimento pode ocorrer através de
interagdes fisicas utilizando, por exemplo, adesinas, fimbrias e flagelos ou através
de sinalizacao por pequenas moléculas (LUGTENBERG et al., 2002). Para colonizar
os tecidos internos os endofitos precisam ter caracteristicas necessarias
competentes para atravessar as barreiras impostas pelas raizes, ou seja, possuir
mecanismos ativos para o processo de penetracdo, tais como a producado de
enzimas que degradem parede celular como celulases e poligalactoronidase,
producao de lipopolissacarideos, motilidade (flagelos), adesao celular (pili Tipo IV) e
vias metabdlicas envolvidas no reconhecimento e catabolismo de compostos da
planta, tais como a absorcao e degradacgao de polissacarideos derivados de plantas
(MATTICK, 2002; COMPANT et al., 2010).
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Para os enddfitos sobreviverem dentro de um tecido € necessario se
adequar a um novo ambiente que fornece abrigo mais seguro, nutrientes e baixa
exposicao a estreses bioticos e abioticos, levando isto em consideracao, é esperada
uma competicdo entre os microrganismos endofiticos, ainda assim, nada
comparado, com o ambiente competitivo da rizosfera (LUGTENBERG, 2014). A
colonizagéo dos tecidos internos das plantas precisa ser coordenada para que nao
ocorra um excesso na concentragdo de enddfitos, ou seja, uma densidade celular
bacteriana excessivamente grande, pois isso poderia resultar em morte do
hospedeiro. Para isto, genes envolvidos com o sistema quorum sensing sao
comumente encontrados em microrganismos endofiticos (REINHOLD-HUREK;
HUREK, 2011; LUGTENBERG, 2014). O termo quorum sensing descreve um
fendbmeno em que as bactérias possuem a capacidade de perceber e responder a
moléculas de sinal autogeradas para coordenar o seu comportamento frente ao
tamanho da populagcdo. As bactérias desencadeiam estes sinais somente quando a
densidade celular atinge um determinado limiar (quérum) a qual a expressao de
genes é ativada ou reprimida (DANHORN; FUQUA, 2007; LUGTENBERG, 2014).

2.3 Diversidade de microrganismos associados as plantas

Os microrganismos desempenham papéis fundamentais na manutencéo e
funcionamento de diversos ecossistemas (PROBER et al., 2015), e isto pode ser
atribuido a grande diversidade microbiana existente nos diferentes ecossistemas.

A diversidade microbiana pode ser avaliada por diferentes niveis de
diversidade, tais como diversidade de espécies (representada pelo numero de
espécies diferentes em um bioma ou habitat); genética (variedade de genes dentro
de uma espécie), funcional (quantidade de processos bioldgicos, fungdes ou
caracteristicas de um ecossistema particular), tréfica (indicador da complexidade da
cadeia alimentar), ecolégica (inclui a variabilidade na estrutura da comunidade);
fenotipica e funcional (processos ou padrbes de utilizacdo de fontes de carbono na
comunidade, no entanto, é restrita as informagdes genéticas expressas em
determinadas condigdes ambientais) (JOHNSEN et al., 2001; TORSVIK; @VREAS,
2002; DENG, 2012).

A diversidade microbiana inclui a variabilidade genética entre as espécies

podendo ser avaliada pela sua riqueza e equitabilidade/uniformidade das espécies e
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grupos funcionais na comunidade. O termo riqueza refere-se ao nimero de espécies
na amostra (comunidade, flora, fauna, etc.) enquanto o termo uniformidade
representa a distribuicdo de individuos entre as espécies em uma amostra
(abundancia relativa). A diversidade microbiana descreve a complexidade e
variabilidade entre os diferentes niveis de organizagao biolégica(JOHNSEN et al.,
2001; TORSVIK; @VREAS, 2002).

Os indices de diversidade de espécies refletem a variedade de espécies de
organismos vivos de uma regido, habitat ou comunidade. Estes indices utilizam
definigdes de informagdes taxonémicas do grupo a ser analisado. No entanto, os
indices de diversidade nao podem indicar a composi¢ao de uma comunidade por ser
um valor unico, ou seja, duas ou mais comunidades podem ter o mesmo valor de
diversidade, mas com valores de riqueza e uniformidade diferentes entre as
comunidades (ZILLI et al., 2003).

A diversidade pode ser definida em diferentes escalas e sdo designadas de
alfa (a), beta (B) e gama (¥). A diversidade a também é chamada de diversidade
local, correspondendo a diversidade dentro de uma comunidade ou habitat. Ja a
diversidade B mede o quanto a composi¢cao de espécies varia de um lugar para
outro ou em resposta a variagbes ambientais quaisquer. A diversidade y, também
chamada de diversidade regional, remete a uma diversidade de uma grande area,
bioma, ilha, continente (PROBER et al., 2015).

A anadlise da diversidade microbiana é extremamente importante para
compreender a fungcdo dos microrganismos nos seus habitats especificos, pois
através disso € possivel caminhar em dire¢cdo ao desenvolvimento de técnicas,
processos e produtos ecologicamente corretos e substituir produtos poluentes e que
sejam tao efetivos quanto ou mais que os atuais em comercializagdo, e
principalmente que possuam melhor atividade biologica (GRIFFITHS; PHILIPPOT,
2013).

A rizosfera € uma das fontes principais microrganismos que colonizam a
endosfera, onde apenas alguns filos bacterianos (Tabela 1) que sdo comuns na
rizosfera sdo capazes de colonizar os tecidos internos das plantas(RASCHE et al.,
2006; BULGARELLI et al., 2013). A diversidade bacteriana da endosfera pode ser
considerada, um subconjunto da rizosfera e/ou da comunidade associada as raizes
(SANTOYO et al., 2016).
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Tabela 1: Filos bacterianos dominantes na rizosfera e endosfera de diferentes plantas hospedeiras.

Espécie Hospedeira Rizosfera Endosfera Filo dominante
Aveia brava (Avena fatua) X Actinobacteria, Flrmlcutes,
Proteobacteria
Acidobacteria, Actinobacteria,
Carvalho (Quercus sp.) X Proteobacteria
. . X Acidobacteria, Proteobacteria
Alamo (Populus deltoides) X Proteobacteria
Batata (Solanum tuberosum) X Act!nopacterla, Bactermdetmes,
Firmicutes, Proteobacteria
Batata (Solanum tuberosum) X Actinobacteria, Proteobacteria
Batata (Solanum tuberosum) X Actinobacteria, Bacte_rmdetes,
Proteobacteria
Beterraba (Beta vulgaris) X Actinobacteria Flrmlcutes
Proteobacteria
Milho (Zea mays) X Proteobacteria
Arroz (Oryza sativa) X Actinobacteria, Proteobacteria
Arroz (Oryza sativa) X Firmicutes, Proteobacteria
Acidobacteria,
X Planctomycetes,
Arabidopsis thaliana Proteobacteria
Actinobacteria, Bacteroidetes,
X ;
Proteobacteria
X Acidobacteria, Actinobacteria,
. . . Bacteroidetes, Proteobacteria
Arabidopsis thaliana . R ;
Actinobacteria, Bacteroidetes,
X . :
Firmicutes Proteobacteria

Fonte: Adaptado de BULGARELLI et al. (2013).

Ja foram reportados mais de 200 géneros e 16 filos bacterianos relatados
como enddfitos, incluindo bactérias cultivaveis e ainda ndo cultivadas pertencentes
aos Filos Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacterioidetes, Cholorob,
Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Fusobacteria,
Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes e
Verrucomicrobiae (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006; HALLMANN E
BERG, 2006; Sessitsch et al., 2012; Sun et al., 2006). No entanto, sdo encontrados
principalmente os filos Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria. Estudos tém
mostrado a grande diversidade de microrganismos habitando a rizosfera e a
endosfera de inumeras plantas. Estudos independentes de cultivo tém revelado que
estes habitats tém o microbioma altamente complexo.

As pesquisas de diversidade microbiana equiparam espécies microbianas
com unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com base na sequéncia de DNA do
gene 16S rRNA. O gene 16S é utilizado como marcador molecular e é utilizado nos

estudos de diversidade, evolugdo e ecologia de procariotos, muito utilizado para
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classificagao de bactérias e arqueias. No entanto, o gene 16S possui uma resolugao
genética insuficiente para nomeacao de espécies. OTUs sao definidos geralmente
como um numero de distintas sequéncias de 16S rRNA agrupadas a um certo nivel
de diversidade das sequéncias, geralmente a menor unidade taxondmica é utilizada
para o estudo, podendo ser espécies ou taxons superiores ou até mesmo amostras
de populagées ou individuos (ACHTMAN; WAGNER, 2008).

Embora algumas bactérias tenham os genes 16S rRNA 98% idénticos
podem ser tratadas como espécies diferentes no mesmo estudo, assim como,
espécies diferentes podem ter o 16S mais que 98% ou ocasionalmente
completamente idénticos (ACHTMAN; WAGNER, 2008).

2.3.1 Gene 16S rRNA

Os ribossomos sdo moléculas compostos por proteinas e RNA ribossomal.
Sua fungao é a sintese protéica ou o processo chamado tradugéo. Para isto ocorre a
leitura de um RNA mensageiro como fonte de informacdo enquanto os RNA
transportadores carregam os aminoacidos que serdo incorporados ao polipeptideo
que esta sendo formado(WEIL, 2016).

O ribossomo funcional € composto por duas subunidades, a maior e a
menor. A subunidade maior €& responsavel pela sintese das proteinas
correspondente ao mRNA. Esta subunidade possui uma taxa de sedimentagao de
50S por ser constituida por 30 proteinas, pelo rRNA 23S (codificado por um gene de
2900 pb) e pelo rRNA 5S (codificado por um gene de 120 pb). Ja a subunidade
menor possui a funcédo de “leitura” do mRNA. Esta subunidade possui uma taxa de
sedimentacdo de 30S por ser composta por 20 proteinas mais o rRNA 16S
(codificado por um gene de 1550 pb) (WEIL, 2016).

O fato de o gene 16S codificar um componente imprescindivel para a célula,
expressa a importdncia do grau de conservagdao deste gene. O tamanho da
sequéncia € grande o suficiente e com polimorfismos interespecificos. Embora o uso
de um unico gene tenha muitas desvantagens, o gene 16S é considerado um bom
marcador taxondmico e amplamente utilizado por ser suficientemente informativo
para a identificagdo de microrganismos até o nivel de género e em muitos casos até
nivel de espécie (RENVOISE et al., 2013).
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Um dos métodos utilizados para o estudo da diversidade microbiana é a
investigacdo da sequéncia parcial do gene 16S rRNA. Este gene é amplamente
utilizado por possuir propriedades adequadas para a identificacdo de bactérias, pois
(i) esta presente em todos os organismos procariotos, (ii) possui informagdes para a
realizacdo de analises filogenéticas, (iii) apresenta regides conservadas que
permitem a identificacdo de diversas espécies com o0 mesmo primer, bem como, o
estudo de comunidades microbianas por técnicas independente de cultivo utilizando
este mesmo primer (iv) e também possui regides hipervariadasque permitem a
nomeacao de géneros bacterianos e em muitos casos até espécies bacterianas
diferentes. O nivel de variacdo pode atuar como uma medida da distancia evolutiva
entre espécies microbianas. Outro motivo para sua ampla utilizagdo é que ja possui

milhares de sequencias em bancos de dados de livre acesso (CASE et al., 2007).
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Figura 3: Representacéo esquematica do gene ribossdémico 16S rRNA. As setas indicam as regides
conservadas (Non hypervariable regions) e hipervariadas (Hypervariable regions) (RENVOISE et al.,
2013).

2.4 Importancias dos microrganismos Rizosféricos e Endofiticos

Diversos microrganismos sao capazes de promover O crescimento das
plantas, geralmente sdo designadas como PGPR (Plant Growth Promoting
Rizobacteria - rizobactérias promotoras de crescimento de plantas). Os efeitos
benéficos dessas rizobactérias no crescimento das plantas podem ser diretos ou
indiretos (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009). Para exercer seus efeitos benéficos,
as bactérias geralmente devem colonizar a superficie da raiz ou colonizar a porgéo
de solo logo apds as raizes — a rizosfera. Alguns exemplos de promoc¢ao direta do
crescimento das plantas incluem biofertilizacdo, estimulacdo do crescimento
radicular, rizorremedacao e controle do estresse da planta (LUGTENBERG;
KAMILOVA, 2009). Mecanismos de controle biologico pelos quais as rizobactérias

podem promover indiretamente o crescimento da planta, isto &, reduzindo o nivel de
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doencga, incluindo antibiose, inducdo de resisténcia sistémica e competicdo por
nutrientes e nichos através da produgdo de substancias e moléculas (WHIPPS,
2001).

2.4.1 Producao de compostos bioativos

Os microrganismos que interagem com as plantas podem ter diferentes
efeitos, tais como, prejudicial (patogénicos), neutro ou benéfico sobre a planta
hospedeira (BHATTACHARYYA; JHA, 2012). Sdo os sinais quimicos produzidos
pelas plantas e pelos microrganismos que fazem a mediagao entre estas interagdes
e determinam se uma interagcado sera benéfica ou prejudicial(BAIS et al., 2006). A
maior parte das bactérias associativas de plantas sdo comensais e nao apresentam
efeitos visiveis no crescimento e fisiologia da planta hospedeira. Ja os
microrganismos saprofiticos utilizam material vegetal morto e participam de
processos importantes como a ciclagem de elementos e compostagem
(LUGTENBERG et al., 2002; BHATTACHARYYA; JHA, 2012). Os microrganismos
patogénicos, podem infectar qualquer parte da planta seja caule, folhas, frutos ou
raizes e, pela producdo de substancias fitotoxicas e/ou outros mecanismos, eles
prejudicam o crescimento e fisiologia da planta.

Em contrapartida, colonizando os mesmos habitats encontram-se os
microrganismos benéficos chamados coletivamente de bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP). Cerca de 2 a 5 % das bactérias da rizosfera
(rizobactéria) tem atividade promotora do crescimento vegetal. O termo
“rizobactérias promotoras do crescimento vegetal” foi cunhado por Joe Kloepper no
final dos anos de 1970, e definidas como “bactérias do solo que colonizam as raizes
das plantas previamente inoculas nas sementes e que aumentam o crescimento das
plantas” (SACHDEVA, 2014). Assim como as rizobactérias, as endofiticas também
podem afetar positivamente o crescimento e a saude de plantas (SANTOYO et al.,
2016).

Diferentes mecanismos tanto diretos quanto indiretos podem ser utilizados
pela BPCPs. Nos mecanismos diretos os microrganismos promovem a aquisi¢cao de
nutrientes e minerais essenciais para a planta, tais como: (a) fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), (b) solubilizagdo de fosfato(MISHRA et al., 2015) e (c) mobilizagéo

de outros nutrientes também muito essénciais para as plantas como Ca, K, Fe, Cu,
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Zn e Mn. Outro método direto é a fitoestimulagcdo em que as bactérias produzem
horménios vegetais, tais como, auxinas, citocininas e giberelinas (COMPANT et al.,
2010; BALDANI et al., 2014). Estas bactérias também sdo capazes de estimular o
crescimento da planta indiretamente por diferentes mecanismos como a produgao
de substancias quelantes (sideroforos) e compostos antibidticos (biocontrole),
degradacdo de compostos toxicos, protecdo contra estresses bidticos e abidticos,
entre outros (BAIS et al., 2006; COMPANT et al., 2010).

Além destes, as BPCP podem ter um efeito indireto no crescimento da
planta via controle biolégico de fitopatdgenos. Entre os mecanismos indiretos
encontra-se a producdo de antibidticos e substancias volateis, que atuardo na
protecao e supressao dos efeitos deletérios de fitopatdogenos, diminuindo os danos a
planta (GLICK, 1995; SANTOYO et al., 2016). Além deste, a estimulagdo da
resisténcia sistémica da planta pela producdo de diversas moléculas tais como,
lipopolissacarideos, antibiéticos, flagelos, N-acyl homoserino-lactonas, sideréforos e
biossurfactantes. A produgdo de quitinases e B-1,3-glucanases que agem na
degradagdo da parede celular de fungos. Algumas bactérias promotoras do
crescimento produzem acido cianidrico (HCN), um inibidor eficaz do citocromo C
oxidase e outras metaloenzimas. A sua producgdo implica no controle biolégico de
alguns patogenos, como no caso da podriddo negra de raizes do tabaco
(RAMAMOORTHY et al.,, 2001; LUGTENBERG, 2014; MISHRA et al., 2015;
SREEVIDYA et al., 2016).

A grande maioria das bactérias promotoras tem um ou mais destes
mecanismos que em conjunto podem levar a melhoria do estado nutricional da
planta e consequentemente no seu crescimento e produtividade. Os géneros
bacterianos mais encontrados atuando com promotores do crescimento vegetal
Acinetobacter, Agrobacterium Arthrobacter, Azobacter, Azospirillum, Burkholderia,
Bradyrhizobium,  Rhizobium, Frankia, Serratia, Streptomyces, Bacillus e
Pseudomonas, sendo os dois ultimos sdo mais comumente estudados e
encontrados na rizosfera (BERG et al., 2005; COMPANT et al., 2005; GOSWAMI et
al., 2016).

A descoberta de novos compostos bioativo € muitas vezes direcionada pelo
conhecimento popular sobre as plantas medicinais (STROBEL et al., 2003, 2004,
GUNATILAKA, 2006; CHANDRA, 2012; MOUSA; RAIZADA, 2013). Estudos com

plantas medicinais tém sido realizados em todo o0 mundo principalmente por grupos
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de pesquisa chineses, que culturalmente fazem uso terapéutico de diversas
especies medicinais. Estes estudos tém revelado uma grande diversidade de
fungos e bactérias, em especial actinobactérias do género Streptomyces sp.,
inclusive com a descoberta de algumas espécies e géneros novos na rizosfera e
endosfera de diferentes espécies medicinais. Estes estudos tém também
evidenciado que estes microrganismos, em especial os endofiticos, sdo produtores
de diversos metabdlitos secundarios que podem ter grande relevancia
biotecnoldgica, evidenciando o grande potencial destes habitats como fonte de
novos microrganismos e de novos compostos bioativos (QIN et al., 2011).

As plantas medicinais abrigam, de fato, uma microbiota diferenciada devido
aos metabolitos secundarios unicos e divergentes que produzem, esta € a causa
mais provavel responsavel pela alta especificidade dos microrganismos associados
as plantas medicinais (Ql et al., 2012). Microrganismos associados as plantas
representam, principalmente, os endofiticos, representam uma fonte rica e confiavel
de diversidade genética e espécies ainda ndo descritas e juntamente com eles é
possivel que sejam encontrados novos compostos naturais (STROBEL et al., 2003).

Tan e Zou (2001), descrevem que a razao pela qual alguns enddfitos sao
capazes de produzir certos compostos fitoquimicos, originalmente caracteristicos do
hospedeiro, podem estar relacionados com uma resposta evolutiva entre o endéfito
e o0 hospedeiro através de recombinagao genética.

Este conceito foi proposto por STIERLI (1993) ao tentarem explicar 0 mecanismo
pelo qual o fungo endofitico Taxomyces andreanae,foi encontrado produzindo o
composto paclitaxel (Taxol®). A producdo deste composto foi identificada
inicialmente no seu hospedeiro, planta Taxus brevifolia, no entanto, mais tarde, foi
observado que ambos os microrganismos eram capazes de produzir o mesmo
composto (Strobel et al., 2003). O paclitaxel (Taxol®) um diterpendide com atividade
antimitética muito utilizado contra céncer de ovario e de mama. Mais tarde, foi
observado a produgdo deste composto em diversos outros microrganismos
endofiticos isolados de uma ampla variedade de plantas n&o produtoras de
paclitaxel, indicando que a capacidade de produgao deste composto, em particular,
€ mais disseminada entre os fungos do que em plantas (ALY et al., 2010). Esta
conexdo entre as plantas e seus microrganismos em relagdo a sintese de
compostos bioativos tem sido observada em outras interagdes principalmente com

fungos endofiticos, como nas interagdes entre Myceliasterilia e Catharanthus roseus
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que produzem vincristina (YANG et al, 2004), Trametes hirsute e Podophyllum
hexandrum produtores de podofilotoxina (PURIlet al, 2006), Entrophospora
infrequense Nothapodytes foetidana produgao de camptotecina (PURI et al., 2006),
Thielavia subthermophilae Hypericum perforatum que produzem hipericina (KUSARI
et al., 2008).

Conforme reportado por GUNATILAKA (2006), os microrganismos
endofiticos s&o produtores habeis de diversos compostos bioativos com estrutura
quimicas unicas e, em sua maioria, com atividade antimicrobiana (GUNATILAKA,
2006). Atividade antibacteriana e antifungica contra patégenos de plantas e também
de importancia médica, tem sido observada em varios isolados de fungos endofiticos
de diferentes espécies de plantas medicinais, como Orthosiphon stamineus (cha de
Java) (TONG et al., 2011), Smallanthus sonchifolius (yacén) (RAMOS et al., 2010),
Camptotheca acuminate (arvore da vida) (DING et al, 2010). Diversos compostos
quimicos com estruturas unicas e diferentes tipos de atividade biologicas tém
também sido identificados de microrganismos endofiticos, como pestacina e
isopestacina (antimicrobiano e antioxidante) obtido Pestalotiopsis microspora
(STROBEL et al., 2004), antibiéticos derivados de policetideo, pirrocidinas A e B
obtidos de Acremonium zeae (WICKLOW et al., 2005; WICKLOW; POLING, 2009)
entre outros.

Assim como os fungos, as bactérias endofiticas e também as rizosféricas
tem grande potencial de produgdo de metabdlitos secundarios. As bactérias gram-
positivas filamentosas (Actinobactérias) se destacam como um dos principais grupos
produtores de antimicrobianos, em especial aquelas do género Streptomyces spp., 0
qual é fonte de 80% dos antibidticos produzidos pelas actinobactérias (STROBEL et
al., 2004). Estes microrganismos sao habitantes comuns do solo; contudo varios
estudos tém revelado uma grande diversidade de actinobactérias no habitat
endofitico, em sua maioria com elevada atividade antimicrobiana (QIN et al., 2011).
Bactérias do género Streptomyces spp. Entre outros compostos antimicrobianos
descobertos estdo os peptideos munumbicinas e coranomicina que possuem
potente atividade antimicrobiana e também antimalarica (CASTILLO; et al, 2002;
EZRA et al, 2004).

Além das actinobactérias, outras bactérias como aquelas do género
Pseudomonas e Bacillus sp. também se destacam na produgdo de metabdlitos

secundarios. Membros do género Pseudomonas sp. sao conhecidos pela grande
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diversidade metabdlica e pela produgcdo de metabdlitos secundarios como os
peptideos antifungicos pseudomicinas para controle do fungo fitopatogénico
Mycosphaerella fijiensis, agente causal da doenga sigatoka negra em bananas
(STROBEL et al., 2004). A produgao de fengicina e surfactina por isolado de B.
amyloliquefaciens tem sido também considerado napreservagao de alimentos e no

controle de doencas de plantas (SUN et al., 2006).

2.5 Antagonismo e produgéo de compostos antimicrobianos

No ambiente, os microrganismos convivem em condicbes de associagao
intima com individuos de outras espécies e raramente as populacbes se
desenvolvem independentemente. As interagdes entre os microrganismos podem
assumir diferentes formas podendo ter efeitos benéficos ou deletérios (DRAKE et al.,
2013). Os microrganismos podem possuir relagdes benéficas em que uma ou ambas
as espécies sao favorecidas sem ocorrer prejuizos para nenhuma das partes, como
no comensalismo em que um dos organismos € beneficiado e ndo ocorre prejuizo
para o outro microrganismo em associagao com este. Na protocoperagdo um dos
organismos proporciona o beneficio a outro e cada qual se torna um complemento
do ambiente de vida para o outro, ndo sendo obrigatdria esta interagdo(ANDREWS;
HARRIS, 2000). Outra forma de interagao benéfica € o mutualismo, em que ocorre
uma coexisténcia intima entre espécies em que recebem os beneficios da
associagao (HARDOIM et al., 2008).

Por outro lado, os microrganismos também podem conviver em interagdes de
antagonismo no ambiente, as quais alguns microrganismos criam condi¢cdoes
desfavoraveis ao desenvolvimento de outros. No parasitismo, o organismo que se
comporta como parasita sobrevive em detrimento do seu hospedeiro (HARDOIM,
2008). Outra interacdo que pode haver predacédo, semelhante ao parasitismo, no
entanto, mais agressiva, pois € baseada na degradag¢ao enzimatica, por exemplo, da
parede celular fungica (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009). A competigdo € outra
interagdo entre os organismos, a qual dois organismos competem por um recurso
indispensavel tal como espacgo, agua, nutrientes, oxigénio, luz e ferro, fazendo valer
entdo a producdo de compostos que irdo beneficiar o microrganismo e fazer com
que este se sobressaia em relacdo ao outro como no caso da competi¢cao pelo ferro

em que O organismo que possui a capacidade de produgcdo de sideroforos
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(moléculas quelantes de ions, principalmente o ferro) impedindo que outro
organismo utilize este nutriente (LOON et al., 1998; HIBBING et al., 2010).

Por conta destas interagbes deletérias no ambiente em que os
microrganismos compartilham, pode ocorrer outra interacdo chamada de antibiose
em que um organismo produz um metabdlito que sera prejudicial sobre outro
organismo. Estes microrganismos chamados de antagonistas terdo mais chances de
se estabelecer e perpetuar no ambiente em detrimento de outros influenciando,
portanto, a comunidade microbiana (SINGH et al., 2011).

Estas interacdes estabelecidas entre os microrganismos de um determinado
ambiente sdo governadas principalmente pela disponibilidade de nutrientes, sendo
comum a escassez de nutrientes em diversos ambientes como no solo. Neste
ambiente competitivo, para sobressair e se estabelecer no ambiente, muitos
microrganismos produzem moléculas que interferem no crescimento e sobrevivéncia
de outros organismos (BERG et al., 2005).

Dentre os mecanismos responsaveis pela atividade antagbnica incluem:
inibicdo pela producdo de antibidticos, toxinas e compostos tensoativos como o0s
biossurfactantes; competicdo pelo ferro através da producdo de sideroforos;
competicdo por locais de colonizagdo e nutrientes fornecidos pelas raizes e
sementes; indugcdo de mecanismos de resisténcia a planta; e parasitismo que pode
envolver enzimas de degradagédo da parede extracelular, tais como, quitinases e [3-
glucanases (WHIPPS, 2001; BERG et al., 2005).

Em adicdo a producao de enzimas liticas, mecanismos de parasitismo, como
descrito acima, a producdo de compostos antimicrobianos € um dos principais
recursos utilizados pelos microrganismos antagonistas para se sobressair no
ambiente reduzindo deste modo a competicdo por nutrientes muitas vezes escassos,
como em habitats como o solo que possui uma grande diversidade de
microrganismos. Um dos grupos microbianos mais eficientes na producdo de
substancias antibidticas sé&o as actinobactérias do género Streptomyces sp.
(FIEDLER, 2010). Estes microrganismos possuem uma grande diversidade de vias
de biossintese de antibidticos e, por isso, sdo capazes de sintetizar uma grande
variedade de antibidticos com estruturas unicas. Os microrganismos podem utilizar
as diferentes vias, as quais podem ser expressas conforme as condi¢gdes do

ambiente, como em situagdes de estresse bidtico e abiodtico.
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Diferentes classes de compostos antimicrobianos ja comercializados sao
produzidas pelos microrganismos, tais como antibiéticos beta-lactamicos que inclui a
classe das penicilinas (amoxicilina e oxacilina) que sado produzidos por fungos do
género Penicillium sp. (PASTRE et al., 2007), as cefalosporinas que sé&o produzidas
por espécies de fungo do género Acremonium sp. (WICKLOW; POLING, 2009).
Além dos fungos as bactérias também representam uma fonte muito rica de
compostos antimicrobianos principalmente bactérias do género Streptomyces sp.
Este género produz antibiéticos da classe dos glicopeptideos, tetraciclinas como, por
exemplo, a vancomicina (BASAVRAJ; DEEPAK, 2011), clortetraciclina, eritromicina,
estreptomicina, acido clavulanico, daptomicina, cloranfenicol, rifamicina B e os
peptideos munumbicinas A-D (CASTILLO et al., 2017).

2.6 Sideroéforos

O ferro € um elemento essencial para o crescimento dos microrganismos,
pois atua em diversos processos celulares e participa como cofator de mais de 100
enzimas dos metabolismos primario e secundario (HANTKE, 2001). A sua
deficiéncia pode causar inibigdo do crescimento celular, reducédo da sintese de RNA
e DNA, inibicdo da esporulagdo em bactérias esporulantes e podendo até alterar a
morfologia da célula (SOLANKI et al., 2014).0 ferro também desempenha um papel
importante na formagdo do biofilme microbiano, uma vez que regula a mobilidade
superficial do microrganismo (DANHORN; FUQUA, 2007).

No entanto, ainda que o ferro seja o quarto elemento quimico mais
abundante na terra, o ferro ferroso (Fe?*), a forma utilizada pelos organismos é
pouco disponivel na natureza. Isto ocorre, pois em condicdes aerdbicas, o Fe? livre
é rapidamente oxidado a ferro férrico (Fe®*) formando hidréxido de ferro que é
insoluvel em pH fisiolégico (NEILANDS, 1995).

Os microrganismos quando crescem em ambientes sob limitada
disponibilidade de ferro produzem compostos de baixo peso molecular (~1kDa) com
elevada afinidade ao ferro. Estas moléculas sdo chamadas de sideroforos, e
possuem a capacidade de se ligarem fortemente a ions metalicos (NEILANDS,
1995). A principal fungdo do sideréforo é captar o ferro do ambiente e torna-lo
disponivel para a célula microbiana. Os sideroforos sdo comumente liberados para o

meio ambiente, aonde irdo se ligar ao ferro e posteriormente serdo absorvidos



35

novamente pela célula. Apés a liberagao do ferro na célula, este siderdforo pode ser
secretado novamente para o ambiente (KUMAR et al., 2012).

Para o sistema de captacdo do ferro em gram-negativos existem trés
componentes que agem para o transporte do ferro para dentro da célula: (1) um
sider6foro que atua como o quelante para o ferro férrico, (2) um receptor de
membrana por onde o complexo ferro-sideréforo atravessa a membrana microbiana
e (3) um sistema enzimatico presente no interior da célula para liberar o ferro do
sideréforo (MIETHKE; MARAHIEL, 2007; ALI; VIDHALE, 2013).

Dentre as suas utilidades para a célula bacteriana, os sideréforos sao
utilizados para solubilizar o ferro férrico insoluvel e transporta-lo para dentro da
célula, bem como agir como moléculas antimicrobianas competindo pelo ferro
disponivel impedindo que patégenos utilize este ferro. Os sideroforos sédo produzidos
em condicbes de baixos niveis de ferro dentro da célula, quando em ambientes
deficientes de ferro e em condigcbes que necessitam do sideréforo como agente
antimicrobiano (ALI; VIDHALE, 2013).

Apesar da fungao primaria dos sideroforos seja fornecer ferro soluvel para os
microrganismos, a producao e liberacdo destas moléculas podem ter outras funcdes
no ambiente em que sao produzidas. Em consequéncia da captagao de ferro do
ambiente, os sideroforos indiretamente aumentam a competigdo por nutrientes
mineraisimpedindo que microrganismos que nao fagam parte da comunidade
microbiana se estabelecame desta forma protegendo o ambiente que habitam
(HIBBING et al., 2010; AHMED; HOLMSTROM, 2014). Da mesma forma, os
sideroforos podem fazer a protegao de plantas contra fitopatdgenos impedindo que o
mesmo adquira o ferro, o que dificulta a proliferacdo e a colonizagao das raizes pelo
fitopatogeno (SOLANKI et al., 2014). A presenca de sideroforos eleva
significativamente a biodisponibilidade de ferro para os microrganismos o que resulta
na proliferacdo da populagdo microbiana, acarretar em uma alteragdo na
comunidade microbiana do solo (SULLIVAN et al., 2012).

Os sideréforos possuem diversas aplicagdes biotecnolégicas podendo listar
algumas como na agricultura aumentando a absorg¢ao de ferro pelas plantas, como
controle de fitopatégenos (PERALTA, 2012) e remog&o de metais pesados do solo
(SAH; SINGH, 2015), na area de biossensor auxiliando na detec¢cdo de baixas
concentragbes de ferro (AHMED; HOLMSTROM, 2014), na area medicinal séo

utilizados para formar complexos com antibiéticos aumentando a eficiéncia de
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absor¢do do antibidtico pelo microrganismo patogénico resistente a antibidtico,
também podem ser utilizados no tratamento de doengas nas quais a principal causa
€ o0 acumulo de ferro no organismo, entre outras aplicagbes meédicas ja foram
relatadas ac¢des antimalarica e anticancerigena(SAHA et al., 2016).

Os sideroforos podem ser classificados em trés diferentes tipos principais de
acordo com o seu grupo funcional de ligagao ao ferro (lll), sendo eles, catecolato ou
fenolato, hidroxamato e carboxilato, no entanto, alguns sider6foros podem ter
diversas caracteristicas quimicas integrando dois tipos de sideréforos na mesma
molécula e variagbes nas suas ligagdes geram maior diversidade de estruturas de
sideroforos também conhecidos como sideréforos mistos (MIETHKE; MARAHIEL,
2007).

Os sideréforos sdao compostos bioativos produzidos pelo metabolismo
secundario dos microrganismos. Os produtos do metabolismo secundario podem ser
produzidos pela via ribossomal ou por dois tipos de complexos multienzimaticos
chamados de peptideo ndo-riossomal sintetase (NRPS) e policetideos sintetases
(PKS). Estes complexos multienzimaticos s&do formados por varias enzimas, cada
enzima contém os moédulos que por sua vez contém os dominios, nos quais, 0s
peptideos vao sofrendo reagdes cataliticas e passando de moédulo a modulo até
formar todo o composto. De modo geral e resumidamente, as enzimas sé&o
constituidas por trés dominios enzimaticos: (1) dominio de adenilagdo, que seleciona
0 aminoacido que sera ativado e depois transferido pela (2) proteina carreadora de
peptidios para o dominio de condensacao (C) que catalisa a formagao da ligagao
peptidica (KLEINKAUF; DOHREN, VON, 1996; ESMAEEL et al., 2016). O outro tipo
de complexo multienzimatico, as policetideos sintetases (PKS) ao invés de
selecionar aminoacidos para iniciar a sintese de metabdlitos secundarios, elas
fazem a condensagdo de unidades acetila ou malonila (KLEINKAUF; DOHREN,
VON, 1996). Os metabdlitos secundarios também sdo produzidos por vias
metabdlicas hibridas e ndo apenas por uma via, assim como ocorre na montagem do
sideroforo yersiniabactin que necessita de um sistema hibrido de peptideo néao-
ribossomico/policetideo (NRPS/PKS) para sua producdo (MILLER et al., 2009;
KOMAKI et al., 2014).

Algumas bactérias do género Streptomyces produzem moléculas de
sideroforos acopladas a moléculas antibidéticas como € o caso da Albomicina

produzida por Streptomyces griseus, um metabdlito secundario que como
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caracteristica da molécula é ter no N-terminal uma por¢cdo com um sideréforo
semelhante ao ferricromo com um atomo de ferro. Esta molécula é captada por
bactérias que possuem mecanismo de aquisicdo de ferro do ambiente. Uma vez
dentro da célula, estas duas porcdes sdo hidrolisadas enzimaticamente e o C-
terminal, um nucleosil dipeptideo contendo serina, se comporta como seril-AMP
(necessario para a sintese de RNA transportador do aminoacido serina) atua como
antibidético por inibicado de seril-tRNA sintetase, uma enzima essencial envolvida na
sintese de proteinas (BRAUN et al., 2009; KULKARNI et al., 2016). Estes
conjugados de sideréforo-farmaco chamados de sideromicinas e utilizam como alvo
o sistema de captacao de ferro em bactérias e fungos, uma vez dentro da célula, o
conjugado € hidrolisado e o farmaco é liberado para agir, esta técnica foi apelidada
de “Cavalo de Tréia" pelo seu modo de acdo. As sideromicinas representam um
novo método de administracdo de antibidticos e fonte para o desenvolvimento de
novos agentes antibacterianos sintéticos. A técnica limita o aparecimento de
resisténcia bacteriana e aumentam a absor¢do do antibiotico pela célula(BRAUN et
al., 2009; WENCEWICZ et al., 2009, 2013).

2.7 Biossurfactantes

Surfactante é a denominacdo atribuida aos compostos comumente
encontrados em detergentes e sabdes. Os organismos vivos podem produzir
diversos compostos com propriedades tensoativas, como plantas que produzem as
saponinas, microrganismos que produzem glicolipidios e também animais incluindo
humanos, com a produgao dos sais biliares (GAUTAM; TYAGI, 2006).

Os biossurfactantes foram identificados como compostos do metabolismo
celular microbiano com finalidade de locomoc¢ao, defesa bacteriana e solubilizagao
de substratos insoluveis em agua, que pela diminuicdo da tenséo superficial entre
fases tornam o substrato mais disponivel para utilizagdo. Os biossurfactantes séo
encontrados em abundancia em bactérias e o principal papel fisiolégico dos
biossurfactantes € permitir que os microrganismos cresgam em substratos que sao
insoluveis em agua através de uma redugao da tensao superficial entre as fases,
tornando o substrato mais disponivel para absor¢gdo e metabolismo de nutrientes,

atuando como moléculas de comunicacdo em biofilmes, promovendo a absorg¢ao de



38

substratos pouco soluveis, fatores de viruléncia e compostos antimicrobianos
(BANAT et al., 2010; RUFINO; SARRUBBO, 2014).

Os biossurfactantes sdo geralmente de origem microbiana, estes diminuem
a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante, e s&o provenientes de
subprodutos de metabdlitos de bactérias, fungos e leveduras.

No geral, os biosurfactantes possuem uma caracteristica anfifilica que as
permitem atuar entre duas interfases de fluidos de diferentes polaridades tais como
agual/dleo e agua/ar diminuir a tensdo superficial e interfacial (GAUTAM; TYAGI,
2006; BANAT et al., 2010).No dominio hidrofébico (apolar)se encontra um
hidrocarboneto composto de um ou mais acidos graxos que podem ser saturados,
insaturados ou ramificados. Na porgao hidrofilica (polar) existem trés possibilidades
de ligantes: ndo ibnica, ibnica (catibnica ou anibnica) ou anfotérica, ou seja,
dependendo das condigdes de pH da solugao, pode exibir caracteristica aniénica ou
catibnica. Na porgao hidrofilica podem-se encontrar acidos carboxilicos,
carboidratos, aminoacidos ou peptideos, fosfatos e alcool(RUFINO; SARRUBBO,
2014). A maior parte dos biossurfactantes s&o neutros, ou anidénicos variando de
pequenos acidos graxos a grandes polimeros (GUDINA et al., 2013).

Os liquidos assumem a melhor forma que diminua sua area de superficie
como tentativa de manter moléculas com o maior numero de vizinhos idénticos ou
similares, isso faz com que as gotas de liquidos adotem a forma esférica, pois esta
possui a menos razao superficie volume (HEWITT, 2002). As moléculas no interior
de um liquido compartilham as forgas coesivas entre elas, no entanto, as moléculas
presentes na superficie de um liquido ndo possuem atomos semelhantes acima
delas, por este motivo ocorre uma forga atrativa mais forte sobre as vizinhas
moléculas mais préximas na superficie. Este aumento das forgas atrativas
intermoleculares na superficie € chamado tensao superficial (HEWITT, 2002). A
tensdo superficial de um liquido pode aumentar ou diminuir com a adicdo de um
soluto. Caso o soluto se concentre na interface, entdo a tensédo superficial ou
interfacial entre as fases diminui (FERREIRA, 2005).

Assim como surfactantes sintéticos, os biossurfactantes produzidos por
microrganismos sao compostos anfifilicos, tdo efetivos quanto os surfactantes
quimicos. Os biossurfactantes possuem baixa toxicidade e capacidade de produgao
a partir de substratos ecolégicos e possuem maior estabilidade em condi¢des

extremas, ao contrario disso, muitos surfactantes sintéticos apresentam baixa
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biodegradabilidade, o que limita seu uso em diversas aplicagbes industriais e
ambientais. Apesar dos beneficios dos biossurfactantes, eles ndo competem
economicamente com surfactantes sintéticos. Varios surfactantes sao produzidos
quimicamente a partir do petrdleo, o0 que leva a um processo de fabricagao
ambientalmente prejudicia GAUTAM; TYAGI, 2006; SACHDEV; CAMEOTRA,
2013). A crescente preocupagdao com O meio ambiente entre os consumidores
somada as legislagcbes ambientais tem levado a busca por biossurfactantes como
forma alternativa aos produtos sintéticos existentes.

O maior comércio para os biossurfactantes esta na industria petrolifera, por
serem empregados na producdo de petréleo ou aliados em formulagdes de 6leos
lubrificantes, bem como, na utilizacdo na dispersdo de surfactantes no
derramamento de 6leos, remogao e mobilizagao de residuos de 6leo em tanques de
estocagem, e a recuperagao melhorada de petroleo. A redugao da tensao interfacial
torna estes compostos adequados para varias aplicagdes envolvendo: detergéncia,
emulsificagao, lubrificacdo, capacidade, espumante, molhabilidade, solubilizacdo e
dispersédo de fases. S&o utilizados em aplicagdes ambientais como agentes na
biorremediagdo (SHAH et al., 2016), no tratamento de residuos e dispersdo de
derramamentos de 6leo, onde os biossurfactantes sdo empregados na emulsificagao
direta aumentando a solubilidade de contaminantes hidrofobicos no solo. Na
agricultura sdo utilizados em formulagées de herbicidas e pesticidas, pois os
compostos ativos destas formulacdes na maioria das vezes sao hidrofdbicos, sendo
necessarios emulsificantes para dispersa-los em solugdes aquosas. Entre outras
aplicagdes estdo a utilizacdo de biossurfactantes na mineragdo, recuperagao
melhorada do petréleo, em produtos de higiene e cosméticos, industria de alimentos,
industria de tintas, industria de papel, téxtil e ceramica (BANAT, 2000).

Alguns biossurfactantes apresentam também importancia na medicina como
agente terapéutico com atividade antimicrobiana, antiviral, antitumoral, antiaderentes
e adjuvantes em imunologia(CAMEOTRA et al., 2004).Um dos mais conhecidos
biossurfactantes da area terapéutica é a surfactina, conhecida pela sua poténcia de
inibicdo da formacado de coagulos, formacdo de canais ibnicos em membranas,
atividade antibacteriana e antifungica; atividade antiviral e antitumoral (CAIl et al.,
2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Este estudo teve como objetivo analisar a diversidade de bactérias
cultivaveis associadas a planta medicinal Baccharis trimera e avaliar o potencial
biotecnoldgico e antimicrobiano dos isolados pela analise da produgao de sideroforo,

surfactantes e da atividade antagbnica.

3.2 Objetivos Especificos

e |Isolar e preservar bactérias associadas a rizosfera e endorrizosfera de B.
trimera e construgao de uma colegcdo com elevada diversidade;

e Avaliar as caracteristicas morfologicas das coldnias;

e Posicionar taxonomicamente os isolados por meio da amplificagao,
sequenciamento e analise do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA,;

e Caracterizar a morfologia dos isolados e seu potencial biotecnoldgico, quanto

a produgao de sideréforos, surfactantes e atividade antagonista dos isolados.
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RESUMO

O uso de técnicas moleculares tem permitido a descoberta de uma ampla
diversidade de microrganismos com potencial biotecnoldgico. As plantas medicinais
podem abrigar uma grande diversidade de microrganismos desconhecidos e que
apresentam potencial para producdo de compostos bioativos, principalmente com
atividades antimicrobianas. Neste sentido, a planta medicinal Baccharis trimera
(Less DC Ateraceae) foi escolhida para investigar a composigdo de sua comunidade
microbiana e caracterizar o potencial biotecnoldgico dos isolados. Para isto, foram
coletadas amostras de B. frimera crescidas espontaneamente nas cidades de Ponta
Grossa-PR e Ortigueira-PR. Inicialmente, foi realizada a contagem populacional da
rizosfera e endorrizosfera nos meios de cultvo R2A e Agar Batata. O
posicionamento filogenético dos isolados foi realizado pelo sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA. Posteriormente os isolados foram avaliados quanto a produgéo
de compostos antimicrobianos por testes de antagonismo, producao de sideroforos e
biossurfactantes. A populagéo bacteriana variou de 1,25x10' a 1,03x10” no meio
agar batata e 6,25x10° a 8,08x10° em meio R,A. A contagem populacional da
rizosfera foi maior que a populagéo bacteriana da endosfera independentemente da
localidade de coleta ou do meio de cultivo analisado. Apds a contagem, 182 isolados
foram selecionados e criopreservados para compor uma cole¢cdo de bactérias. Foi
realizado um agrupamento dos isolados através da técnica de ARDRA e a partir
deste foram selecionados 129 isolados para sequenciamento. Foram identificados
38 géneros bacterianos alocados nas seguintes classes bacterianas: Bacilli (30%),
Actinobacteria (24%), a-Proteobacteria (22%), [B-Proteobacteria (12%) e vy-
Proteobacteria (12%). Os principais géneros encontrados nas duas localidades
foram  Streptomyces, @ Pseudomonas,  Methylobacterium,  Staphylococcus,
Paenibacillus, Variovax, Burkholderia, Luteibacter, Arthrobacter, Bacillus e
Bradyrhizobium. Dos 182 isolados, 112 apresentaram producdes em diferentes
niveis de antimicrobianos, sideréforos e biossurfactantes. Os resultados deste
trabalho demonstram que a comunidade bacteriana da rizosfera e endorrizosfera
associada a planta medicinal B. trimera é diversa e com alto potencial
antimicrobiano.

Palavras-chave: Microrganismos associativos, planta medicinal, antagonismo,
sideroforos, biossurfactantes, bioprospeccao.
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INTRODUCAO

O Brasil € um pais privilegiado pela sua megabiodiversidade. Sua flora é a
mais diversa do mundo, pois € composta por mais de 55 mil espécies de plantas
superiores (LEWINSOHN, 2006). Nesta diversidade, encontram-se algumas plantas
medicinais. Os estudos das comunidades microbianas associativas destas plantas
ainda sao incipientes. As plantas medicinais possuem uma comunidade microbiana
distinta devido aos seus metabdlitos secundarios unicos e divergentes, e que podem
estar relacionados com a especificidade da microbiota associada. Neste sentido, as
plantas medicinais representam uma fonte muito rica em microrganismos com alto
potencial biotecnoldgico, muitos dos quais sao utilizados para aplicagdo em areas
como medicina moderna e agricultura (Ql et al., 2012).

Segundo STROBEL (2003), o estudo da microbiota de plantas visando a
obtencdo de microrganismos com potencial bioativo é levado em consideracédo as
propriedades farmacoldgicas e o uso popular destas plantas. As plantas medicinais
foram reconhecidas como reservatorios de enddfitos com grande potencial de
producdo de novos metabolitos de importédncia farmacéutica (CARVALHO et al.,
2012).

Apesar do aumento dos estudos sobre comunidades microbianas
associadas a plantas medicinais, muitos pontos ainda sdo pouco conhecidos tais
como o conhecimento sobre a diversidade, a taxonomia microbiana, a composig¢ao
da microbiota e potencial biotecnoldgico dos microrganismos associados a plantas
medicinais. A planta medicinal Baccharis trimera é uma planta medicinal nativa do
Brasil encontrada nas regides Sul e Sudeste do Brasil. E muito conhecida
popularmente por seu sabor amargo e utilizada contra disturbios hepaticos e
digestivos.

A microbiota das plantas pode estar associada a praticamente todas as partes
das plantas, como na rizosfera, filosfera e endosfera (BULGARELLI et al., 2013). Em
todos estes locais os microrganismos mantém diversas interagbes sejam elas
benéficas, neutras ou deletérias (HARDOIM et al., 2008). Em ambientes
competitivos como, por exemplo, a rizosfera, € comum encontrar microrganismos
produzindo compostos antimicrobianos. Estes microrganismos antagonistas terao
mais chances de se estabelecer e perpetuar no ambiente em detrimento de outros

influenciando, portanto, a comunidade microbiana (SINGH et al., 2011).0s
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microrganismos podem utilizar as diferentes estratégias para sua protecao e/ou do
hospedeiro, pela produgcdo de moléculas bioativas, as quais podem ser expressas
conforme as condi¢gdes do ambiente, como em situagbes de estresse bidtico e
abidtico. Para tanto os microrganismos podem produzir compostos para a aquisigao
de nutrientes tais como, os sideréforos e surfactantes.
A analise da diversidade microbiana é importante para compreender a fungao
dos microrganismos nos seus habitats especificos, pois desta forma é possivel o
desenvolvimento de técnicas, processos e produtos ecologicamente corretos e
substituir produtos poluentes que possuam melhor atividade biolégica (GRIFFITHS;
PHILIPPOT, 2013).
Portanto, os objetivos deste trabalho foram investigar a comunidade
bacteriana cultivavel da rizosfera e endorrizosfera da planta medicinal B. trimera,
bem como, investigar o potencial antagonista, producdo de sideréforos e

biossurfactantes dos isolados obtidos.

MATERIAL E METODOS
Coleta do Material Vegetal

As amostras de carqueja (B. trimera Less. DC) foram coletadas em dois locais
de ocorréncia natural da espécie no estado do Parana, regido sul do Brasil. A
primeira coleta foi realizada em julho de 2015 nas proximidades da cidade de Ponta
Grossa (25°05'42" S 50°09'43"W) e a segunda em setembro de 2015 na regido de
Ortigueira (24°12'30" S 50°56'58"W). Foram coletadas 12 plantassem sintomas
aparentes de dano ou doenga. Posteriormente foram reunidas aleatoriamente para
constituir trés amostras compostas (A1, A2 e A3). As amostras foram armazenadas
individualmente em sacos plasticos e transportadas sob refrigeragdo ao laboratério
de Genética de Microrganismos (LAGEM). O processamento das amostras foi
realizado no periodo de 24 h.

Foram coletadas 12 amostras do solo de cada localidade e foram analisadas
conforme metodologia de SILVA (1999) para dosagem de carbono, pH do solo e
acidez potencial, saturagao de bases, fésforo, potassio, calcio, magnésio, aluminio e

matéria organica.
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Contagem e Isolamento de bactérias

Amostras de 2 gramas de raizes de cada amostra (A1, A2 e A3) foram
transferidas para tubos falcon contendo 25mL de agua peptonada tamponada (10
g/L de peptona, 5 g/L de NaCl, 3,5 g/L de Na;HPO4, 1,5 g/L de KH2POy4, pH 7,4) e,
em seguida, homogeneizadas no vértex por 30 seg e sonicadas por 30 seg no
banho ultrassénico (Elma®) a frequéncia 80kHz e poténcia 50%, a 4 °C. Este
procedimento foi repetido e as duas suspensdes reunidas (50 mL), constituindo a
suspensao da rizosfera-rizoplano de Ponta-Grossa (R-PG) e Ortigueira (R-OT).
Apés, as raizes foram tratadas com cloramina-T a 1% por 30 min e, em seguida,
lavadas trés vezes com agua destilada estéril por 5 min cada lavagem. As raizes (2
g) foram maceradas com 50mL de agua peptonada tamponada, constituindo a
suspensao da endosfera (E-PG ou E-OT). A eficiéncia do tratamento com cloramina-
T foi avaliada pelo plaqueamento em meio BDA (4 g/L de infusdo de batata, 20 g/L
de dextrose, 15 g/L de agar) de 0,1mL da agua da ultima lavagem das raizes, em
triplicata(SCHULZ et al., 1993).

As suspensodes obtidas foram diluidas em solugao salina (1:9 mL v/v) até a
diluicdo 107, para a suspensdes da rizosfera-rizoplano, e até a diluicdo 10 para as
suspensdes da endosfera. Aliquotas de 100 uL das quatro ultimas diluicdes das
suspensdes da rizosfera-rizoplano ou endosfera foram plaqueadas com algca de
Drigalski em diferentes meios de cultivo sdélido. Foram utilizados o meio caldo-agar-
batata (caldo de 200g de batata cozida, 15 gL™ de agar, pH6,5) e 0 meio Reasoner's
2A (R2A) que continha (g/L)0,5 de extrato de levedura, 0,5 de peptona,0,5 de
caseina acida hidrolisada, 0,5 de glicose, 0,5 de amido soluvel, 0,3 de piruvato de
$06dio,0,3 de KyHPO4,0,05 de MgSQO4,15 de agar e pH 6,5 (REASONER, 1979). Os
meios foram suplementados com 100 ug.mL'do fungicida Benomyl.

As placas foram incubadas em BOD a 28°C e monitoradas semanalmente por
até 30 dias. A contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) foram realizadas
apoés 7, 15 e 30 dias de incubagdao. O numero de colbnias foi convertido em UFC.g'1
de peso fresco e transformado em Log10 de UFC.g'. As colonias distintas
morfologicamente que surgiram durante o periodo de incubacao foram transferidas
para o meio soOlidoR2Ae repicadas até a obtencdo de colbnias puras dos isolados.
Os isolados obtidos foram devidamente identificados e armazenados a -20°C em

meio TSB com 50% de glicerol.
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Amplificagdo do gene 16SrRNA

O DNA foi extraido por lise alcalina utilizando uma colbénia fresca do isoladoe
100uL de NaOH (0,05M). Apds incubagdo a 95 °C por 45 min, o lisado foi
centrifugado por 5’ a 12.000 rpm e o sobrenadante obtido foi utilizado nas reagdes
de amplificacdo por PCR. A sequéncia inteira do gene 16S rRNA foi amplificada por
PCR com os primers fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) resultando em uma sequéncia de ~1500 pb
(WEISBURG et al., 1991). As reacbdes de amplificacao foram feitas em um volume
de 25 pL contendo 12,5 pL de GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI,
USA), 1 pL do lisado celular e 10 pmol de cada primer fD1erD1. As amplificacbes
foram feitas em um termociclador usando as condi¢cbes de ciclagem de 2 min a 95
°C, seguido de 30 ciclos de 45 s a 95 °C, 15sega 55 °Ce 2 mina 72 °C, e uma
etapa final de 10 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (0,8%) com tampao TBE 0,5Xa4V/cm. O gel foi
corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) por 30 min, lavado com tampao TBE e,
em seguida, fotografado sob luz ultravioleta usando o foto documentador L-Pix

(Loccus Biotecnologia).

Analise de Restricdo do DNA Ribossémico Amplificado (ARDRA)

Os amplicons do gene 16S rRNA foram digeridos separadamente com trés
enzimas de restricdo de corte frequente, Haelll (GG*CC), Mspl (CA*CGG) e Hindlll
(AMAGCTT). As restricoes foram feitas em 10uL de reagcdo contendo 0,2U de
enzima, 1 uL de tampao da enzima e 2 uL do produto de PCR. As reacgbes foram
incubadas por 3 horas a 37°C e, em seguida, os produtos da restrigdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose 2% em tampé&o TBE 0,5Xa 4 V/icm. O
gel foi corado e fotografado, como descrito acima. Foi utilizado o marcador molecular
1kb Plus Ladder (Invitrogen).

O padrdo de bandas obtidos nos géis de restricdo foram normalizados e
analisados usando software BioNumerics (versao 6.6; AppliedMaths, Sint-Martens-
Latem, Bélgica), considerando na analise de agrupamento os fragmentos de

restricdo entre 100 e 1300 pb (pares de base). Um dendrograma combinado foi
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construido com os dados das trés enzimas utilizando o método de agrupamento

UPGMA e o coeficiente de similaridade Dice, com tolerancia e otimizacao de 2%.

Purificagdo e Sequenciamento do gene 16S rRNA

Para purificagdo, os produtos de PCR do gene 16S rRNA foram
homogeneizados com 1 volume de acetato de amdbnia 7,5 M e3 volumes de etanol
absoluto e incubados a temperatura ambiente por 20 min. Apdés a centrifugacao
por15 min a 12.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
duas vezes com etanol 70%. Posteriormente, foi realizada uma etapa de evaporagao
total do etanol 70% por banho seco a 37° C por 1 hora e o precipitado foi
ressuspenso em 20 pL de agua ultrapura. O DNA foi quantificado em gel de agarose
1% utilizando o Low mass DNA Ladder (Invitrogen) como padrao de massa
molecular.

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi feito em um sequenciador
automatico ABI 3500XL (Applied Biosystems) utilizando o kit de reagdo de
sequenciamento ABI Prism BigDye Terminator Cycle sequencing Read Reaction. As
reagdes de sequenciamento foram feitas em um volume de 10 pL contendo 0,66 pL
de BigDye, 2,34 uL do tampdo para o BigDye, 10 uyM do primer 338f (5
GCTGCCTCCCGTAGGAGT 3’) (SUZUKI, 1996) e 40 ng de produto de PCR
purificado. A reacado de sequenciamento foi realizada em microplacas utilizando um
termociclador com as seguintes condigdes de ciclagem:2 min a 95 °C, seguido de 30
ciclos de 45 segundos a 95 °C, 15 seg a 50 °C e 3 min a 60 °C, e uma etapa final de
10 min a 60 °C.

Apos a amplificacdo, o DNA foi precipitado pela adicdo de 1 yL de EDTA
(125 mM) e30 pL etanol absoluto. Incubou-se por 15 min e posteriormente as
amostras foram centrifugadas (4000 rpm, 45 min, 23°C) e o sobrenadante
descartado. Apos duas lavagens com 30 pL de etanol 70%, a placa foi seca a 37°C
por 1 hora. O DNA precipitado foi ressuspenso em 10 pyL de formamida (High-Di™,
Thermo Fisher Scientific) desnaturado por 3 min a 95 °C e, em seguida, injetados no
sequenciador ABI 3500XL.

Analise das Sequencias
A qualidade das sequencias obtidas foi verificada usando o programa

BioEdit versao 7.2.6. As sequencias parciais do 16S rRNA foram submetidas a
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comparagao com o coeficiente de similaridade do Ribosomal Database Project
(RDP) (http:\\www.rdp.cme.msu.edu) através das ferramentas “Classifier’ e
“SegMatch” (MAIDAK et al.1997). As sequéncias tipo foram recuperadas do NCBI
(NCBI, 1988) de acordo com a similaridade apresentada ao submeter-se as
sequencias parciais ao banco de dados RDP.O alinhamento de sequencias e a
construcdo das arvores filogenéticas foram realizados no programa MEGA7
(KUMAR et al., 2015), levando em consideracdo o melhor modelo evolutivo, para

isto foi realizado o teste de modelo para cada arvore construida.

Bioprospecg¢ao dos isolados para produgao de compostos antimicrobianos
Atividade antagonistacontra fitopatégenos

A atividade antagonista dos isolados foi avaliada pela técnica de cultura
pareada contra os fungos e bactérias fitopatogénicas. Para os ensaios de atividade
fungica foram utilizados como microrganismos indicadores os fungos Sclerotinia
sclerotiorum causador do mofo branco e o fungo Colletotrichum gloeosporioides
causador de antracnose. Para o ensaio, os fungos foram previamente cultivados em
meio solido batata (BDA) com 1% de glicose por 7 dias. Os isolados bacterianos
foram inoculados em quatro locais equidistantes proximos a borda da placa de petri
e em seguida os discos de fungos de 7 mm foram depositados no centro da placa (2
cm de distancia das bactérias). Como controle, discos dos fungos foram depositados
no centro da placa, mas sem a presenga das bactérias. As placas foram incubadas a
28°C por7 dias para S. sclerotiorum e 10 dias para C. gloesporioides. Apos esse
periodo, a zona de inibigdo do crescimento do fungo foi avaliada medindo a distancia
entre a coldnia bacteriana e o fungo. Os isolados foram agrupados de acordo com o
nivel de inibicdo do crescimento, sendo classificado como baixa quando o raio era
<5 mm (+), média de 6 a 14 mm (++) e alta>15 mm (+++).

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas como
indicadoras as bactérias Curtobacterium flaccumfaciens e Xanthomonas axonopodis,
fitopatogénicas causadoras da murcha e mancha bacteriana, respectivamente, em
culturas agricolas. As bactérias foram cultivadas em meio caldo batata com 1% de
glicose a 28 °C sob agitacao de 100 rpm. Apds 24 horas, a densidade ética (DO) foi
avaliada por espectrofotometria a 600 nm, em seguida, a suspensao celular foi

ajustada para DOgoo nm 0,2. Aliquotas de 100 pL desta suspenséao foram espalhadas
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na superficie do meio sdlido agar batata com 1% de glicose. Apds, pogos de 0,9 cm
de didmetro foram feitos na superficie do agar, onde100 pyL do sobrenadante de
cada isolado foi depositado. Os isolados foram cultivados previamente em caldo
batata acrescido de 1% de glicose por 7 dias a 28 °C. Os indices obtidos pela razdo
entre o didametro do halo (DH) e o didametro do pogo (DP) foram classificados como

alta inibicao (3,0 a 3,9), inibicdo mediana (2,0 a 2,9) e baixa inibicdo (1,2 a 1,9).

Producéao de sideroforos

A produgdo de sideroforos foi avaliada por colorimetria com o reagente
cromoazurol S (CAS), conforme procedimento descrito anteriormente (Schwyn &
Neilands, 1987). Os isolados foram cultivados em placas deep-well de 24 pogos
contendo 3 mL/pogo de meio liquido T (tris-buffered medium) pobre em ferro (em
g/L, 5,8 de NaCl, 3,7 de KCl, 0,113 de CaCl,.2H,0, 0,1de MgCI.6H,0, 1,1 deNH4Cl,
0,272 de KH2P0O4,0,142 de NaSOq4, 12,1 de Tris-base; pH7,4). As células foram
cultivadas sob agitacdo a 120 rpm por7 dias a 28°C e centrifugadas (3000 rpm, 30
min). O sobrenadante (100 pL) foi transferido para uma microplaca de 96 pogos e,
em seguida, homogeneizado com100 yL do reagente CAS (7,5 mL de CAS2 mM,1,5
mL de FeCls1mM, 25 mL de CTAB 2,4 Mm, 50 mL de tris-base 0,5 M e agua
ultrapura g.s.p. 100 mL). Apds 4 horas de incubagdo no escuro em temperatura
ambiente, a absorbancia a 630 nm foi avaliada usando o espectrofotdmetro
PowerWave HT (Biotek). As analises foram realizadas em duplicatas e como
controle negativo foi utilizado o meio T, seguindo 0 mesmo tratamento das amostras.
Uma curva de calibracdo de EDTA (0-800 uM/mL) foi construida e a equagao de
regressdo obtida foi utilizada para estimar a concentracdo de sideroforos no

sobrenadante. Os isolados mais promissores foram selecionados.

Producéo de surfactantes

Os testes de produgdo de biossurfactantes foram realizados segundo
metodologia de colapso da gota conforme YOUSSEF et al, (2004). As bactérias
foram cultivadas em placas deep-well de 24 pogos contendo 3 mL/pogco de meio
liqguido minimo de Vogel1X contendo 0,4% de glicose (pH6,5). A composi¢do dos
sais de Vogel 50Xcontinha (em g/L) 130 de citrato-Na3;.2H,0, 126 de KNO3, 144 de
(NH4) HoPOy4, 80 de KHyPO4, 10 de MgS0O4.7H,0, 5 de CaCl,.2H,0 e 5 mL de
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elementos trago. A solugao de elementos trago continha (em g/L) 50de acido citrico,
50 deZnS04.7H20,10 de Fe(NH4)2(S04).6H0, 2,5 de CuS0O4.5H,O0 e 0,5de
MnSQO4.H20. Apds crescimento sob agitacdo de 120 rpm a 28°C por 7 dias, a cultura
foi centrifugada e o sobrenadante obtido (20 uL) foi depositado sobre a superficie da
ldmina de oleo mineral previamente preparada na tampa da microplaca pelo
espalhamento uniformede 50 pL de 6leo. Apds 2 min de estabilizagao, foi avaliado o
espalhamento da gota que caracteriza a presencga do surfactante. Os isolados foram
classificados conforme o nivel de espalhamento da gota em: producdo elevada
(+++), média (++), baixa (+) e negativa (-). Os isolados mais promissores foram

selecionados.

Analises Estatiticas

Os dados obtidos da contagem das coletas foram submetidos a analise de
variancia e comparagao de médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
de erro empregando-se o programa estatistico SASM-AGRI (CANTERI, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e densidade populacional

A avaliagdo da densidade populacional foi realizada pela contagem das
colonias que se desenvolveram nos meios R,A e BDA durante o periodo de 30 dias
de incubagdoe expressas em Unidades Formadoras de Coldnia (UFCg'peso
fresco). Para a andlise estatistica, os dados foram transformados em Logqo UFC g
de peso fresco.

A contagem populacional de bactérias associadas a rizosfera foi
significativamente maior que a populagdo bacteriana da endosfera
independentemente da localidade de coleta (PG ou OR) ou do meio de cultivo
utilizado (BDA ou R2A) (Tabela 2).

No entanto, a populagdo observada na rizosfera das amostras de Ponta
Grossa foi 45vezes maior que a da endosfera desta localidade, enquanto uma
diferengca ainda mais acentuada (145 vezes) foi observada entre a rizosfera e
endosfera das amostras de Ortigueira. As contagens obtidas na rizosfera e

endosfera estdo de acordo com a reportada na literatura. A rizosfera pode abrigar
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até 10" células microbianas por grama de raiz com mais de 30.000 espécies
procarioticas diferentes (BERENDSEN, 2012).

Tabela 2: Contagem populacional em Unidades Formadoras de Colénia (UFC g'1 de peso fresco) da
rizosfera e endosfera de B. frimera coletadas na regido de Ponta Grossa e Ortigueira, Parana-Brasil.
Dados sdo médias de trés repetigbes biologicas (A1, A2, A3) e trés replicatas técnicas. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scoft-Knottao nivel de 5%
probabilidade (P< 0,05).

Ponta Grossa (PG) Ortigueira (OR)
Habitat

BDA R2A Total BDA R2A Total

Rizosfera | 1,25x10" a 6,25x10% a | 1,87x10"°| 1,53x10°b 1,13x10° b | 2,66%10°

Endosfera | 2,83x10% ¢  1,35x10% ¢ | 4,18%10° | 1,03x10" d 8,08x10°d ' 1,84x10"

Total 1,27x10"°  6,38x10° 1,91x10"°| 1,54x10° 1,14x10° 2,68x10°

A menor contagem observada na endosfera é coerente ja que a rizosfera
representa um microecossistema de maior diversidade e € uma das fontes principais
de bactérias para colonizagao dos tecidos internos das plantas, a endosfera, o qual
€ um habitat onde apenas alguns filos bacterianos sdo capazes de se estabelecer
(BULGARELLI et al., 2013).

De modo geral, a contagem populacional das amostras de Ponta Grossa foi
significativamente maior que aquelas de Ortigueira, na rizosfera (7 vezes) e
principalmente na endosfera (22 vezes). Em relagcdo aos meios de cultivo, ambos
apresentaram contagens populacionais similares quando se compara as mesmas
amostras dentro da mesma localidade. Conforme reportado na literatura, o uso de
meios de cultivos pobres nutricionalmente possibilita maiores contagens e a
obtencdo de maior diversidade de isolados. Neste estudo o preparo do meio de
cultivo batata foi utilizado somente o caldo de batata cozida sem a adicdo de fonte
de carbono (glicose) extra. O uso de fonte de carbono prontamente disponivel e em
dose elevadas (glicose; 5-10 g.L™') mostrou-se, em testes preliminares, inadequado
tendo em vista que os microrganismos de crescimento rapido predominam e as
colénias formadas se espalhavam sobre a placa. O meio R,;A é considerado um
meio pobre nutricionalmente e tem sido utilizado com sucesso em estudos de
isolamento principalmente, para a obtencido de actinobactérias de crescimento lento
(HYVARINEN et al., 1991; MANDAL et al., 2013). De modo geral, ambos os meios

propiciaram contagens elevadas de bactérias e uma grande diversidade de colbnias.
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Outro fator a ser considerado € o tempo de incubacdo. Neste estudo, as
placas foram incubadas por até 30 dias, sendo o surgimento de colbnias
monitoradas semanalmente e as colbnias morfologicamente distintas eram
repicadas para purificagao (Figura 4). A utilizacdo de um periodo maior de incubagao
tem sido recomendada em diversos estudos de diversidade bacteriana cultivavel,
onde tem permitido a obtencdo de isolados de crescimento lento que antes eram
considerados incultivaveis (ROMEIRO, 2001; BULL, 2004; DAVIS et al., 2005).

\\ P 4

Figura 4: Placas de Isolamento. A e B adquiridas do isolamento da rizosfera e C e D endorrizosfera
obtidas no meio de cultivo R,A. E e F adquiridas do isolamento da rizosfera e G e H da endorrizosfera
obtidas no meio de cultivo agar caldo batata.

Um dos pré-requisitos para o isolamento de bactérias endofiticas é a
esterilizagdo da superficie radicular para eliminagao de microrganismos da rizosfera
e do rizoplano. Neste estudo, o processamento das amostras consistiu no
tratamento sequencial com ultrassom (sonicador) e cloramina-T. O tratamento com
ultrassom tem sido recomendado em alguns estudos para o isolamento de
microrganismos aderidos a superficie inclusive de superficies vegetais. Aqui, nos
utilizamos este tratamento para desfazer microcol6nias aderidas a superficie

radicular e, portanto, a suspensdo obtida apos este tratamento contempla
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microrganismos da rizosfera e do rizoplano. Em trabalhos anteriores tem sido
reportado que o uso de ultrassom leva a dispersdao de agregados de células
aderidos a superficie das plantas, resultando em maior numero de contagens de
colonias. As condi¢des utilizadas no ultrassom (dois ciclos de 30 s a frequéncia
80kHz e poténcia 50%, no gelo) foram estabelecidas em ensaios preliminares e com
base na literatura (VERMA; GANGE, 2014). De acordo com HALLMANN (1997,
2006) o tratamento de esterilizagado superficial tem que ser adaptado ao tecido
vegetal e aos microrganismos. O tratamento das raizes de B. trimeracom cloramina-
T 1% pelo periodo de 30 min mostrou-se eficiente como processo de desinfestagao
da superficie radicular, ndo sendo observado colbénias nos meios de -cultivo
inoculados com a ultima agua do enxague apos tratamento de desinfestagdo mesmo
apos 30 dias de incubagdo (HALLMANN et al., 1997, 2006). O tratamento com
cloramina-T 1% por 30 min utilizado no estudo foi estabelecido previamente em
testes realizados com diferentes concentragdes (1 e 2%) e tempo de tratamento (10,
15 e 30 min), onde foi possivel observar que em concentragdes maiores de
cloramina-T ou de hipoclorito de sédio (NaClO) as plantas sofriam oxidagéo
tornando-se escurecidas e, em tempo inferior a 30 min, algumas colbénias ainda
surgiam no meio de cultivo. Considerando a eficiéncia do processamento das
amostras (ultrassom seguido de esterilizagdo superficial com cloramina-T) pode-se
considerar que a contagem populacional e os isolados obtidos das raizes maceradas
sdo de bactérias endofiticas, conforme definigdo de Hallmann que definem bactéria
endolitica aquela que pode ser isolada ou extraida de dentro do tecido vegetal
esterilizado superficialmente e que ndo causa danos visiveis a planta hospedeira
(HALMANN et al., 1997).

Analise quimica do solo

Na tabela 3 estdo apresentadas as analises quimicas do solo das regides de
Ponta Grossa e Ortigueira, Parana-Brasil. De acordo com o levantamento de
reconhecimento dos solos do estado do Parana (EMBRAPA, 2006), o solo da regiao
de coleta de Ponta Grossa pode ser classificado como Latossolo Vermelho Distréfico
(LVD) e o solo da regido de coleta de Ortigueira pode ser classificado Nitossolo
Haplico Aluminico (NHA). Uma das caracteristicas do LVD é sua baixa fertilidade e
os altos teores de ferro ferroso. Ja a o NHA tem como caracteristica teores elevados

de aluminio como foi observado na andlise quimica do solo de Ortigueira



64

(EMBRAPA, 2009). SERRAT, KRIEGER e MOTTA, (2006), estabeleceram
parametros gerais medios para a interpretagao preliminar de resultados de analise
da fertilidade do solo.As tabelas de referéncia destas variaveis encontram-se em
anexo. Segundo estes autores os pH encontrados nos dois locais de coleta foram
semelhantes podem ser classificados como muito baixos. A concentragdo de
potassio foi média em PG e muito alta em OR. Ja as concentragcbes de calcio e
aluminio foram baixas em PG e altas em OR. As concentragdes de magnésio foram
muito altas em ambas as localidades. As concentra¢des de fosforo foram Muito
Baixa em PG e Média em OR. Ao se fazer uma comparagao geral das variaveis nas
duas localidades, pode-se observar que o solo da coleta de OR apresentou niveis

mais elevados em relacéo a PG.

Tabela 3: Analise quimica dos solos de regiao de coleta de Ponta Grossa (PG) e Ortigueira (OR)

Variaveis Quimicas Analisadas  Ponta Grossa Ortigueira

pH 4,4 (MB) 4,3 (MB)
Acidez Potencial (H+Al) (cmolc/dm?®) 8,36 13,06
Potassio (cmolc/dm?®) 0,16 (M) 0,48 (MA)
Célcio (cmolc/dm®) 1,17 (B) 5,52 (A)
Magnésio (cmolc/dm®) 1,31 (MA) 2,74 (MA)
Aluminio (cmolc/dm®) 0,35 (B) 3,2 (A)
Saturagédo de bases (%) 2,64 8,74
Fosforo (mg/Kg) 7,48 (MB) 25,73 (M)
Matéria Orgénica (%) (C e N) 3,38 3,02

Ponta Grossa-PR, Brasil (Lat 25°05'42" S Lon 50°09'43"W); Ortigueira—PR, Brasil (Lat 24°12'30" S
Lon 50°56'58"W). As amostras do solo foram analisadas conforme metodologia de SILVA (1999).
Concentragbes das variaveis classificadas de acordo com Serrat, Krieger e Motta (2006) em Muito
Baixo (MB), Baixo (B), Médio (M), Alto (A) e Muito Alto (MA).

Purificacdo e confeccao da colecdo BTM

Apds purificagcdo e caracterizagdo morfologica, 182 isolados foram
selecionados e criopreservados, compondo a colecao da rizosfera e endosfera de B.

trimera (Colecdo BTM), a qual se encontra disponivel no Laboratério de Genética de
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Microrganismos (LAGEM) da Universidade Estadual de Londrina. Deste total, 114
isolados foram obtidos de amostras coletadas em Ponta Grossa (PG) e 68 das
amostras de Ortigueira (OR). Com relagdo a parte da planta analisada, 90 isolados
foram obtidos da endosfera radicular (69 de Ponta Grossa e 21 de Ortigueira) e 92

da rizosfera, sendo 45 de Ponta Grossa e 47 de Ortigueira (Tabela 4).

Tabela 4: Numero de Isolados da rizosfera e endosfera de B. frimera coletadas na regido de Ponta
Grossa e Ortigueira, Parana-Brasil.

Ponta Grossa (PG) Ortigueira (OR) Total
Habitat
N° % N° % N° %
Endosfera 69 38 21 11 90 49
Rizosfera 45 25 47 26 92 51
Total 114 63 68 37 182 100

Analise da Diversidade Bacteriana da endosfera e rizosfera de B. trimera por
ARDRA

Perfis de restricdo do gene 16S RNAr de 202 isolados foram obtidos pela
digestdo do produto de amplificacdo com trés enzimas de restricdo de corte
frequente (Haelll, Mspl e Hindlll). Os perfis de restricdo foram utilizados para
analises de agrupamentos utilizando o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Dice
(BioNumerics), constituindo quatro dendrogramas (Anexo), sendo dois (Endosfera e
Rizosfera) de Ponta Grossa e dois de Ortigueira (Endosfera e Rizosfera). Com base
na analise de agrupamento e considerando 80% de similaridade, foram selecionados
129 isolados representativos dos grupos formados nos dendrogramas para
sequenciamento do gene16S RNAr visando o posicionamento filogenético dos

isolados.
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Analise filogenética da comunidade bacteriana cultivavel de B. trimera

Para o posicionamento filogenético, inicialmente foi realizada uma analise
comparativa das sequéncias parciais (regides variaveis V3 a V5) do gene 16S rRNA
de 129 isolados representativos da colecdo BTM. Para isto, foi utilizado a
classificagado do banco de dados RDP Il (Ribosomal Database Project Il) através da
ferramenta Classifier que permitiu a identificacao de representantes de trés filos do
dominio Bacteria. Foram encontrados na rizosfera e endosfera das plantas coletadas
em Ponta Grossa e Ortigueira, sendo 30% pertencente ao filo Firmicutes (Classe
Bacilli), 24% ao filo Actinobacteria (Classe Actinobacteria) e uma maioria de 46% ao
filo Proteobacteria, com representantes de trés classes a (22%), B (12%) e y (12%)
(Tabela 5).

Tabela 5: Classes bacterianas encontradas apoés a identificacdo dos isolados

Ponta Grossa (PG) Ortigueira (OR)
Filo Classe

Endosfera Rizosfera Endosfera Rizosfera  Total

Actinobacteria Actinobacteria 9 14 1 6 30

Firmicutes Bacilli 17 12 7 4 40

a 13 6 4 4 27

Proteobacteria B 3 3 - 10 16

Y 4 2 4 6 16

Isolados (N°) 46 37 16 30 129

A analise da sequéncia parcial do 16S rRNA dos 129 isolados contra o
banco de dados do RDP resultou na identificacdo de 38 géneros bacterianos,
evidenciando uma microbiota altamente diversa associada a plantas de B. trimera.
Os resultados apresentados indicam o sucesso da estratégia de isolamento adotada
neste trabalho com a utilizacdo de dois meios de composicdo quimica diferentes, o
agar-caldo batata (sem glicose) e um meio pobre (R2A), e o tempo de incubacéao
prolongado por até 30 dias. O meio batata € um meio complexo rico nutricionalmente
que proporciona maior disponibilidade de nutrientes para microrganismos mais
exigentes metabolicamente; no entanto, a exclusdo da glicose de sua composi¢céo
foi essencial, pois impediu que microrganismos de crescimento rapido dominassem

0 meio de cultivo como normalmente ocorre. Do mesmo modo, o meio R,A com



67

composicao quimica definida é considerado um meio pobre nutricionalmente
favoreceu o0s microrganismos de crescimento lento ou tardio permitindo seu
isolamento.

A microbiota associativa das plantas coletadas em Ponta Grossa diferiu
daquelas coletadas em Ortigueira; contudo, 11 géneros (Streptomyces,
Pseudomonas, Methylobacterium,  Staphylococcus, Paenibacillus, Variovax,
Burkholderia, Luteibacter, Arthrobacter, Bacillus e Bradyrhizobium) foram
encontrados colonizando tanto a rizosfera quanto a endosfera de B. frimera obtidas
de ambas as localidades, com excegcdo dos géneros Arthobacter e Bacillus que
foram obtidos somente das plantas de Ponta Grossa e o0 género
Bradyrhizobiumisolados somente das plantas de Ortigueira. A ocorréncia destes
géneros em ambas as localidades de coleta e nos dois habitats (endosfera e
rizosfera), indicam que estes sao representantes comuns da microbiota associativa
de B. trimera.

Outros géneros, contudo, foram obtidos exclusivamente da endosfera (12
géneros) ou da rizosfera (14 géneros) como Kitasatospora que embora tenha sido
encontrado em plantas das duas localidades, foi isolado somente da rizosfera de B.
trimera. Dos 38 géneros identificados (Tabela 6), aqueles que tiveram uma
preferéncia de sitio de colonizagao (endosfera ou rizosfera) tiveram também, em sua
maioria, uma ocorréncia mais restrita, sendo isolados de plantas de Ponta Grossa
(Arthrobacter, Bacillus, Serratia, Sphingomonas, Conexibacter Rhodococcus,
Leifsonia, Xanthomonas, Micrococcus, Nocardioides, Tardiphaga, Microbacterium e
Bosea) ou de Ortigueira (Chromobacterium, Lysinibacillus, Dongia, Dunganella,
Kluyvera, Thauera, Rhizobacter, Stenotrophomonas, Mpycobacterium,
Bradyrhizobium, Caulobacter, Herbaspirillum, Pantoea e Sphingobium). De acordo
com esta analise, mais de 70% da microbiota associativa de B. trimera foi exclusiva
de plantas de alguma localidade (Ponta Grossa ou Ortigueira), evidenciando uma
influéncia do solo destas localidades na composi¢cdo da comunidade associativa de
B. trimera. A composi¢do da comunidade microbiana da rizosfera é influenciada por
fatores bioticos e abidticos(BHATTACHARYYA; JHA, 2012). O solo tem uma forte
influéncia sobre a composicao da comunidade bacteriana e micorrizica na rizosfera,
pois as caracteristicas fisico-quimicas dos solos afetam a fisiologia das plantas e os
padrdes de exsudatos radiculares (GRIFFITHS; PHILIPPOT, 2013).
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Segundo PHILIPPOT, a composi¢ao da microbiota da rizosfera é resultado de
uma hierarquia de eventos. Primeiro, o solo pode ser considerado como uma fonte
de células microbianas e as propriedades fisico-quimicas juntamente com os
processos biogeograficos estruturam esta comunidade. Sendo assim, o solo onde as
plantas sao cultivadas determina a qual biota as raizes das plantas serdo expostas.
Em seguida, as espécies de plantas e o gendtipo determinam fortemente quais os
membros deste reservatorio podem crescer e prosperar na rizosfera (PHILIPPOT et
al., 2013).
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Tabela 6: Identificagdo taxondmica em nivel de géneros* dos isolados através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA de bactérias identificadas em
associagdo com a rizosfera e endosfera de B. trimera obtidos em Ponta Grossa e Ortigueira.

Rizosfera Endosfera

Ponta Grossa N°  Ortigueira N° |Ponta Grossa N°  Ortigueira N°
Arthrobacter™® 2 Bradyrhizobium®? 1 Arthrobacter™® 1 Bradyrhizobium®°? 1
Bacillus™ 11 Burkholderia 4  |Bacillus™® 13 Paenibacillus 6
Burkholderia 3 Luteibacter 1 Burkholderia 2 Pseudomonas 1
Methylobactrium 4 Methylobacterium 2 Luteibacter 2 Streptomyces 1
Pseudomonas 1 Paenibacillus 3 Methylobacerium 3
Staphylococcus 1 Pseudomonas 3 Paenibacillus 2
Streptomyces 7 Staphylococcus 1 Pseudomonas 5

Streptomyces 4 Staphylococcus 2

Variovorax 2 Streptomyces 4

Variovax 1

Serratia™® 1 Duganella®? 1 Xanthomonas™® 1 Caulobacter®? 1
Sphingomonas™® 2 Herbaspirillum°® 1 Microbacterium™ 1 Dongia®® 1
Conexibacter™® 1 Kluyvera®? 1 Micrococcus™ 2 Lysinibacillus®? 1
Kitasatospora 1 Mycobacterium®? 1 Nocardioides™ 1 Pantoea®? 2
Leifsonia™® 1 Sphingobium®? 1 Tardiphaga™® 4 Rhizobacter®? 1
Rhodococcus™ 2 Stenotrophomonas®® 1 Bosea™® 1 Rhizobium®f 1

Thauera®® 1 Kocuria™® 1

Kitasatospora®® 1

Chromobacterium®? 1
Total de Isolados 37 30 46 16

*Géneros identificados pela analise da sequéncia parcial do 16S rRNA dos 129 isolados contra o banco de dados do RDP. Parte inferior da tabela

contempla os géneros exclusivos da rizosfera ou endosfera. PG e OR representam os géneros exclusivamente obtidos das amostras de Ponta

Grossa ou Ortigueira, respectivamente.
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Filo Actinobacteria

Os isolados do género Arthrobacter, BTM13, BTM16, e BTM393, foram
obtidos tanto da rizosfera quanto da endosfera de B. frimera somente das plantas de
Ponta Grossa. Os isolados BTM13 e BTM16 mostraram maior proximidade as
especies A. pascens, A. ramosus e A. globiformis que apresentaram 99 e 98% de
similaridade, respectivamente. O isolado BTM393 apresentou 97% de similaridade
com A. siccitolerans quando submetido ao banco de dados RDP Il. O género
Arthrobacter pertence a familia Micrococaceae (Filo Actinobacteria, Ordem
Actinomycetales) e compreende 89 espécies (PARTE, 2013). Sdo habitantes
comuns do solo e inclui algumas espécies isoladas da rizosfera e endosfera de
diversas espécies vegetais, tais como milho (PISARSKA; PIETR, 2011), e plantas
haléfitas como Salsola affinis (WANG et al., 2015).

Os isolados do género Streptomyces (16 isolados) foram obtidos da rizosfera
e endosfera de B. trimera das plantas de Ponta Grossa e também Ortigueira. Estes
isolados mostraram proximidade a diferentes espécies tais como espécies S.
longwoodensis, S. mirabilis, S. nojiriensis, S. galbus e S. virginiae entre outros com
diferentes similaridades quando submetidos ao banco de dados RDP Il como
similaridade de 95% a 100%, como é o caso do isolado BTM 300 de apresentou
similaridade de 95% com diversos isolados. O género Strepomyces pertence a
familia Streptomycetaceae (Ordem Actinomycetales, subordem Streptomycineae) e
compreende 818 espécies e 38 subespécies (PARTE, 2013). Nesta mesma familia
temos ainda o género Kitasatospora que compreende 23 espécies (PARTE, 2013).
Dois isolados (BTM417 e BTM447) foram encontrados na rizosfera de B. trimera
tanto das plantas provenientes de Ponta Grossa como de Ortigueira e apresentaram
alta similaridade (99%).

O género Conexibacter esta representado pelo isolado BTM102 foi obtido da
rizosfera de Ponta Grossa. Ao submeter sua sequéncia parcial do gene 16S (793 pb)
mostrou similaridade com diversas espécies tipo do filo Actinobacteria, no entanto,
as maiores similaridades observadas, ao submeter a ferramenta Seq Match deste
banco de dados, foram com Conexibacter arvalis (81%), Conexibacter woesei (77%)
apesar de ter apresentado similaridade de 95% a este género quando utilizado a
ferramenta Classifier. O género Conexibacter pertence a Ordem Solirubrobacterales

e compreende apenas 2 espécies (PARTE, 2013). Bactérias pertencentes ao género



76

Conexibacter sao habitantes de diversos ambientes tais como o solo (PUKALL et al.,
2010) e ja foram reportados na rizosfera de Triticum aestivum (NAZ et al., 2014).

O isolado do género Kocuria (BTM438) foi obtido da endosfera de B. trimera
somente das plantas de Ortigueira. Este isolado mostrou maior similaridade com a
espécie tipo Kocuria salsici (99%). O género Kocuria pertence a familia
Micrococaceae (Filo Actinobacteria, Ordem Actinomycetales) e compreende 23
espécies (PARTE, 2013). Espécies do género Kocuria sao descritas como
endofiticos de varias espécies vegetais tais como, cana-de-acucar (VELAZQUEZ et
al., 2008), Prosopis laegivata de locais contaminados com arsénio (ROMAN-PONCE
et al., 2016), planta medicinal Combretum latifolium (RAO et al., 2015) e Dracaena
cochinchinenses (SALAM et al., 2017).

Filo Firmicutes

O isolado do género Lysinibacillus (BTM458) foi obtido da endosfera de B.
trimera somente das plantas de Ortigueira. Este isolado mostrou maior similaridade
com a espécie tipo Lysinibacillus macroides e Lysinibacillus pakistanensis (97%). O
género Lysinibacillus pertence a familia Planococcaceae (Filo Firmicutes, Ordem
Bacillales) e compreende 23 espécies (PARTE, 2013). Espécies do género
Lysinibacillus sao descritas como endofiticos de varias espécies de plantas as
plantas medicinais Panax ginseng (VENDAN et al., 2010), Panax notoginseng (MA
et al., 2013) e Polygonum cuspidatum (SUN et al., 2013).

Os isolados do género Staphylococcus, BTM28, BTM82 e BTM117 foram
obtidos tanto da rizosfera quanto da endosfera de B. frimera coletadas em Ponta
Grossa e BTM503 foi obtida da rizosfera de plantas coletadas em Ortigueira. Os
isolados BTM82 BTM17 e BTM 503 apresentaram alta similaridade com S. capitis
(100, 100 e 99%, respectivamente) o isolado BTM28 apresentou similaridade com S.
pasteuri (96%), quando colocados contra o banco de dados RDP Il. O género
Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae (Filo Firmicutes, Ordem

Bacillales) e compreende 52 espécies (PARTE, 2013).

Filo Proteobateria
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O isolado BTM329 foi obtido da endosfera de raizes de B trimera. Ao
submeter sua sequéncia parcial do gene 16S (836 pb) mostrou similaridade com
Bosea robiniae (99%). O género Bosea pertence a familia Bradyrhizobiaceae
(Classe Alphaproteobacteria, Ordem Rhizobiales) e compreende apenas 9 espécies
(PARTE, 2013). Bactérias pertencentes ao género Bosea ja foram relatados como
enddfitos de Lespedeza sp.(PALANIAPPAN et al., 2010)e Curcuma zedoaria
(RATNA SULISTIYANI et al., 2014).

O isolado BTM495 foi obtido da endosfera de raizes de B. frimera e mostrou
similaridade com Caulobacter henricii. O género Caulobacter pertence a Familia
Caulobacteraceae (Ordem Caulobacteralese, Classe Alphaproteobacteria) e
compreende 17 espécies (PARTE, 2013). Bactérias pertencentes ao género
Caulobacter ja foram reportadas como associadas a batata(RASCHE et al., 2006),
em nodulos de plantas ndo leguminosas (MEYER, DE et al.,, 2015) e solos onde
ocorre cultivo de arroz (HARDOIM et al., 2012).

Os isolados BTM343, BTM344, BTM401, BTM408 e BTM427 apresentaram
similaridade com cinco géneros da familia Bradyrhizobiaceae, no entanto, com o
género Tardiphaga apresentaram de 96 a 99% de similaridade. Estes isolados foram
obtidos da endosfera de raizes de B. frimera somente das plantas de Ponta Grossa.
O género Arthrobacter pertence a ordem Rhizobiales (classe Alphaproteobacteria,
Filo Proteobacteria) e compreende apenas a espécie T. robiniae (PARTE, 2013).
Tardiphaga robiniae foi isolada de nddulos da leguminosa Vavilovia formosa
(SAFRONOVA et al., 2015).

O isolado BTM560 foi obtido da rizosfera de plantas coletadas em Ortigueira.
Ao submeter sua sequéncia parcial do gene 16S (778 pb) mostrou similaridade com
diversas espécies tipo da familia Oxalobacteracea, no entanto, as maiores
similaridades observadas, ao submeter a ferramenta SeqMatch deste banco de
dados, foram com Duganella sacchari (96%). O género Duganella pertence a Familia
Oxalobacteraceae (Ordem Burkholderiales, Classe B-Proteobacteria) e compreende
apenas 6 espécies (PARTE, 2013).

O isolado BTM507 foi obtido da rizosfera de plantas de Ortigueira mostrou
similaridade com diversas espécies tipo da Familia Rhodocyclaceae, no entanto, as

maiores similaridades observadas. As similaridades apresentadas foram com as
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especies Thauera aminoaromatica (81%) e Thauera selenatis (81%). O género
Thauera pertence a Ordem Rhodocyclales (Classe B-Proteobacteria)e compreende
10 espécies (PARTE, 2013).

O isolado 562 foi obtido da endosfera de raizes da B. trimera coletada em
Ortigueira. Ao submeter sua sequéncia parcial do gene 16S (660 pb) a ferramenta
Seq Match do RDP IlI, o isolado apresentou baixa similaridade com 14 géneros
bacterianos da familia Alcaligenaceae. As maiores similaridades encontradas foram
com Zhizhongheella caldifontis (84%) e Methylibium petroleiphilum. Quando este
isolado foi submetido a ferramenta Classifier do banco de dados RDP |l o resultado
foi 100% de similaridade com o Filo Proteobacteria e 58% de similaridade com a

Classe Gamaproteobacteria.

Posicionamento Taxonémico (Género/Espécie) dos isolados

As sequéncias parciais do 16S rRNA dos 129 isolados foram submetidas ao
banco de dados RDP utilizando a ferramenta Classifier, permitindo a identificagao
preliminar dos géneros mais proximos a cada isolado. Foram realizados os
posicionamentos filogenéticos dos principais géneros encontrados associados a B.

trimera.

Género Rhizobium sp.

Foi construida uma arvore filogenética a partir do alinhamento multiplo da
sequéncia parcial do 16S rRNA de 6 isolados de B. trimera (BTM45, BTM47, BTM385,
BTM399, BTM403 e BTM405), previamente classificados como Rhizobium, com as
sequencias do 16S rRNA das espécies tipo mais préximas encontradas no banco de
dados RDP Il (Tabela 7).

Tabela 7: Analise de similaridade da sequéncia parcial do 16S rRNA de 6 isolados de Rhizobium sp.
de B. trimera ao o banco de dados RDP Il utilizando a ferramenta Sequence Match.

———
Grupo Isolado Pares de Base SegMatch (RDP) % Sl(r'anlljaFr)l)dade

Rhizobium sp. BTM45 641 Agrobactrium rubi
| Rhizobium sp. BTM385 788 R. lusitanum 98
Rhizobium sp. BTM47 720 R. miluonense
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R. mayense
Il Rhizobium sp. BTM403 824 R. grahamii 95
Rhizobium sp. BTM399 791 R. yanglingense 91
R. loessense 91
\ R. gallicum 89
R. smilacinae 89
Rhizobium sp. BTM476 883 R. cellulosilyticum 95

Dois grupos filogenéticos principais foram formados (Figura 5). No grupo |
foram posicionados com 100% de identidade nucleotidicaos isolados BTMA45,
BTM47 e BTM385 e as espécies R. miluonense, R. mayense, R. lusitanum e
Agrobacterium rubi. A espécie tipo A. rubi foi recentemente reclassificada e
adicionada a analise por apresentar identidade nucleotidica com isolado BTM45. O
isolado BTM403 foi posicionado com 98% de bootstrap proximo as espécies R.
tibeticum. Os isolados BTM399 e BTM476 foram posicionados no grupo Il préximos
as espécies R. smilacinae, R. yantingense e R.cellulosilytcum com 92% de
bootstrap, sendo o isolado BTM476 mais proximo de R.cellulosilyticum.
Rhizobium lusitanum (AY738130)
Agrobacterium rubi (AY626395)
20| Rhizobium mayense(JX855172)

Rhizobium miluonense (EF061096)

100 | @ Rhizobium sp. BTM385

@ Rhizobium sp. BTM47
90

L @ Rhizobium sp. BTM45
4598';_ @ Rhizobium sp. BTM403
Rhizobium tibeticum (EU256404)

—— @ Rhizobium sp. BTM399

98

Rhizobium smilacinae (KF551141)
87

—— Rhizobium yantingense (KC934840) I
iz Rhizobium sp. BTM476
Rhizobium cellulosilyticum (DQ855276) |

Bradyrhizobium erythrophlei (KF114645)

76

0.01
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Figura 5: Relagbes evolutivas dos isolados do género Rhizobium. A histéria evolutiva foi inferida
usando o método Neighbor-Joining. A analise envolveu 15 sequéncias de nucleotideos. A
porcentagem de repeticdes em bootstrap (1000 repeticdes) sdo mostrados proximos dos ramos. As
distancias evolutivas respondem ao método Kimura 2-pardmetros. Havia um total de 708 pares de
base no conjunto de dados final. Os isolados a fim de posicionar estdo indicados na figura com
marcagao na cor vermelho.

Género Streptomyces sp.

Foi construida uma arvore filogenética a partir do alinhamento multiplo das
sequéncias parciais do gene 16S rRNA de 17 isolados de B. trimera (Tabela 8).

Ao nivel de 95% de similaridade com relagdo ao outgroup, foram
constituidos 5 grupos principais na arvore filogenética deste grupo (I-V) (Figura 6).
No grupo | foram alocadas 5 sequéncias de isolados. As BTM281 e BTM290
apresentaram 100% de identidade nucleotidica com doze espécies tipo do género
Streptomyces. Logo abaixo, o isolado BTM298 apresentou 100% de similaridade
apenas com S. graminifoli. O isolado BTM166 apresentou 100% de identidade
nucleotidica com as espécies S. vietnamensis e S. litmocidini. O isolado BTM36

apresentou 100% de identidade nucleotidica com S. recifenses.

Tabela 8: Analise de similaridade da sequéncia parcial do 16S rRNA de 17 isolados de Streptomyces
sp. de B. trimera ao banco de dados RDP Il utilizando a ferramenta Sequence Match.

Grupo Isolado Pares de Base % Similaridade Seq Match (RDP)
Streptomyces sp. BTM360 740 S. galbus
IA Streptomyces sp. BTM362 760 98 S. longwoodensis
S. bungoensis
Streptomyces sp. BTM446 885 98 S. kasugaensis
B Streptomyces sp. BTM450 836 100 S. libani
100 S. hygroscopicus
Streptomyces sp. BTM453 664 98 S. graminisoli
Streptomyces sp. BTM550 748 96
Streptomyces sp. BTM449 874 97 S. mirabilis
IC Streptomyces sp. BTM291 849 96
Streptomyces sp. BTM380 701 08 S. longisporus
S. flavidovirens
Streptomyces sp. BTM300 698 S. lavendofoliae
D 95 S. polyantibioticus
S. michiganensis
S. melanogenes
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S. noboritoensis

S. mauvecolor

Streptomyces sp. BTM417 835 S. purpeofuscus
Streptomyces sp. BTM447 807 99 Kitasatospora atroaurantiaca
Kitasatospora kifunensis

I Streptomyces sp. BTM166 842 99 S. litmocidini
Streptomyces sp. BTM298 781 S. graminifolii
Streptomyces sp. BTM281 810 S. nojiriensis
Streptomyces sp. BTM290 665 S. spororaveus

I 98e_ 100, S. cirratus

respectivamente

S. flavotricini
S. virginiae
S. polychromogenes

\ Streptomyces sp. BTM36 724 99 S. recifensis
O item Grupo representa a qual grupo os isolados foram alocados no posicionamento
filogenético neste trabalho.

No grupo I, os isolados BTM362 e BTM360 foram posicionados proximos as
espécies S. herbaceous e S. incanus. Ja o isolado BTM453 foi posicionado préximo
as espécies S. gramineus, S. graminisoli e S. rhizophilus. O isolado BTM380 se
posicionou proximo as espécies S. longisporus e S. flavidoriens. Ja os isolados
BTM291, BTM449 e BTM550 apresentaram 95% de similaridade com as espécies S.
cyaneus e S. mirabilis.

No grupo lll, o isolado BTM300 apresentou 98% de identidade nucleotidica
com S. melanogenes, S. noboritoensis, S. mauvecolor, S. xanthochromogenes e S.
michiganensis.

No grupo IV, os isolados BTM417 e BTM447 apresentaram 99% identidade
nucleotidica com S. purpeofuscus, Kitasatospora kufinensis e Kitasatospora
atroaurantiaca. E no grupo V, o isolado BTM450, apresentou 100% de identidade

nucleotidica com S. decoyicus, S. libani e S. platensis.
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— @ Streptomyces sp. BTM281 —
Streptomyces colombiensis (DQO026646)

Streptomyces vinaceus (AB184394)

Streptomyces cinnamonensis (AB184707)

Streptomyces virginiae (AB184175)

Streptomyces flavotricini (AY999915)

Streptomyces cirratus (AY999794)

Streptomyces spororaveus (AJ781370)

Streptomyces nojiriensis (AJ781355)

Streptomyces goshikiensis (EF178693)

61 | Streptomyces sporoverrucosus (DQ442544)

Streptomyces amritsarensis (GQ906975)

@ Streptomyces sp. BTM290

Streptomyces racemochromogenes (DQ026656)

L— Streptomyces globosus (AJ781330)

64| Streptomyces subrutilus (X80825) I
Streptomyces avidinii (AB184395)

94 @ Streptomyces sp. BTM298
Streptomyces graminifolii (HQ267984)

Streptomyces griseorubiginosus (AJ781339)

Streptomyces zaomyceticus (EF178685)

@ Streptomyces sp. BTM166
Streptomyces litmocidini (AB184149)

Streptomyces vietnamensis (DQ311081)

Streptomyces nitrosporeus (EF178680)

Streptomyces griseoluteus (AY999751)

@ Streptomyces sp. BTM36
Streptomyces recifensis (AB184165)

76| @ Streptomyces sp. BTM360 —
@ Streptomyces sp. BTM362

o | Streptomyces herbaceus (FR692091)

Streptomyces incanus (FR692095)

Streptomyces capoamus (AB045877)

Streptomyces galbus (X79852)

Streptomyces longwoodensis (AB184580)

Streptomyces bungoensis (AB184696)

74| Streptomyces rhizophilus (HQ267989)

64| Streptomyces gramineus (HM748598)

Streptomyces graminisoli (HQ267975) I I

@ Streptomyces sp. BTM453

Streptomyces curacoi (AB184841)

@ Streptomyces sp. BTM380
Streptomyces longisporus (AJ399475)
Streptomyces flavidovirens (AB184270)
@ Streptomyces sp. BTM449
@ Streptomyces sp. BTM550
@ Streptomyces sp. BTM291

Streptomyces mirabilis (AB184412)

Streptomyces cyaneus (AF346475) —
@ Streptomyces sp. BTM300 -
Streptomyces michiganensis (AB184153)
Streptomyces xanthochromogenes (DQ442559)
5 Streptomyces mauvecolor (AB184532) I I I

Streptomyces melanogenes (AB184222)
Streptomyces noboritoensis (AB184287) —
8g | Streptomyces herbaricolor (AB1848017)
Streptomyces indigoferus (AB184214)
@ Streptomyces sp. BTM417
@ Streptomyces sp. BTM447 I V
Streptomyces purpeofuscus (AJ781364)

96

8t

Kitasatospora atroaurantiaca (DQ026645)
Kitasatosporia kifunense (U93322)

—— @ Streptomyces sp. BTM446 —

79 @ Streptomyces sp. BTM450

99 | Streptomyces decoyicus (AY999883) V

Streptomyces libani (AJ781351)
Streptomyces platensis (AB045882)
Rhodococcus artemisiae (GU367155)

Figura 6: Relagbes evolutivas do isolados do género Streptomyces. A histdria evolutiva foi inferida
usando o método Neighbor-Joining. A analise envolveu 68sequéncias de nucleotideos. A
porcentagem de repeticdes dos taxa associados agruparam em bootstraps (1000 repetigcbes) sao
mostrados proximos dos ramos. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura-2
parametros. Houve o total de 669 pares de base utilizado no alinhamento.
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Género Burkholderia sp.

Foi construida uma arvore filogenética a partir do alinhamento multiplo da
sequéncia parcial do 16S rRNA de 8 isolados de B. ftrimera, previamente
classificados como Burkholderia, com as sequencias do 16S rRNA das espécies tipo
mais préximas encontradas no banco de dados RDP Il (Tabela 9).

Tabela 9: Analise de similaridade da sequéncia parcial do 16S rRNA de 8 isolados de Burkhideria sp.

de B. trimera ao o banco de dados RDP Il utilizando a ferramenta Sequence Match.
Pares de

Grupo Isolado Base % Seq Match (RDP)
Burkholderia sp. BTM 27 700 98 B. diffusa
Burkholderia sp. BTM43 499 94 B. diffusa

93 B. plantarii
Burkholderia sp. BTM131 798 96 B. diffusa
96 B. contaminans
Burkholderia sp. BTM317 602 99 B. terrae
95 B. caribensis
Burkholderia sp. BTM485 561 99
" Burkholderia sp. BTM486 919 97 B. phytofirmans
Burkholderia sp. BTM561 888 98
Burkholderia sp. BTM559 934 92 B. graminis
92 B. terricola
92 B. phenoliruptrix

Ao nivel de 98% de similaridade foram formados 2 grupos principais (I e II)
(Figura 7). No grupo |, o isolado BTM131 apresentou 99% de identidade nuclotidica
com B. metallica. O isolados BTM27 apresentou 99% de identidade nucleotidica com
B. diffusa e BTM43 apresentou 98% de identidade nucleotidica com B. contaminans.

No grupo Il, o isolado BTM317 apresentou 99% de identidade nucleotidica
com B. caribensis e BTM559 apresentou 98% de identidade com B. graminis. Ainda
no grupo ll, os isolados BTM485, BTM486 e BTM561se posicionaram em um ramo

isolado apresentando 100% de identidade nucletidica com B. phytofirmans.
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Burkholderia arboris (AM747630)

Burkholderia contaminans (JX986975)
Burkholderia latens (AM747628)
Burkholderia stabilis (AF097533)

2 - Burkholderia metallica (AM747632)
@ Burkholderia sp. BTM131
Burkholderia diffusa (AM747629)

89 @ Burkholderia sp. BTM27

Burkholderia plantarii (U96933)

@ Burkholderia sp. BTM43

Burkholderia terricola (AY040362)
F Burkholderia caribiensis (Y17009)
@ Burkholderia sp. BTM317
61 Burkholderia graminis (U96939)

_|: @ Burkholderia sp. BTM559

Burkholderia phytofirmans (AY497470) I |

64

99 | ® Burkholderia sp. BTM485
@ Burkholderia sp. BTM486

@ Burkholderia sp. BTM561

Aquaspirillum autotrophicum (AB074524)

B
0.01

Figura 7: Relagdes evolutivas do isolados do género Burkholderia. A histéria evolutiva foi inferida
usando o método Neighbor-Joining. A analise envolveu 20 sequéncias de nucleotideos. A
porcentagem de repeticdes dos taxa associados agruparam em bootstrap (1000 repeticoes) sao
mostrados préximos dos ramos. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura-2
parametros e estdo nas unidades do numero de substituicbes de base por site. Houve um total de
613 pares de base no conjunto de dados final.

Género Bacillus sp.

Foi construida uma arvore filogenética a partir do alinhamento multiplo das
sequéncias parciais gene do 16S rRNA de 22 isolados de B. frimera previamente
classificados como Bacillus de acordo com o banco de dados RDP |l (Tabela 10).

Ao nivel de 97% de similaridade foram constituidos 3 grupos principais no
posicionamento filogenético (Figura 8). O grupo | €& composto pelos isolados
BTM366, BTM 346, BTM26 e BTM23 e apresentaram 100% de identidade
nucleotidica com seis espécies tipo (B. toyonensis, B. cereus, B. mycoides, B.

weihentephanensis, B. anthracis e B, thuringiensis).

Tabela 10: Analise de similaridade da sequéncia parcial do 16S rRNA de 22 isolados de Bacillus sp.
de B. trimera ao o banco de dados RDP Il utilizando a ferramenta Sequence Match.
Grupo Isolado Pares de base % de Similadridade (RDP) Seq Match (RDP)
Bacillus sp. BTM23 801 . B. toyonensis
A Bacillus sp. BTM26 850 99 e 100, respectivamente B. thuringiensis




B. cereus

Bacillus sp.

BTM183

518

90

89

B. simplex
B.muralis

B. huizhouensis

Bacillus sp.
Bacillus sp.

BTM346
BTM366

746
764

100

B. toyonensis
B. thuringiensis
B. cereus
B. toyonensis
B. cereus

Bacillus sp.
Bacillus sp.

BTM210
BTM375

547
767

99

98

97

B. drentensis
B. vireti
B.Bataviensis
B.mesonae
B.niacini
B.ginsengisoli
B.bataviensis

Bacillus sp.

BTM219

665

100

98

B. flexus
B. megaterium

B.aryabhattai

Bacillus sp.

BTM331

645

100

B. flexus
B. megaterium

IC Bacillus sp.
Bacillus sp.

BTM332
BTM418

757
734

100

98

B. flexus

B. megaterium
B. flexus

B. megaterium

B.aryabhattai
B. invictae

Bacillus sp.

BTM264

670

96
90

B.sporothermodurans

B.shackletonii

Bacillus sp.

Bacillus sp.
Bacillus sp.

BTM116
BTM340
BTM388

670
972
719

99

B. safensis
B. pumilus
B. invictae

B. altitudinis

Bacillus sp.

Bacillus sp.

BTM145

BTM146

582

581

100

100

98

B. safensis
B. pumilus
B. invictae
B. safensis
B. pumilus
B. invictae

B. stratosphericus

Bacillus sp.

BTM148

755

99

B. invictae
B. pumilus

Bacillus sp.

BTM182

Bacillus sp. BTM02
Bacillus sp. BTM63

814
768
768

99

98

B. pumilus
B. safensis
B. invictae
B. invictae
B. pumilus
B. safensis
B. invictae
B. pumilus
B. safensis

Bacillus sp. BTM50

636

95
96
81

B. acidiceler
B. luciferensis
B. simplex
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Neste grupo também esta alocado o isolado BTM183 que apresentou 99%

de identidade nucleotidica com B. muralis e B. simplex.Ja o isolado BTM50

apresentou 99% de identidade nucleotidica com B. acidiller e B. luciferensis.
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O grupo Il é composto por quatro isolados (BTM418, BTM332, BTM331 e
BTM219). O isolado BTM264 apresentou 100% de identidade nucleotidica apenas
com Bacillus sporothermodurans. O isolado BTM375 foi posicionado préoximo a B.
fumarioli com 99,8% de identidade nucleotidica. E o isolado BTM210 apresentou
100% de identidade nucleotidica com B. vireti e B. drentensis.

No grupo lll, os isolados BTM63, BTM116, BTM145, BTM146, BTM148,
BTM182, BTM340 e BTM388 foram posicionados no mesmo ramo com as espeécies

tipo B. safensis, B. pumilus, B. invictae.



Bacillus toyonensis (CP006863: 2859786-2861337)
Bacillus cereus (AE016877 9188-10699)

Bacillus mycoides (AB021192)

Bacillus weihenstephanensis (AB021199)

100 | Bacillus anthracis (AB190217)

Bacillus thuringiensis (D16281)
@ Bacillus sp.BTM366
@ Bacillus sp.BTM346

@ Bacillus sp.BTM26

@ Bacillus sp.BTM23

80 @ Bacillus sp.BTM183

o7 @ Bacillus sp.BTM50
55‘ Bacillus acidiceler (NR 043774)
Bacillus luciferensis (AJ419629)

99 Bacillus muralis (AJ316309)
Bacillus simplex (AJ439078)

Bacillus megaterium (D16273)
Bacillus flexus(AB021185)
86 | ® Bacillus sp.BTM418
@ Bacillus sp.BTM332
100 @ Bacillus sp.BTM331
@ Bacillus sp.BTM219
Bacillus aryabhattai (EF114313)
100 @ Bacillus sp.BTM264
Bacillus sporothermodurans (U49080)
64 | ® Bacillus sp.BTM375

93

Bacillus fumarioli (AJ250056)

97 Bacillus niacini (AB021194)

Bacillus atrophaeus (AB021181)
4100{ Bacillus amyloliquefaciens (FN59764: 9773-11310)
Bacillus vallismortis (AB021198)

¥ Bacillus sp.BTM210
3 | Bacillus vireti (AJ542509)
Bacillus bataviensis (AJ542508)

Bacillus drentensis (AJ542506) —

Bacillus aerophilus (AJ831844)

86 Bacillus xiamenensis (JX680066)
Bacillus stratosphericus (AJ831841)
Bacillus altitudinis (AJ831842)

Bacillus pumilus (HQ650161)

o8 @ Bacillus sp.BTM388

@ Bacillus sp.BTM63
@ Bacillus sp.BTM116

@ Bacillus sp.BTM145

g6 | ® Bacillus sp.BTM146
@ Bacillus sp.BTM148
@ Bacillus sp.BTM182
@ Bacillus sp.BTM340
Bacillus safensis (AF234854)

Bacillus pumilus (AY876289)

Bacillus invictae (JX183147) p—

Staphylococcus arlettae (AB009933)
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Figura 8: Relacdes evolutivas do isolados do género Bacillus. A histéria evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. A andlise envolveu 53 sequéncias de nucleotideos. A porcentagem de
repeticbes dos taxa associados agruparam em bootstrap (1000 repetigées) sdo mostrados préximos
dos ramos. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura-2 parametros e estao
nas unidades do numero de substituicdes de base por site. Houve um total de 527 pares de base no
conjunto de dados final.
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Género Methylobacterium

Foi construida uma arvore filogenética a partir do alinhamento multiplo da
sequéncia parcial do 16S rRNA de 9 isolados de B. trimera previamente
classificados como Methylobacterium, com as sequencias do 16S rRNA das
espécies tipo mais préximas encontradas no banco de dados RDP Il (Tabela 11).
Tabela 11: Analise de similaridade da sequéncia parcial do 16S rRNA de 9 isolados de

Methylobacterium sp. de B. trimera ao o banco de dados RDP Il utilizando a ferramenta Sequence
Match.

Grupo Isolado Pares de Base % de Similaridade (RDP) Seq Match (RDP)
Methylobacterium sp. BTM62 578 M. radiotolerans
99 M. oryzae
1A M. tardum
Methylobacterium sp. BTM75 653 99 M. phyllostachyos
96 M. oryzae
1B 96 M. longum
Methylobacterium sp. BTM177 650 98 M. brachiatum
98 M. phyllosphaerae
Methylobacterium sp. BTM144 756 95 M. komagatae
90 M. persicinum
Ic Methylobacterium sp. BTM157 95 M. aerolatum
Methylobacterium sp. BTM541 661 91 M. fujisawaense
Methylobacterium sp. BTM101 746 95 M. komagatae
90 M. persicinum
Methylobacterium sp. BTM535 873 93 M. aquaticum
I 93 M. platani
Methylobacterium sp. BTM78 689 99 M. aquaticum
97 M. tarhaniae

Ao nivel de 93% de similaridade foram constituidos 3 grupos principais
(Figura 9). No grupo | foram posicionados os isolados BTM62, BTM177, BTM75 e
BTM157. O isolado BTM62 apresentou 100% de identidade nucleotidica comas
espécies M. oryzae, M. tardum e M. radiotolerans. O isolado BTM177 apresentou
100% de identidade apenas com M. brachiatum. O isolado BTM75 apresentou 100%
de identidade com M. phyllostachyos e M. longum e o isolado BTM157 foi
posicionado préximo a M. aerolatum com 99% de identidade nucleotidica.

No grupo Il os isolados BTM101 e BTM144 (99% de identidade nucleotidica)
e BTM541 (100% de identidade) foram posicionados proximos a M. komagatae. No
grupo lll o isolado BTM535 apresentou 99% de identidade com M. plantani e o
isolado BTM78 foi identificado como M. aquaticum com 100% de identidade

nucleotidica.
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Methylobacterium radiotolerans (D32227)

Methylobacterium tardum (AB252208)
7 Methylobacterium oryzae (AY683045)
@ Methylobacterium sp. BTM62

% Methylobacterium fujisawaense (AJ250801)
75 [ ® Methylobacterium sp. BTM177

Methylob acterium brachiatum (AB175649)
@ Methylobacterium sp. BTM75
Methylobacterium phyllostachyos (EU912444)
Methylobacterium longum (FN868949)

@ Methylobacterium sp. BTM157

98 Methylobacterium persicinum (AB252202)

74
Methylobacterium aerolatum (EF174498) -

g7 | ® Methylobacterium sp. BTM101

99| '® Methylobacterium sp. BTM144 11

ok — ® Methylobacterium sp. BTM541

Methylobacterium komagatae (AB252201)
97 @ Methylobacterium sp. BTM535
100 Methylobacterium platani (EF426729)

N Methylobacterium tarhaniae (JQ864432) I I I
5
o @ Methylobacterium sp. BTM78
Methylobacterium aquaticum (AJ635303)_|

Meganema perideroedes (AF180468)

]
0.02

Figura 9: Relacdes evolutivas do isolados do género Methylobacterium. A histéria evolutiva foi inferida
usando o método Neighbor-Joining. A analise envolveu 23 sequéncias de nucleotideos. A
porcentagem de repeticdes dos taxa associados agruparam em bootstrap (1000 repeticdes) sao
mostrados proximos dos ramos. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Jukes-
Cantor e estdo nas unidades do numero de substituicdbes de base por site. Houve um total de 589
pares de base no conjunto de dados final.

Género Pseudomonas

Foi construida uma arvore filogenética a partir do alinhamento do gene 16S
RNAr de 6 sequéncias de isolados da colecao BTM, previamente classificados como
Pseudomonas a partir do banco de dados RDP Il, em conjunto com suas sequéncias
tipo mais proximamente relacionadas (Tabela 12). As sequéncias do isolados foram
separados em dois principais grupos filognéticos a 93% de similaridade (Figura 10).

No grupo | o isolado BTM213 foi identificado como P. granadensis e BTM519
como P. vancoucerensis. Ja BTM497 apresentou 99% de identidade nucleotidica
com P. migulaee P. umsongensis. O isolado BTM484 apresentou 99% de

similaridade com P. corrugata e P. kilonensis.

Tabela 12: Analise de similaridade da sequéncia parcial do 16S rRNA de 6 isolados de Pseudomonas
sp. de B. trimera ao o banco de dados RDP Il utilizando a ferramenta Sequence Match.
Grupo Isolado Pares de Base % de Similaridade (RDP)  Seq Match (RDP)
| Pseudomonas sp. BTM213 687 P. granadensis 97
Pseudomonas sp. BTM497 703 P. migulae 99
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Pseudomonas sp. BTM519 824 P. vancouverensis 100

P. reinekei 99

P. granadensis 97

Il Pseudomonas sp. BTM336 662 P. graminis 94
1 Pseudomonas sp. BTM484 957 P. corrugata 97
P. kilonensis 97

Y Pseudomonas sp. BTM481 692 P. aeruginosa 94

O isolado BTM519 foi identificado como Pseudomonas vancouverensis,
assim como BTM213 foi identificada como Pseudomonas granadensise o isolado
BTM336 apresentou 99% de identidade nucleotidica com P. graminis. No grupo |l
estd o isolado BTM481 que apresentou 99,2% de identidade nucleotidica com

Pseudomonas aeruginosa.

94 1 Pseudomonas granadensis (HG764746)_
@ Pseudomonas sp. BTM213

94 [ Pseudomonas reinekei (AM293565)

78| Pseudomonas vancouverensis (AJ011507)
@ Pseudomonas sp. BTM519

@ Pseudomonas sp. BTM497

71| 78| Pseudomonas migulae (AF074383) |

58

Pseudomonas umsongensis (AF468450)

@ Pseudomonas sp. BTM484
97

99 Pseudomonas corrugata (D84012)
Pseudomonas kilonensis (AJ292426)
97 — Pseudomonas graminis (Y11150)
@ Pseudomonas sp. BTM336
100 | Pseudomonas aeruginosa (HE978271) 1
@ Pseudomonas sp. BTM481
Aeromonas aquariorum (EU085557)

B
0,02

Figura 10: Relagbes evolutivas do isolados do género Pseudomonas. A histéria evolutiva foi inferida
usando o método Neighbor-Joining. A analise envolveu 24 sequéncias de nucleotideos. A
porcentagem de repeticdes dos taxa associados agrupados em bootstrap (1000 repeticdes) sao
mostrados proximos dos ramos. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura-2
parametros e estdo nas unidades do numero de substituicbes de base por site. Houve um total de
747 pares de base no conjunto de dados final.

O sequenciamento parcial do gene 16S foi suficiente neste trabalho para
identificacdo dos isolados a nivel de género. Mesmo com o0 posicionamento
filogenético através da construcdo das arvores filogenéticas e levando em
consideragao o melhor modelo evolutivo para esta analise, nao foi possivel fazer a

especiagao de varios isolados.
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Embora o sequenciamento do gene 16S seja altamente util na classificagado
bacteriana, ele possui baixo poder filogenético para discriminagao a nivel de espécie
e um poder discriminatério fraco para alguns géneros. Como exemplo pode-se citar
0 género Bacillus, as espécies tipo B. globisporus e B. psychrophilus possuem
similaridade acima de 99,5% dos seus genes 16S rRNA ndo sendo possivel a
identificacdo destas espécies (JANDA; ABBOTT, 2007).

Bioprospecgéo dos isolados de B. trimera

Os 182 isolados da colegdo BTM foram triados quanto a atividade
antagonista e pela capacidade de produgcdo de sideréforos e surfactantes,
substancias com potencial para atividade antimicrobiana.

Com relagéo a partes da planta, as quantidades de isolados encontrados
foram semelhantes entre elas, 57 isolados positivos na rizosfera e 56 isolados na
endosfera (tabela 13) que apresentaram alta, média e baixa produgdo dos testes
realizados. O numero de isolados e o nivel de producdo de antimicrobianos estao

representados na figura 11.

Tabela 13: Numero de isolados positivos em diferentes niveis por parte da planta analisada.
Sideroforo | Surfactante | S.sclerotiorum | C.gloesporioides | C. flaccumfaciens
Endosfera 16 24 20 14 16
Rizosfera 17 32 22 16 8
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Figura 11: Numero de isolados representados para cada nivel de produgdo dos diferentes testes
bioquimicos (Sideréforo, surfactante e antagonismo). Antagonismo apresntado foi realizado contra C.
flaccumfasciens, C. gloesporioides e S. sclerotiorum. O antagonismo realizado contra X. axonopodis
somente o isolado BTM417 foi positivo (indice de 3,1/ +++) e n&o esta representado no grafico.

Numero de Isolados com Atividade
Antimicrobiana

W (+++) B (++) (+)

Sideréforo
Surfactante 23
C. flaccumfasciens

C.gloesporioides

S.sclerotiorum

Atividade Antagonista

Os 182 isolados da rizosfera e endosfera de B. trimera foram avaliados
quanto a atividade antagonista contra dois fungos fitopatégenos (S. sclerotiorum e C.
gloesporioides) e contra duas bactérias fitopatogénicas (C. flaccumfaciens e X.
axonopodis). Estes fitopatdgenos sédo responsaveis por causar danos a culturas
agricolas de importancia econémico. Para a identificacdo de isolados antagonistas
contra fungos foi realizado o ensaio de cultura pareada, sendo a inibicdo do fungo
classificada como indice de inibicao alto, médio e baixo. A inibicdo da bactéria foi
avaliada pela presengca de um halo de inibigdo, sendo também considerada alta
(>3,0), média (>2) e baixa (>1).

No teste de antagonismo com S. sclerotiorum, 42 isolados inibiram o
crescimento do fitopatdégeno sendo que, 31% apresentaram alta inibicdo (+++), 24%
inibicao mediana (++) e 43% baixa inibicao (+). No teste contra C. gloesporioides, 29
isolados inibiram o crescimento do fitopatdogeno, e destes 13% apresentaram alta
inibicdo (+++), 31% inibicdo mediana e 55% baixa inibigdo (+).

No teste de antagonismo contra a bactéria fitopatogénica C. flaccumfaciens,
23 isolados inibiram o crescimento da bactéria. Os isolados BTM77 e BTM182
apresentaram alta inibigdo (3,1 e 3,0, respectivamente). Os isolados BTM45 e

BTMS529 apresentaram inibigdo mediana (2,1 e 2,0, respectivamente) e 82% do total



93

de isolados positivos apresentaram baixa inibicdo. No teste de antagonismo contra
X. axonopodis apenas o isolado BTM417 apresentou inibicdo (3,11) da bactéria

fitopatogénica.

Siderodforos

A producdo de sideréforos foi avaliada por colorimetria, sendo o nivel de
producdo considerado alto (>500 yM), médio (>100 uM) e baixo (até 100 pM),
conforme a curva de calibragdo de EDTA (Anexo). Entre os 182 isolados testados,
33 produziram sideréforos e destes, 27% apresentaram alta, 27% média e 45%

baixa producao (Tabela 14).

Tabela 14: Principais isolados que apresentaram maior producdo de Sideroforos. N.C: Nao
classificado. Todos os isolados com todos os niveis de producao de sideréforos estdo emanexo.

Isolado Género Sideroforo[JuM/mL | Isolado Género Sideréforo[JuM/mL
21 N.C 752 291 Streptomyces 553
327 | Xanthomonas 730 47 Rhizobium 517
323 Variovorax 723 553 N.C 484
317 Burkholderia 654 109 Bacillus 439
340 Bacillus 623 549 N.C 430
343 Tardiphaga 623 120 N.C 398
287 N.C 590 336 | Pseudomonas 392
210 Bacillus 565 260 Luteibacter 304

Os isolados identificados mais produtores foram BTM327 (730 uM), BTM323
(723 pM) e BTM317 (654 puM). Foi realizado o posicionamento filogenético destes
isolados e inferiu que os isolados s&o dos géneros Xanthomonas (BTM327) e
Variovax (BTM323) e Burkholderia (BTM317) com 100% de possibilidade de
identificacdo do género de acordo com o banco de dados RDP. Contudo, os demais
isolados também apresentaram elevada producédo de sideroforos. Dentre os 16
isolados mais produtores, 14 foram isolados da coleta de Ponta Grossa. Ainda
dentre estes 16 isolados mais produtores, 11 foram classificados e foram
identificados como pertencentes a 10 géneros, indicando que dentro desta
comunidade ndo foi identificado nenhum género predominante produzindo

sideroforos.
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A produgdo de sideroforos € um mecanismo indireto importante na
promocdo do crescimento vegetal de plantas (AHMED; HOLMSTROM, 2014).
Diversos géneros bacterianos sado relatados como bons produtores de sideréforos.
Estes quelantes de ions sao produzidos por microrganismos em baixa
concentracdes principalmente do ion ferro. Estas moléculas atuam indiretamente na
promog¢ado do crescimento vegetal controlando a disponibilidade e privando os
patdgenos do micronutriente ferro (NEILANDS, 1995). Em um trabalho desenvolvido
por Tortora et al, (2011), demonstram que, sob condi¢des de limitagcdo de ferro,
diferentes estirpes de Azospirillum brasilense produziram sideroforos e que estas
moléculas mostraram atividade antifungica in vitro contra C. acutatum, através da
reducdo dos sintomas de antracnose em plantas de morango (TORTORA et al.,
2011).

Biossurfactante

Os biossurfactantes desempenham um papel importante em diversas areas
industriais. Considera-se que o0s biossurfactantes sejam uma alternativa aos
surfactantes quimicos devido as suas propriedades biodegradaveis e alta
especificidade. Para a triagem quanto a produgédo de surfactantes, 54 isolados
apresentaram diferentes niveis de produg¢ao de surfactantes. Dentre os positivos, 18
isolados apresentaram alta producdo (Tabela 15), 13 isolados apresentaram
producao mediana e 23 isolados apresentaram baixa produgao.

Os géneros encontrados produzindo altos niveis surfactantes foram Bacillus
(3), Paenibacillus (4), Streptomyces (2), Burkholderia (1), Rhizobium (1) e
Methylobacterium (1). E possivel encontrar inimeros trabalhos com estes géneros
bacterianos produzindo biossurfactantes os principais sao os géneros Bacillus e

Streptomyces.

Tabela 15: Principais isolados que apresentaram alta produgao (+++) de biossurfactantes. N.C: Nao
classificado. Os demais isolados com diferentes niveis de produgéo estdo em anexo.

Isolado Género Surfactante Isolado Género Biossrfactante
2 Burkholderia +++ 300 N.C +++
47 Rhizobium +++ 450 Streptomyces +++
109 Bacillus +++ 454 Paenibacillus +++
116 Bacillus +++ 523 Paenibacillus +++
119 Paenibacillus +++ 530 N.C +++
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120 N.C +++ 535 Methylobacterium +++
210 Bacillus +++ 540 Paenibacillus +++
211 N.C +++ 543 N.C +++
299 N.C +++ 550 Streptomyces +++

Com a finalidade de identificar os bons isolados com alto potencial
biotecnolégico, estes foram classificados de acordo com seu potencial
biotecnolégico através de uma somatdria das notas atribuidas aos isolados para
cada atividade antimicrobiana analisada (Tabela 16). 129 isolados sequenciados, 14
isolados apresentaram alto potencial biotecnolégico (somatéria de 6 a 9)
representado por bactérias dos géneros Streptomyces (4), Bacillus (3), Burkholderia
(2), Rhizobium (2), Rhodococcus (1), Paenibacillus (1) e Kitasatospora (1). Estes
isolados apresentaram pelo menos 3 das 6 caracteristicas analisadas. 17 isolados
apresentaram potencial biotecnolégico classificado como médio (somatoéria 4 e 5) e
15 isolados apresentaram potencial biotecnolégico classificado como baixo

(somatoria 3).



Tabela 16: Somatodria das notas atribuidas a cada atividade de acordo com o poténcial biotecnoldgico dos isolados.

Atividade Antagbnica
Isolado Género Sclerotinia  Colletotrichum Xanthomonas Curtobacterium Potencial
Surfactante Sideroforo sclerotiorum gloesporioides  axonopodis flacunfaciens ~ Somatoria Biotecnoldgico
291 Streptomyces 0 3 3 2 0 0 8
529 Paenibacillus 2 0 2 1 0 2 7
2 Bacillus 3 0 2 1 0 0 6
43 Burkholderia 0 0 3 3 0 0 6 Alto

47 Rhizobium 3 3 0 0 0 0 6
146 Bacillus 2 0 3 0 0 1 6
476 Rhizobium 0 0 3 3 0 0 6
109 Bacillus 3 2 0 0 0 0 5
@ 120 Streptomyces 3 0 1 1 0 0 5
S 148 Bacillus 0 0 3 1 0 1 5

S 119 Bacillus 3 1 0 0 0 0 4 Médio
2 323 Variovorax 0 3 0 0 0 1 4
w 327 Xanthomonas 0 3 1 0 0 0 4
385 Rhizobium 2 1 0 0 0 1 4
15 Streptomyces 0 1 1 1 0 0 3
77 Micrococcus 0 0 0 0 0 3 3
116 Bacillus 3 0 0 0 0 0 3

336 Pseudomonas 0 2 0 0 0 1 3 Baixo
340 Bacillus 0 3 0 0 0 0 3
453 Streptomyces 0 0 2 1 0 0 3
454 Paenibacillus 3 0 0 0 0 0 3

Continua...
Tabela 16: Continuagao
15 299 Streptomyces 3 1 3 2 0 0 9 Alto

% 27 Burkholderia 1 1 3 3 0 0 8
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que a comunidade bacteriana da
rizosfera e endorrizosfera associada a planta medicinal B. trimera é diversa tendo
em vista os 38 géneros bacterianos encontrados e os resultados da avaliagdo do
potencial biotecnolégico isolados sugerem que esta comunidade possui alto
potencial antimicrobiano com possiveis aplicagdes biotecnologicas.

Diversos fatores podem influenciar na composicdo da comunidade
microbiana associadas a plantas, inclusive a espécie vegetal, no entanto, neste
trabalho dos 38 géneros encontrados em ambas as localidades, apenas 28%
géneros foram encontrados nas duas localidades, indicando que os fatores
ambientais exercem forte influéncia na comunidade microbiana.

Os géneros encontrados em maior abundanciam foram Bacillus,
Streptomyces Methylobacterium, Burkholderia e Pseudomonas, em diversos destes
isolados foi constatado elevada producdo de compostos com potencial
biotecnolégico para producdo de sideroforos, biossurfactantes e agentes
antimicrobianos.

A elevada diversidade de bactérias encontradas em associacdo com B.
trimera indica que as plantas medicinais brasileiras utilizadas na medicina popular
podem abrigar uma rica biodiversidade de bactérias e estas plantas sdo fontes
unicas de novas espécies com potencial promissor para producido de compostos
biologicamente ativos. Adicionalmente, ndo foram encontrados estudos reportando a

composi¢ao bacteriana associada a planta medicinal B. frimera.
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Anexo 1: Sugestdo de parametros gerais médios para a interpretagao preliminar de resultados de

anadlises dos solos.
) DETERMINACOES
NIVEIS | pHem | pH Cations trocaveis C
NO CaCl, | SMP | AI” | Ca™” | Mg™ | K [ T
SOLO cmol/dm® g/dm’
Muito baixo <50 <55 <0,3 <1 <0,3 <0,10 - <4
Baixo 5,054 | 5560 [0305| 1-2 |0,304 [010-0,15| <5 4-8
Médio 54-58 | 6,065|0510| 2-4 |04-08 015030 5-10 | 8- 14
Alto 58-6,2 | 6,5-7,0 >1,0 4-6 0,8-1,0 | 0,30-040 | 10-15 | 14-20
Muito alto >6,2 >7,0 - >6 >1,0 > 0,40 >15 >20
Fonte: (SERRAT et al., 2006)
o Curva CAS-EDTA
£0,4 _NOOMX +0,4593
s’ R?=0,9977
g
§ 0,2 —
Q2
< 0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
MM EDTA

Anexo 2: Curva de calibragao realizada com diferentes concentragdes de EDTA para a estimativa da
quantidade de sideréforos. A curva foi realizada nas mesmas condigcbes que os isolados foram
avaliados. Eixo X: Concentracdo de EDTA em pM. Eixo Y: Absorbancia medida a 630 nm.



Anexo 3: Tabela representando os 182 isolados avaliados juntamente com a identificacdo dos 129 isolados sequenciados.

Antagonismo

Isolado Local Parte da Planta Género Sideréforo  Surfactante  S.sclerotiorum  C.gloesporioides  C. flaccumfaciens
2 PG Endosfera Burkholderia 0 +++ ++ + 0
3 PG Endosfera N.C 0 0 + 0 0
5 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
6 PG Endosfera N.C 0 0 + 0 0
13 PG Endosfera Arthrobacter 13,25 0 0 0 1,20
15 PG Endosfera Streptomyces 17 0 + + 0
16 PG Rizosfera Arthrobacter 0 0 0 0 0
17 PG Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
21 PG Rizosfera N.C 0 ++ 0 0 0
23 PG Rizosfera Bacillus 10,75 0 0 0 0
26 PG Rizosfera Bacillus 23,25 0 0 0 0
27 PG Rizosfera Burkholderia 62 + +++ +++ 0
28 PG Rizosfera Staphylococcus 90,75 0 0 0 0
36 PG Rizosfera Streptomyces 0 0 + 0 0
43 PG Endosfera Burkholderia 0 0 +++ +++ 0
44 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
45 PG Endosfera Rhizobium 0 0 0 0 2,1
47 PG Endosfera Rhizobium 517 +++ 0 0 0
49 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
50 PG Endosfera Bacillus 0 0 0 0 0
57 PG Endosfera Micrococcus 0 0 0 0 0
62 PG Rizosfera Methylobacterium 0 0 0 0 1,67
63 PG Rizosfera Bacillus 0 0 0 0 0
75 PG Endosfera Methylobacterium 0 0 0 0 1,56
76 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
77 PG Endosfera Micrococcus 0 0 0 0 3,11
78 PG Endosfera Methylobacterium 0 + 0 0 0
82 PG Endosfera Staphylococcus 0 0 0 0 0
101 PG Rizosfera Methylobacterium 0 0 0 0 0
102 PG Rizosfera Conexibacter 0 0 0 + 1,33
104 PG Rizosfera Bacillus 0 0 0 0 0
105 PG Rizosfera Sphingomonas 0 0 0 0 0
106 PG Rizosfera Sphingomonas 0 0 0 0 1,56
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109 PG Endosfera Bacillus 439,5 +++ 0 0 0
116 PG Endosfera Bacillus 0 +++ 0 0 0
117 PG Endosfera Staphylococcus 0 0 0 0 0
118 PG Endosfera N.C 0 ++ ++ 0 0
119 PG Endosfera Paenibacillus 130,75 +++ 0 0 0
120 PG Endosfera N.C 0 +++ + + 0
131 PG Rizosfera Burkholderia 0 0 ++ + 1,67
144 PG Rizosfera Methylobacterium 0 0 0 0 0
145 PG Endosfera Bacillus 0 0 0 0 1,89
146 PG Endosfera Bacillus 0 ++ +++ 0 1,44
148 PG Endosfera Bacillus 0 0 +++ + 1,78
149 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
156 PG Endosfera Luteibacter 0 + 0 + 0
157 PG Endosfera Methylobacterium 0 0 0 ++ 0
159 PG Endosfera N.C 0 +++ 0 + 1,5
161 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
166 PG Endosfera Streptomyces 0 0 0 0 0
177 PG Endosfera Methylobacterium 0 0 0 0 0
178 PG Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
179 PG Rizosfera N.C 0 0 + 0 0
182 PG Rizosfera Bacillus 0 ++ 0 0 3
183 PG Rizosfera Bacillus 0 0 0 0 0
195 PG Endosfera Methylobacterium 0 0 0 0 0
210 PG Rizosfera Bacillus 565,75 +++ 0 0 0
211 PG Rizosfera N.C 752 +++ + 0 0
213 PG Rizosfera Pseudomonas 0 0 0 0 0
215 PG Rizosfera Serratia 0 0 0 0 1,78
219 PG Rizosfera Bacillus 0 0 0 0 1,22
241 PG Endosfera N.C 0 0 ++ 0 0
260 PG Endosfera Luteibacter 304 0 0 0 0
263 PG Endosfera N.C 0 + 0 0 0
264 PG Rizosfera Bacillus 0 0 0 0 0
265 PG Rizosfera Leifsonia 187 0 0 0 0
269 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
281 PG Rizosfera Streptomyces 0 + + 0 0
287 PG Rizosfera N.C 590 + + + 0
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288 PG Rizosfera N.C 0 0 ++ ++ 0
290 PG Endosfera Streptomyces 159,5 0 0 0 0
291 PG Endosfera Streptomyces 553,25 0 +++ ++ 0
298 PG Rizosfera Streptomyces 0 0 ++ ++ 0
299 PG Rizosfera N.C 25,7 +++ +++ ++ 0
300 PG Rizosfera Streptomyces 0 +++ +++ ++ 0
307 PG Rizosfera Rhodococcus 0 0 +++ +++ 0
311 PG Rizosfera Rhodococcus 0 0 +++ 0 0
317 PG Rizosfera Burkholderia 654,5 0 0 0 0
323 PG Endosfera Variovorax 723,25 0 0 0 1,67
327 PG Endosfera Xanthomonas 730 0 + 0 0
329 PG Endosfera Bosea 0 0 0 0 0
331 PG Endosfera Bacillus 0 + 0 0 0
332 PG Endosfera Bacillus 0 0 0 0 0
333 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
336 PG Endosfera Pseudomonas 392 0 0 0 1,67
340 PG Endosfera Bacillus 623,25 0 0 0 0
343 PG Endosfera Tardiphaga 0 0 0 0 1,67
344 PG Endosfera Tardiphaga 0 + 0 0 0
346 PG Endosfera Bacillus 93,25 + 0 0 0
350 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
356 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
358 PG Endosfera Paenibacillus 0 + 0 0 0
360 PG Endosfera Streptomyces 0 0 0 0 1,33
362 PG Rizosfera Streptomyces 0 0 0 0 0
364 PG Endosfera Nocardioides 0 0 0 0 0
366 PG Endosfera Bacillus 103,26 0 0 0 1,78
369 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
375 PG Rizosfera Bacillus 0 + 0 0 0
380 PG Rizosfera Streptomyces 5,75 ++ 0 0 1,67
383 PG Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
385 PG Endosfera Rhizobium 9,5 ++ 0 0 1,78
388 PG Endosfera Bacillus 80,75 0 0 0 1,44
389 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
393 PG Rizosfera Arthrobacter 80,75 ++ 0 0 0
399 PG Endosfera Rhizobium 97 0 0 0 0
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401 PG Endosfera N.C 0 0 0 0 0
402 PG Endosfera Tardiphaga 97 0 0 0 0
403 PG Endosfera Rhizobium 0 ++ 0 0 0
408 PG Endosfera Tardiphaga 0 0 0 0 0
417 PG Rizosfera Kitasatospora 25,75 0 + + 0
418 PG Endosfera Bacillus 0 0 ++ 0 0
427 PG Endosfera Tardiphaga 0 0 0 0 0
429 PG Endosfera N.C 0 0 + 0 0
438 PG Endosfera Kocuria 0 0 + 0 0
443 PG Rizosfera N.C 0 + 0 0 0
445 PG Rizosfera N.C 0 + +++ + 0
446 OR Rizosfera Streptomyces 0 0 0 0 0
447 OR Rizosfera Kitasatospora 0 0 ++ ++ 0
449 OR Rizosfera Streptomyces 0 0 ++ ++ 0
450 OR Rizosfera Streptomyces 0 +++ 0 + 0
451 OR Rizosfera N.C 0 0 + 0 0
453 OR Endosfera Streptomyces 0 0 ++ + 0
454 OR Endosfera Paenibacillus 0 +++ 0 0 0
456 OR Endosfera N.C 0 + +++ ++ 0
457 OR Endosfera N.C 0 0 ++ ++ 0
458 OR Endosfera Lysinibacillus 0 + 0 0 0
459 OR Endosfera N.C 0 0 0 0 0
476 OR Endosfera Rhizobium 0 0 +++ +++ 0
479 OR Endosfera Paenibacillus 0 0 0 0 0
481 OR Rizosfera Pseudomonas 0 0 0 + 0
483 OR Rizosfera Chromobacterium 0 + +++ 0 0
484 OR Rizosfera Pseudomonas 125,75 0 0 0 0
485 OR Rizosfera Burkholderia 0 0 0 0 0
486 OR Rizosfera Burkholderia 0 + 0 0 0
487 OR Rizosfera Herbaspirillum 0 0 0 0 0
495 OR Endosfera Caulobacter 0 0 0 + 0
496 OR Endosfera Dongia 0 0 + 0 0
497 OR Endosfera Pseudomonas 0 0 0 0 0
498 OR Endosfera Pantoea 0 0 0 0 0
499 OR Endosfera Bradyrhizobium 0 0 0 0 0
500 OR Endosfera Pantoea 0 0 0 0 0
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501 OR Endosfera N.C 0 ++ 0 0 0
503 OR Rizosfera Staphylococcus 0 + 0 0 0
504 OR Rizosfera Variovorax 0 0 0 0 0
505 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
506 OR Rizosfera Sphingobium 0 0 0 0 0
507 OR Rizosfera Thauera 0 + 0 0 0
508 OR Rizosfera N.C 0 + 0 0 0
509 OR Rizosfera N.C 2145 ++ 0 0 0
510 OR Rizosfera Variovorax 0 0 0 0 0
511 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
512 OR Rizosfera Luteibacter 0 ++ + 0 0
514 OR Rizosfera Kluyvera 0 + 0 0 0
515 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
519 OR Rizosfera Pseudomonas 0 0 0 0 0
523 OR Rizosfera Paenibacillus 0 +++ 0 0 0
527 OR Rizosfera Stenotrophomonas 0 ++ 0 0 0
528 OR Endosfera Paenibacillus 0 + 0 0 0
529 OR Endosfera Paenibacillus 0 ++ ++ + 2
530 OR Rizosfera N.C 0 +++ + 0 0
531 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
534 OR Endosfera Paenibacillus 0 0 0 0 0
535 OR Rizosfera Methylobacterium 0 +++ 0 + 0
536 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
539 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
540 OR Rizosfera Paenibacillus 0 +++ 0 0 0
541 OR Rizosfera Methylobacterium 0 0 0 0 0
542 OR Rizosfera N.C 0 + 0 0 0
543 OR Rizosfera N.C 0 +++ 0 0 0
545 OR Rizosfera Mycobacterium 0 0 0 0 0
548 OR Rizosfera N.C 0 ++ 0 0 0
549 OR Rizosfera N.C 430,75 0 0 0 0
550 OR Rizosfera Streptomyces 0 +++ 0 0 0
551 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
552 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
553 OR Rizosfera N.C 487 0 + 0 0
555 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
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559 OR Rizosfera Burkholderia 0 0 0 0 0
560 OR Rizosfera Duganella 0 0 0 0 0
561 OR Endosfera Burkholderia 0 0 0 0 0
562 OR Endosfera Rhizobacter 0 0 0 0 0
563 OR Rizosfera N.C 0 0 0 0 0
564 OR Rizosfera Bradyrhizobium 0 0 0 0 0
569 OR Rizosfera Paenibacillus 0 0 0 0 0
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Anexo 4: Dendograma gerado a partir da digestédo do gene 16S dos isolados da endorrisosfera da

coleta de Ponta Grossa.

ARDRA

F4o

50

60
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|

1

16s-Hinfl

16s-RFLP

16s-RFLP Mspl

—4.00E3

—1500

—1000

=—300.00

—200.00

—100.00
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—400.00
—200.00
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—600.00

—5.00E3
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—600.00
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144
78
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75
47
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15
156
57
77
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195
13
260
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116
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76
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End.
End.
End.
End.
End.
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End.
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End.
End.
End.
End.
End.
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End.
End.
End.
End.
End.
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Anexo 5: Dendograma gerado a partir da digestédo do gene 16S dos isolados da endorrisosfera da

coleta de Ortigueira.
ARDRA

F40
Fs0
F60
70
Fs0
Foo

=100

16s-Hinfl

16s-RFLP

16s-RFLP Mspl

—2000

—400.00
—200.00

—1000
—600.00

— 5.00E3

—2000

—1000

—600.00
—400.00
—200.00

454 Bran. EndoR
456 CremeEndoR
528 Bran. EndoR
500 Amar. EndoR
479 CremeEndoR
534 Rosa EndoR
529 Bran. EndoR
555 Amar. EndoR
497 Amar. EndoR
501 Amar. EndoR
562 Bran. EndoR
476 CremeEndoR
496 Amar. EndoR
453 Actino EndoR
457 Actino EndoR
498 Amar. EndoR
458 Actino EndoR
495 CremeEndoR
499 Amar. EndoR
563 Bran. EndoR
459 Actino EndoR
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Anexo 6: Dendograma gerado a partir da digestdo do gene 16S dos isolados da risosfera da coleta de
Ponta Grossa.

ARDRA 16s-Hinfl 16s-RFLP 16s-RFLP Mspl
H M ‘ ‘ ‘ H 102 Rosa Rizosfera1
|

H ‘ ‘ 106 Laran. Rizosfera1
16 BrancaRizosfera1
26 Amare.Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ 105 Laran. Rizosfera1
269 Amare.Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H 17 BrancaRizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 23 Laran. Rizosfera1
219 Laran. Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 264 Rosa Rizosfera1
‘ H ‘ H ‘ ‘ ‘ 210 BrancaRizosfera1
‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 178 Amare.Rizosfera1
‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H 182 Rosa Rizosfera1
‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H 104 Amare.Rizosfera1

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H 21 Amare.Rizosfera1
‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H 28 Creme Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 247 Amare.Rizosfera1

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 281 Actino Rizosfera1
‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 166 Amare.Rizosfera 1
265 Laran. Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H‘ ‘ ‘ 101 Rosa Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘H ‘ ‘ ‘ 177 Rosa Rizosfera1

‘ H‘ ‘ ‘ HH ‘ ‘ ‘ 263 Amare.Rizosfera1

‘ H 179 BrancaRizosfera 1

: ﬁ I Wﬁm

‘ ‘ ‘ 27 Creme Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ 213 BrancaRizosfera1
H H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 253 Amare.Rizosfera1

‘ 211 Amare.Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 215 Creme Rizosfera1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 183 BrancaRizosfera1
187 Creme Rizosfera1

lif

ﬁ
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Anexo 7: Dendograma gerado a partir da digestdo do gene 16S dos isolados da risosfera da coleta de
Ortigueira.

ARDRA 16s-Hinfl 16s-RFLP 16s-RFLP Mspl

v
70
—100

—1500

—1500

—800.00

—600.00

—100.00

—4.00E3

—2000

—1000

—600.00

40
F5
60
80
90
—3000
—3000

———200.00

| || | 451 Actino Rizos.3
|| | | 504 Creme Rizos.3
N | | | 553 Actino Rizos.3
H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 485 Creme Rizos. 3
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H‘ 561 Transpa. Rizos. 3
||| | 1] | || 481 Creme Rizos.3
||| 539 Rosa Rizos.3

| | | [l ]] | | | 559 Transpa. Rizos.3
. [ |1 | | | 512 Amarela Rizos.3
‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 507 Amarela Rizos. 3

\ | [ |] | | 445 Actino  Rizos.3
. | | || []]] | | 549 Actino Rizos.3
|| | | |]] | | 446 Actino Rizos.3
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 548 Actino Rizos. 3
|| | []] ||| 449 Actino Rizos.3
||| 851 Actino  Rizos.3
550 Actino  Rizos. 3
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 483 Creme Rizos.3

‘ ‘ H ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 447 Branca Rizos.3
|1 | || || ||| 484 Creme Rizos.3

H ‘ ‘ H ‘ ‘ H ‘ 510 Amarela Rizos. 3

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘H ‘ ‘ ‘ ‘ 506 Amarela Rizos. 3

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H‘ ‘ ‘ ‘ 508 Amarela Rizos. 3

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 450 Actino  Rizos. 3

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 545 Laranja Rizos. 3
‘ ‘ ‘ ‘ H‘ ‘ ‘ 511 Amarela Rizos. 3

H ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ H 569 Branca Rizos.3
N Il | 487 Creme Rizos. 3
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H H ‘ ‘H 560 Branca Rizos.3
‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ H ‘ ‘ ‘ 523 Branca Rizos.3
\ || (A | | || 540 Rosa Rizos.3
H ‘ ‘ H ‘ ‘ H H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 509 Amarela Rizos. 3
H ‘ ‘ H‘H ‘ H ‘ ‘ ‘H 552 Amarela Rizos. 3
‘ ‘ ‘ ‘ H H H ‘ 503 Amarela Rizos. 3
‘ ‘ H ‘ ‘ H ‘ H 515 Amarela Rizos. 3

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ H‘ 527 Amarela Rizos. 3

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ 519 Amarela Rizos. 3
‘ ‘ ‘ [ || || 531 Amarela Rizos.3

\ ||l | | 486 Creme Rizos.3
535 Rosa Rizos. 3
541 Rosa Rizos. 3
||| 542 Actino Rizos.3
564 Branca Rizos.3
505 Amarela Rizos. 3
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘H ‘ H ‘ ‘ ‘ 514 Amarela Rizos. 3
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \ \ 530 Branca Rizos.3
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 536 Actino  Rizos. 3

0

AT



