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VENANCIO, Douglas C. Diversidade e Producdo de Biossurfactantes de Bactérias
Associativas de Baccharis dracunculifolia DC. 2018. 101f. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2018.

RESUMO

A microbiota associativa e endofitica de plantas medicinais nativas pode representar uma
fonte de novos compostos, relevantes na interagdo com a planta e com diversas aplicagdes
biotecnoldgicas, como é o caso dos biossurfactantes. Um dos géneros de plantas que se
destaca pelo seu potencial medicinal no Brasil é 0 género Baccharis sp. pertencente a familia
Asteraceae. Entre as espécies deste género, a espécie Baccharis dracunculifolia DC vem se
tornado alvo de estudos devido ao potencial terapéutico que apresenta e por ser a fonte de
matéria prima da prépolis verde. As bactérias associativas podem produzir compostos
bioativos como o0s biossurfactantes e que podem ter aplicacbes no antagonismo de
fitopatdgenos e biorremediacdo de ambientes contaminados por hidrocarbonetos. Deste modo,
0 objetivo deste trabalho foi isolar, identificar bactérias associadas a B. dracunculifolia e
avaliar a producdo de biossurfactantes por estas bactérias. Amostras de solo e de raizes de
plantas saudaveis de alecrim-do-campo (B. dracunculifolia) foram coletadas em local de
ocorréncia natural. As amostras foram processadas, plaqueadas em diferentes meios de cultivo
(BA, YCED e R2A) e incubadas por até 30 dias a 28 °C. Durante o periodo de incubacéo foi
realizada a contagem populacional estimada em Unidades Formadoras de Coldnias. O
isolamento de bactérias distintas teve como base as diferencas morfoldgicas. Os isolados
obtidos foram identificados ao nivel de género pela amplificacdo e sequenciamento do gene
16S rRNA. Os isolados também foram avaliados quanto a capacidade de produzir
biossurfactantes pelos ensaios de colapso da gota, espalhamento de 6leo e pelo indice de
emulsdo. Ao final do isolamento, foram obtidos 76 isolados, 63% de solo, 8% da rizosfera e
29% foram obtidos da endosfera. A anélise das sequencias do gene 16S rDNA permitiu
identificar o género de 48 isolados distribuidos em 14 géneros bacterianos, sendo 0s mais
abundantes Bacillus (19 isolados), Pseudomonas (7 isolados) e Staphylococcus (6 isolados). A
producdo de biossurfactantes foi observada em 27 isolados, enquanto que, 12 isolados
formaram halos no ensaio de espalhamento de éleo e 18 conseguiram produzir emulses.
Entre os isolados analisados, os mais promissores foram o isolado 48 (com halo de
solubilizacdo de 6leo de 74 mm e um indice de emulsdo de 72%) e o isolado 130 (com halo de
solubilizacdo de 6leo de 52 mm e um indice de emulsdo de 62%) provenientes do solo e do
interior de raizes, respectivamente. Os isolados 48 e 130 foram identificados como
representantes dos géneros Pseudomonas e Bacillus, respectivamente. Em conclusdo, B.
dracunculifolia DC apresenta uma microbiota bacteriana diversa com presenca de bactérias
capazes de produzir compostos biossurfactantes.

Palavras-chave: rizobactéria, enddéfitos, tensoativos, surfactantes, alecrim-do-campo



VENANCIO, Douglas C. Diversidade e Producdo de Biossurfactantes de Bactérias
Associativas de Baccharis dracunculifolia DC. 2018. 101pp. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2018.

ABSTRACT

The associative and endophytic microbiota of native medicinal plants may represent a source
of new compounds, relevant in the interaction with the plant and with several
biotechnological applications, such as biosurfactants. One of the genera of plants that stands
out for its medicinal potential in Brazil is the genus Baccharis sp. belonging to the family
Asteraceae. Among the species of this genus, the species Baccharis dracunculifolia DC has
become the target of studies due to the therapeutic potential that it presents and for being the
source of raw material of the green propolis. Associative bacteria may produce bioactive
compounds such as biosurfactants and may have applications in phytopathogen antagonism
and bioremediation of hydrocarbon contaminated environments. Thus, the objective of this
work was to isolate, to identify bacteria associated to B. dracunculifolia and to evaluate the
production of biosurfactants by these bacteria. Soil and root samples of healthy plants of field
rosemary (B. dracunculifolia) were collected at a natural occurrence site. Samples were
processed, plated in different culture media (BA, YCED and R2A) and incubated for up to 30
days at 28 ° C. During the incubation period, the population count was estimated in Colony
Forming Units. Isolation of distinct bacteria was based on morphological differences. The
isolates obtained were identified at the genus level by amplification and sequencing of the
16S rRNA gene. The isolates were also evaluated for their ability to produce biosurfactants by
drop collapse, oil spreading and emulsion index tests. At the end of the isolation, 76 isolates
were obtained, 63% soil, 8% rhizosphere and 29% were obtained from the endosphere. The
analysis of 16S rDNA gene sequences allowed us to identify the genus of 48 isolates
distributed in 14 bacterial genera, the most abundant being Bacillus (19 isolates),
Pseudomonas (7 isolates) and Staphylococcus (6 isolates). The production of biosurfactants
was observed in 27 isolates, whereas, 12 isolates formed halos in the oil spreading test and 18
were able to produce emulsions. Among the isolates analyzed, the most promising were
isolate 48 (with oil solubilization halo of 74 mm and emulsion index of 72%) and isolate 130
(with oil solubilization halo of 52 mm and an emulsion index of 62%) from the soil and the
interior of roots, respectively. Isolates 48 and 130 were identified as the representatives of the
genera Pseudomonas and Bacillus, respectively. In conclusion, B. dracunculifolia DC presents
a diverse bacterial microbiota with presence of bacteria capable of producing biosurfactant
compounds.

Key words: rhizobacteria, endophytes, surfactants, surfactants, alecrim-do-campo
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No microbioma da rizosfera estdo presentes bactérias e fungos, recrutados a partir
do solo e colonizam a superficie da raiz. O microbioma endofitico inclui
microrganismos que se infiltram no cdrtex da raiz, alguns endofitos ainda podem
colonizar as sementes (HIRSCH & MAUCHLINE, 2012).

A rizosfera: € uma zona estreita de solo (de alguns milimetros de largura) que
envolve e é influenciada pelas raizes das plantas. O esquema mostra imagens
ampliadas da rizosfera, contendo bactérias e fungos sapréfitas e simbidticas,
incluindo fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (PHILIPPOT et al., 2013).

Tipos de enddfitos e seu processo de colonizacdo radicular. Bactérias enddfitas
passageiras (células vermelhas) sdo freqlientemente restritas ao tecido do cortex
da raiz. Endofitos oportunistas (células azuis) apresentam caracteristicas
particulares de colonizacao das raizes. Endéfitos competentes (células amarelas)
sdo propostos para ter todas as propriedades de endéfitos oportunistas e, além
disso, estdo bem adaptados ao ambiente da planta (HARDOIM; VAN
OVERBEEK; VAN ELSAS, 2008).

Individuos pertencentes a espécie Baccharis dracunculifolia. A esquerda hd uma
planta do sexo masculino e a direita uma planta do sexo feminino.
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Figura 1 - Densidade populacional de bactérias associativas de B. dracunculifolia no periodo
de 5-20 dias de incubacgdo. Dados sdo medias de trés repeticGes bioldgicas (Al,
A2 e A3) + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre
0s tratamentos (p< 0,01).

Figura 2 - Densidade populacional de isolados associativos de B. dracunculifolia ap6s 20
dias de crescimento para cada meio de cultivo utilizado. Dados sdo medias de
trés repeticdes bioldgicas (Al, A2 e A3) * desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p< 0,01).

Figura 3 - Porcentagens de bactérias isoladas do solo, rizosfera e endosfera de B.
dracunculifolia.

Figura 4 - Producéo de biossurfactantes por bactérias isoladas de B. dracunculifolia no ensaio
de colapso da gota. Os isolados foram categorizados em niveis de producéo:
negativo (-), baixo (+), médio (++) e alto (+++).

Figura 5 - Grafico de formacdo de halo pelos isolados selecionados no ensaio de
espalhamento de 6leo. Dados do grafico sdo médias de duas repeticdes com *
desvio padréo.

Figura 6 - Gréafico de formacdo de emulsdes pelos isolados selecionados para o indice de
emulsdo 24h (IE2s). Dados do gréfico sdo médias de duas repeticbes com *
desvio padrao.

Figura 7 - Porcentagem de géneros bacterianos entre os isolados obtidos utilizando a
ferramenta RDP-Classifier.

Figura 8 - Porcentagem de géneros bacterianos presentes em cada tratamento. (a) Tratamento
Rizosfera; (b) Tratamento Endofitico; (c) Tratamento Solo.

Figura 9 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Acinetobacter foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Moraxella lacunata ATCC 17967(" como grupo externo. A relacio
evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0,30984476 ¢ mostrada. A porcentagem de
arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap
(1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificagfes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Kimura de 2 pardmetros. A variagdo da taxa
entre os nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma =
0,2583). A anélise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢fes com
menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de
intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos
em qualquer posicdo. Houve um total de 833 posi¢Ges no conjunto de dados
final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAT7. Valores de bootstrap



abaixo de 70% nédo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.

Figura 10 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Arthrobacter foi construida

Figura 11 -

baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Kocuria arsenatis CM1E1™ como grupo externo. A relagdo evolutiva
foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a soma do
comprimento do ramo = 0,29508967 é mostrada. A porcentagem de arvores
replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000
réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacdes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variagdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A
andlise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos de
95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de intervalos
de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer
posicdo. Houve um total de 961 posi¢des no conjunto de dados final. Analises
evolutivas foram conduzidas no MEGA7. Valores de bootstrap abaixo de 70%
ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Bacillus foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Allcyclobacillus acidoterrestris GD3B(™ como grupo externo. A relagio
evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0.78839840 é mostrada. A porcentagem de
arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap
(1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacfes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,2106).
A andlise envolveu 40 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢cdes com menos
de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de
intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos
em qualquer posigdo. Houve um total de 766 posi¢des no conjunto de dados
final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY7. Valores de bootstrap
abaixo de 70% né&o foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.

Figura 12 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Burkholderia foi construida

baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Mycoavidus cysteinexigens B1-EB (P como grupo externo. A relagio
evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0.26319230 é mostrada. A porcentagem de
arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap
(1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacfes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribui¢cdo gama (parametro de forma = 0,0538).
A andlise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢cdes com menos
de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de
intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos
em qualquer posi¢cdo. Houve um total de 837 posi¢Ges no conjunto de dados



final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY7. Valores de bootstrap
abaixo de 70% nédo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.

Figura 13 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Cellulomonas foi
construida baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e
utilizando a espécie Oerskovia turbata NCIMB 10587(" como grupo externo. A
relacdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal
com a soma do comprimento do ramo = 0.19960422 é mostrada. A porcentagem
de arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de
bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacGes. As distancias
evolutivas foram calculadas usando o método de 3 parametros de Tamura. A
variagdo da taxa entre os nodos foi modelada com uma distribuicdo gama
(parametro de forma = 0,05). A analise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas.
Todas as posi¢coes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou
seja, menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases
ambiguas foram permitidos em qualquer posicdo. Houve um total de 925
posi¢Bes no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no
MEGA?7. Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de
espécie precedido de simbolo (T) indicam espécie tipo.

Figura 14 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Cupriavidus foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Limnobacter humi UCM-39(M como grupo externo. A relacéo evolutiva
foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a soma do
comprimento do ramo = 0,33805780 é mostrada. A porcentagem de arvores
replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000
réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacdes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,1168).
A analise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos
de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de
intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos
em qualquer posi¢cdo. Houve um total de 805 posi¢Ges no conjunto de dados
final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY7. Valores de bootstrap
abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.

Figura 15 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Microbacterium foi
construida baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e
utilizando a espécie Okibacterium endophyticum EGI 650022 como grupo
externo. A relacdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A
arvore ideal com a soma do comprimento do ramo = 0,24772256 é mostrada. A
porcentagem de arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no
ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacfes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variagdo
da taxa entre os nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de
forma = 0,05). A andlise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as
posicBes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja,
menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas



foram permitidos em qualquer posicdo. Houve um total de 831 posi¢cdes no
conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.
Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie
precedido de simbolo (T) indicam espécie tipo.

Figura 16 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Micrococcus foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Auritidibacter ignavus IMMIB L-1656(" como grupo externo. A relacio
evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0.16386447 ¢ mostrada. A porcentagem de
arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap
(1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificac@es. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,1759).
A analise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos
de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de
intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos
em qualquer posicdo. Houve um total de 733 posi¢Ges no conjunto de dados
final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGA7. Valores de bootstrap
abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.

Figura 17 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Mycobacterium foi
construida baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e
utilizando a espécie Mycolicibacillus trivialis TMC 1453 como grupo externo.
A relacdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore
ideal com a soma do comprimento do ramo = 0,14623234 é mostrada. A
porcentagem de arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no
ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método de 3 parametros de
Tamura. A variacdo da taxa entre os nodos foi modelada com uma distribuicéo
gama (parametro de forma = 0,05). A analise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posi¢cdes com menos de 95% de cobertura do site foram
eliminadas. Ou seja, menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes
e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicdo. Houve um total de 783
posi¢des no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no
MEGA?7. Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de
espécie precedido de simbolo (T) indicam espécie tipo.

Figura 18 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Pseudomonas foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Azotobacter salinestris 184" como grupo externo. A relagio evolutiva
foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a soma do
comprimento do ramo = 0,38547799 é mostrada. A porcentagem de arvores
replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000
réplicas) sdo mostradas proximas as ramificagfes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Kimura de 2 parametros. A variacdo da taxa
entre os nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma =
0,05). A analise envolveu 20 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des com
menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de



intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos
em qualquer posicdo. Houve um total de 848 posi¢Ges no conjunto de dados
final. Analises evolutivas foram conduzidas em MEGA7. Valores de bootstrap
abaixo de 70% nédo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.

Figura 19 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Ralstonia foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Caballeronia terrestres LGM 22937(M como grupo externo. A relagio
evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0,55711164 é mostrada. A porcentagem de
arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap
(1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacfes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A
analise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢cdes com menos de
95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de intervalos
de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer
posicdo. Houve um total de 880 posi¢fes no conjunto de dados final. Analises
evolutivas foram conduzidas no MEGA7. Valores de bootstrap abaixo de 70%
ndo foram mostrados. Nome de espéecie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

Figura 20 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Staphylococcus foi
construida baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e
utilizando a espécie Jeotgalicoccus halotolerans YKJ-101M como grupo
externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A
arvore ideal com a soma do comprimento do ramo = 0,61598425 é mostrada. A
porcentagem de arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no
ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacfes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura de 2
parametros. A variacdo da taxa entre os nodos foi modelada com uma
distribuicdo gama (parametro de forma = 0,1723). A andlise envolveu 18
sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢cfes com menos de 95% de cobertura do
site foram eliminadas. Ou seja, menos de 5% de intervalos de alinhamento,
dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posi¢do. Houve
um total de 469 posi¢des no conjunto de dados final. Anélises evolutivas foram
conduzidas no MEGAY. Valores de bootstrap abaixo de 70% nédo foram
mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam espécie tipo.

Figura 21 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Streptomyces foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Kitasatospora arboriphila HKI 0189 ( como grupo externo. A relagio
evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0,11061310 ¢ mostrada. A porcentagem de
arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap
(1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacfes. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método de 3 parametros de Tamura. A variacdo da
taxa entre os nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de
forma = 0,05). A andlise envolveu 10 sequéncias nucleotidicas. Todas as



posicBes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja,
menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas
foram permitidos em qualquer posicdo. Houve um total de 950 posi¢des no
conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.
Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie
precedido de simbolo (T) indicam espécie tipo.

Figura 22 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Terrabacter foi construida
baseada na similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a
espécie Aquipuribacter nitratireducens AMVAT™ como grupo externo. A
relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A &rvore ideal
com a soma do comprimento do ramo = 0,28688372 € mostrada. A porcentagem
de arvores replicadas em que os taxa associados e agrupados no ensaio de
bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificagcdes. As distancias
evolutivas foram calculadas usando o método de 3 pardmetros de Tamura. A
variacdo da taxa entre os nodos foi modelada com uma distribuicdo gama
(pardametro de forma = 0,0732). A anélise envolveu 11 sequéncias nucleotidicas.
Todas as posi¢cdes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou
seja, menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases
ambiguas foram permitidos em qualquer posicdo. Houve um total de 863
posi¢es no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no
MEGA?7. Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de
espécie precedido de simbolo (T) indicam espécie tipo.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Bactérias associativas

Plantas sdo colonizadas por diferentes tipos de microrganismos, inclusive pelas
bactérias, Strobel (2003) e Guo et al. (2008) ressaltam que cada planta, individualmente, que
existe na Terra € uma hospedeira para um ou mais tipos de microrganismos que constituem
uma rica biodiversidade pouco conhecida. As diferentes comunidades microbianas associadas
a planta e que habitam suas raizes, partes aéreas e interior dos tecidos vegetais constituem o
microbioma da planta (BERG, 2014). Bactérias associadas as plantas podem ocasionar efeitos
classificados em benéficos, deletérios e neutros, com base em como interferem no
crescimento da planta (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003).

Bactéria associativa de plantas é um termo que pode englobar as rizobactérias,
bactérias endofiticas e bactérias epifiticas, onde cada um dos tipos associam-se as plantas em
diferentes niveis de associacdo (SCHULZ & BOYLE, 2006; WEYENS et al., 2013).
Bactérias epifiticas sdo aquelas bactérias que tem como habitat a superficie das folhas das
plantas (filosfera), possuem diversas adaptacdes para sobreviver nas superficies foliares com
condi¢des mais rigorosas do que as do solo e das raizes (VANDENKOORNHUYSE et al.,
2015). Enquanto que rizobactérias sdo bactérias que irdo colonizar a rizosfera e o rizoplano
(GARCIA; KNAAK; FIUZA, 2015) atraidas pelos exsudatos, necessarios para sua
sobrevivéncia, liberados pelas plantas no solo (ARORA, 2001), as mesmas também
conseguem promover o crescimento da planta por via de mecanismos diretos e indiretos
(ARORA, 2001; DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003).

A rizosfera é a regido do solo influenciada pelas raizes das plantas (Figura 1 e Figura
2) atraves da excrecdo de exsudatos e mucilagem (TURNER; JAMES; POOLE, 2013).
Regido onde existe intensa atividade microbiana se comparado ao solo, a intensa atividade se

deve a liberacdo dos exsudatos pelas raizes da planta (ARORA, 2001; DOBBELAERE;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3815923/#b36
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VANDERLEYDEN; OKON, 2003), ja o rizoplano seria a area de superficie das raizes que é
colonizada por rizobactérias com capacidade de aderéncia a estas superficies (ARORA, 2001;

VANDENKOORNHUYSE et al., 2015).

Endophytic Rhizosphere

microbiome microbiome

~ A\ ~N —A—

Bacteria

=t

Root

@ hair

Fungi

v

Inner root Cortex Epidermis

Figura 1 - No microbioma da rizosfera estdo presentes bactérias e fungos, recrutados a partir do solo e
colonizam a superficie da raiz. O microbioma endofitico inclui microrganismos que se infiltram no cértex da
raiz, alguns enddéfitos ainda podem colonizar as sementes (HIRSCH & MAUCHLINE, 2012).

Os exsudatos sdo secre¢des celulares das células das raizes de plantas e que podem
atuar nas sinalizacdo, atracdo, estimulacdo e na inibicdo de comunidades de microrganismos
(BAETZ & MARTINOIA, 2014). Geralmente os exsudatos contém em sua Composicao:
acidos organicos, aclcares, aminoacidos, acidos graxos, vitaminas, hormonios e
antimicrobianos (BERTIN; YANG; WESTON, 2003). A composi¢cdo dos exsudatos
radiculares ainda pode variar entre as diferentes espécies de plantas (MARK et al., 2005;
MICALLEF; SHIARIS; COLON-CARMONA, 2009) e também ao longo dos estagios de
desenvolvimento da planta (CAVAGLIERI; ORLANDO; ETCHEVERRY, 2009;
DEANGELIS et al., 2009). Os exsudatos radiculares tem grande importancia na estruturagdo

do microbioma da rizosfera (SHI et al., 2011; BADRI et al., 2013).
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Figura 2 - A rizosfera: € uma zona estreita de solo (de alguns milimetros de largura) que envolve e é
influenciada pelas raizes das plantas. O esquema mostra imagens ampliadas da rizosfera, contendo bactérias e
fungos saprdfitas e simbiéticas, incluindo fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (PHILIPPOT et al., 2013).

As bactérias associativas do tipo endofiticas (Figura 3), sdo bactérias que em algum
momento conseguem colonizar os tecidos internos das plantas (endosfera) estabelecendo-se
sem danificar ou prejudicar a hospedeira, e diferentemente dos endossimbiontes as bactérias
endofiticas ndo residem dentro das células do hospedeiro e sim no espaco entre as células,
podendo colonizar todos os tipos de tecidos e 6rgaos vegetais (VERMA & GANGE, 2014).
Bactérias rizosféricas as vezes podem derivar-se em bactérias endofiticas (GUO et al., 2008;
VERMA & GANGE, 2014), mas nem todas as bactérias endofiticas sdo derivadas de
bactérias rizosféricas (MONTEIRO et al., 2012; SESSITSCH et al., 2012). Geralmente 0s
microrganismos endofiticos de plantas ndo sdo considerados fitopatogénicos, mas dependendo
dos fatores ambientais e/ou do gendtipo da planta hospedeira, podem causar doencas
(MONTEIRO et al., 2012). Os microrganismos endofiticos podem ser transmitidos para
outras geracdes de plantas por meio de sementes infectadas (TRUYENS et al., 2015), como
também adentrar na planta hospedeira durante a abertura de estdmatos (SHIMIZU, 2011) e
através de ferimentos (MCCULLY, 2001; REINHOLD-HUREK & HUREK, 2011). Ainda
conseguem colonizar regides especificas dos tecidos da planta hospedeira ou se disseminarem

por toda a planta utilizando os vasos condutores (VERMA & GANGE, 2014).
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Figura 3 - Tipos de endofitos e seu processo de colonizacéo radicular. Bactérias endofitas passageiras (células
vermelhas) sdo freqiientemente restritas ao tecido do cdrtex da raiz. Enddfitos oportunistas (células azuis)
apresentam caracteristicas particulares de colonizagdo das raizes. Endofitos competentes (células amarelas) sao
propostos para ter todas as propriedades de endéfitos oportunistas e, além disso, estdo bem adaptados ao
ambiente da planta (HARDOIM; VAN OVERBEEK; VAN ELSAS, 2008).

Os endofitos, além de possuirem a habilidade para colonizar o interior de tecidos
vegetais podem aumentar a resisténcia da planta a doencas, por produzirem metabdlitos
secundérios que agem como antimicrobianos eliminando fitopatdgenos (VERMA & GANGE,
2014). Além da espécie da planta e das propriedades do solo, os microrganismos endofiticos
associados a uma planta medicinal podem influenciar nos compostos bioativos presentes nela
(ZHAO et al., 20011). Em plantas medicinais, os enddfitos associados podem vir a produzir
0s mesmos compostos da hospedeira (MEHANNI & SAFWAT, 2009; ZHAO et al., 2011),
incluindo compostos que tenham efeito antimicrobiano (AKINSANYA et al.,, 2015).
Egamberdieva et al. (2017) observaram que extratos de plantas medicinais abundantes em
endofitos com atividades antagonistas, possuem atividade antimicrobiana contra uma
variedade de bactérias patogénicas. O microbioma de uma planta acaba se tornando um fator

determinante para a salde da mesma (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012).
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A importancia das bactérias associativas para as plantas fica evidente devido a
producdo de substancias produzidas pelas bactérias associativas promotoras de crescimento de
plantas (BPCPs). As BPCPs conseguem promover o0 crescimento vegetal através de varios
mecanismos diretos e/ou indiretos (HUNGRIA et al., 2010), produzindo metabolitos como
fitohormoénios (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003), antibidticos (GUO et
al., 2008;), mineralizando nutrientes do solo, solubilizando fosfato (BASHAN et al., 2008) ou
fixando o nitrogénio atmosférico (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003;
BASHAN et al., 2008).

Entre os mecanismos diretos de promocao do crescimento vegetal utilizados pelas
BPCPs estdo a promocao de crescimento da planta por fixacdo do nitrogénio atmosférico (N2)
(HUNGRIA et al., 2010; FERREIRA et al., 2013), onde as BPCPs conseguem realizar
afixacdo devido a complexos enzimaticos (nitrogenases) sintetizados pelo seu metabolismo
(BALDANI et al., 2002); promoc¢do de crescimento da planta através da solubilizacdo do
fosfato presente no solo, aumentando a concentracdo de (P) em solucdo, ocasionado pela
excrecdo de acidos organicos de baixo peso molecular ou entdo pela liberacdo de prétons H*
(GYANESHWAR et al., 2002; PEDRINHO et al., 2010); promogdo do crescimento de raizes
por producdo de &cido indol-acético (AlA) induzindo o alongamento das células vegetais das
raizes e consequentemente aumentando a absorcdo de nutrientes pelas raizes (TEIXEIRA et
al., 2007; PEDRINHO et al., 2010).

A promocdo indireta do crescimento vegetal promovida por BPCPs nas plantas pode
ocorrer por meio de producdo de compostos que tem efeito antimicrobiano, por exemplo,
quando as BPCPs produzem enzimas liticas e antibioticos (COMPANT et al., 2005) que
afetam de alguma forma o crescimento e desenvolvimento de fungos e bactérias
fitopatogénicas. Ao se associar a uma planta, as BPCPs também podem produzir

antimicrobianos e enzimas em resposta a competi¢cdo de outros microrganismos, por espaco e
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nutrientes na mesma planta hospedeira, tornando a hospedeira mais resistente a doencas
(HALLMANN et al., 1997), e acabam por promover o crescimento vegetal indiretamente
(CATTELAN, 1999) ao inibir microrganismos que sao fitopatogénicos para a planta
hospedeira. As BCPCs também podem produzir compostos como biossurfactantes
(tensioativos) (KRUWT; TRAN; RAAIJMAKERS, 2009) e sider6foros (quelantes)
(TORTORA:; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011) que acabam agindo como antimicrobianos.
Estes tipos de compostos conseguem atuar no biocontrole de fitopatdgenos (BERIC et al.,
2012; GLICK, 2012).

Os biossurfactantes sdo compostos com propriedades tensoativas, produzidos por
microrganismos (RAAIJMAKERS et al., 2010) que possuem vantagens em relacdo aos
detergentes sintéticos devido a sua baixa toxicidade e natureza altamente biodegradavel
(JOSHI et al., 2008). Podem apresentar atividade antimicrobiana (ONGENA et al., 2007;
ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013) e influenciar a formacdo de biofilme bacteriano
(RODRIGUES et al., 2006; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013; SACHDEV &
CAMEOTRA, 2013). A surfactina, por exemplo, é um biossurfactante que interfere em
membranas contendo fosfolipidios que possuem cadeias mais curtas e/ou estdo em
organizacao fluida, consequentemente interferindo em suas funcGes biolégicas por meio da
inser¢do nas bicamadas lipidicas, modificando a permeabilidade da membrana (ONGENA et
al., 2007) pela formacgéo de canais i6nicos ou por transportar cations mono ou di-valentes e
solubilizando a membrana por seu mecanismo detergente (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE,
2013). Ja os sideroforos, definidos como ligantes ou quelantes especificos de Fe*®, sdo
amplamente produzidos por espécies aerobicas e facultativamente por espécies anaerdbicas,
onde eles desempenham a funcdo de sequestrar e transportar Fe*® para o microrganismo
produtor (DURAN & ESPOSITO, 2000; BENITE, DE PMACHADO; DA CMACHADO,

2002), tornando este nutriente indisponivel para outros microrganismos, realizando
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indiretamente um tipo de biocontrole. Os sideroforos sdo excretados sob condicdes de
deficiéncia de ferro, contém sitios ligantes em sua estrutura e um aspecto comum entre estes
sitios é sua capacidade em formar anéis quelatos muito estaveis com Fe*® (BENITE, DE
PMACHADO; DA CMACHADO, 2002).

As bactérias que se associam as plantas recebem atencdo de varios estudos por que
possuem um grande potencial biotecnologico que ainda pode ser ampliado com o uso de
técnicas de biologia molecular e de melhoramento genético. Os metabolitos com acgédo
antimicrobiana podem ser utilizados para controle bioldgico de pragas (BACILIO-JIMENEZ
et al., 2001) sendo uma alternativa ao uso de agroquimicos que podem ser agressivos e que
causam impacto ao meio ambiente e a salde. Antimicrobianos, sideréforos, surfactantes e
outros agentes bioativos (alcaldides, terpendides e compostos aromaticos repelentes) tornam
as bactérias associativas uma fonte para obtencdo de novos farmacos (STROBEL, 2003). A
industria farmacéutica ndo seria a Unica a se beneficiar com as bactérias associadas as plantas,
com o emprego destas bactérias que promovem o crescimento das plantas por fixacdo de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producédo de fitohormdnios nas lavouras, seria possivel
impulsionar a producdo agricola tornando-a menos dependente de fertilizantes quimicos que
sdo caros e que podem poluir o ambiente garantindo uma forma de agricultura mais
sustentavel (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

As plantas as quais 0s microrganismos se associam acabam tendo também um papel
importante, servem como habitats e reservatorios de biodiversidade de microrganismos
(STROBEL, 2003; GUO et al., 2008; REN et al., 2014). Em uma planta pode haver uma
diversidade de microrganismos que ainda ndo foram descobertos, estudados, classificados e
que podem produzir substancias bioativas sendo possivel transforma-las através de processos
em produtos agricolas e farmacéuticos. Segundo Strobel (2003) cada planta, pertencente as

300.000 espécies (aproximadamente) de plantas descritas que existem na Terra, € uma
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hospedeira de um ou varios tipos diferentes de microrganismos.

Sendo assim, ha necessidade de se estudar espécies nativas medicinais que abrigam
biodiversidade microbiana como a B. dracunculifolia DC. E que além de tomar conhecimento
da diversidade microbiana, pouco conhecida, abrigada pelos vegetais também possa se tornar
possivel fazer o uso de microrganismos associados a plantas como uma nova fonte de
compostos bioativos. Produtos que possam ser empregados na agricultura como agroquimicos
ou biofertilizantes, na industria como enzimas facilitadoras de reacGes importantes e na area
da saude como farmacos de acdo antimicrobiana voltados para o combate a outros

microrganismos patogénicos a fim de elevar a qualidade de vida do ser humano.

1.2. Baccharis Dracucunlifolia DC

Segundo a World Health Organization (2002), plantas medicinais sdo espécies
vegetais que podem ser cultivadas ou ndo e utilizadas com propdésitos terapéuticos, ja outros
autores definiram plantas medicinais como plantas contendo compostos bioativos usados para
curar doengas ou aliviar a dor (OKIGBO; EME; OGBOGU, 2008). Para Maciel et al. (2002) o
uso de plantas medicinais estd presente em muitos grupos humanos desde a antiguidade.

Nos dias de hoje o comércio informal de plantas medicinais € comum em muitos
paises subdesenvolvidos. Em regides mais pobres do Brasil, pessoas cultivam plantas
medicinais e também as comercializam (MACIEL et al., 2002). Os motivos pelos quais
tornam os tratamentos de doencas a base de fitoterapicos ainda presentes nas sociedades sdo o
acesso restrito que a populagdo pobre tem as novas formas de tratamentos desenvolvidos na
medicina convencional, o facil acesso as plantas medicinais e por causa da tradi¢cdo do uso
destas plantas (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Dentre as espécies vegetais medicinais nativas do Brasil, destacam-se aquelas do

género Baccharis sp. (Asteraceae). Este género possui cerca de 500 espécies descritas, as
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quais ocorrem comumente em regides elevadas no Brasil, Paraguai, Uruguai, Bolivia,
Argentina (BUDEL et al., 2004), México, Colémbia e Chile (VERDI; BRIGHENTE;
PIZZOLATTI, 2005). Entre as espécies mais conhecidas destacam-se B. crispa, B.
notosergila, B. dracunculifolia, B. trimera, B. articulata e B. genistelloides. As plantas deste
género sdo utilizadas na medicina popular para fazer chas indicados para tratar problemas no
estdmago, figado, inflamacdes, anemia, desintoxicacao do organismo e outros males (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

A espécie Baccharis dracunculifolia (Figura 4) é nativa da América do Sul e ocorre
principalmente na Argentina, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Brasil. No Brasil a espécie é
popularmente conhecida como alecrim-do-campo ou vassourinha e é encontrada nas regides
sul, sudeste, centro-oeste e em areas de cerrado (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI,
2005). A alta concentracao de espécies no Brasil e nos Andes indica que uma dessas areas € o

provavel centro de origem desse género (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATT]I, 2005).

Figura 4 - Individuos prtecente a espécie Baccharis dracunculifolia.
E uma espécie de planta arbustiva, dioica e perene que pode atingir até 3 m de altura

(BARROSO, 1976; BUDEL et al., 2004). Nas plantas do sexo masculino as flores apresentam
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uma coloracdo amarelo-claro enquanto que em plantas do sexo feminino, as flores sdo
brancas. (ESPIRITO-SANTO et al., 2003). Sua morfologia apresenta ramos pilosos, apices
foliares ricos em glandulas, folhas alternas e lanceoladas. A B. dracunculifolia possui flores
de tamanho pequeno e que se reunem em 13 inflorescéncias que crescem nos brotos
(ESPIRITO-SANTO et al., 2003). Seu fruto do tipo aquénio (KLEIN & FELIPPE, 1992;
GOMES & FERNANDES, 2002) & leve e facil de ser disperso. E também considerada como
espécie colonizadora produzindo grande numero de frutos do tipo aquénios (KLEIN &
FELIPPE, 1992) proliferando-se facilmente em pastagens e éareas perturbadas. B.
dracunculifolia é uma espécie de planta colonizadora, que durante a sucessao ecoldgica surge
no estagio de transicao arbustivo-arbdreo (NETO et al., 2000), e que pode ser utilizada para a
recuperacdo de areas degradadas (GOMES & FERNANDES, 2002).

A espécie B. dracunculifolia se destaca também por ser a principal fonte de resina
coletada por abelhas Apis mellifera para a producdo da propolis verde (PARK; ALENCAR;
AGUIAR, 2002; LEITAO et al., 2004; ALENCAR et al., 2005) além disso, o propolis
produzido pelas abelhas a partir de B. dracunculifolia, diferentemente dos outros, é o Unico
que contém o artepilin C, que € o principal responsavel pelas propriedades anticarcinogénicas
do propolis verde (HATA et al., 2012). A. mellifera coleta resinas proveniente de diversas
partes das plantas como gemas vegetativas, florais e exsudados foliares que serdo utilizados
na producdo de propolis verde (BUDEL et al., 2004).

Algumas das propriedades medicinais da propolis incluem atividades anticancerigena
(BUDEL et al., 2004), antiinflamatéria (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005;
KLOPELL et al., 2007), antimicrobiana (SFORCIN et al., 2000; LEITAO et al., 2004;
ADEMAR FILHO et al.; JORGE et al., 2008), antitripanossomal (CUNHA et al., 2004;
PONTIN et al., 2008), anticariogénica (DUARTE et al., 2003) e antioxidante (KUMAZAWA

et al., 2004; SIMOES et al., 2004). Jinior et al. (2003) realizou experimentos in vitro e
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observou que o extrato da propolis também pode ser utilizado para inibir a producéo de gases
(como o gas metano que contribui para o efeito estufa) provenientes da fermentagcdo de
microrganismos presentes no trato digestivo de ruminantes.

O potencial medicinal de B. dracunculifolia tem feito a espécie vegetal se tornar alvo
de inimeras pesquisas, Leitdo et al. (2004) reportaram que os extratos das folhas de alecrim-
do-campo apresentaram atividades bioldgicas que revelaram seu potencial terapéutico para a
prevencdo do desenvolvimento de cérie dental, abrindo caminho para criacdo de cremes
dentais e enxaguatdrios bucais a base do extrato da planta.

Devido a sua importancia, tém sido realizados estudos de caracterizacdo genética de B.
dracunculifolia provenientes de diferentes altitudes do Estado de S&o Paulo visando
identificar genes responsaveis pelas caracteristicas de producdo de 6leos e de resinas usadas
pelas abelhas, para que, por meio de técnicas de melhoramento genético seja possivel
aumentar a producdo destes compostos bioativos (BELINI, 2015). Para produc¢édo de propolis
verde, as abelhas coletam a resina quando as folhas estdo novas, permitindo que uma mesma
plantagdo seja usada para as duas finalidades (BELINI, 2015). As folhas de B. dracunculifolia
sdo fonte de um dleo aromatico que pode ser utilizado pela industria de farmacos, alimentos e
de cosméticos devido a presenca de trans-nerolidol que pode atuar como flavorizante e
fixador natural (KLOPELL et al., 2007; BELINI, 2015) e espatulenol com atividade
antibacteriana (BELINI, 2015).

Ainda existem poucos estudos com as comunidades de microrganismos associados a
espécie B. dracunculifolia. Os estudos realizados por Oki et al. (2009) e Cuzzi et al. (2012)
que abordam a comunidade de fungos endofiticos presentes em B. dracunculifolia. Ha
também o estudo conduzido por Santana et al. (2016) com a comunidade de bactérias
endofiticas presente em B. dracunculifolia. A realizagdo de estudos com microrganismos que

se associam a especies vegetais € importante para expandir o conhecimento que se tem sobre a
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diversidade microbiana, preservacdo de espécies de plantas e potencial biotecnoldgico.

1.3. Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo compostos bioativos de origem microbiana, produzidos por
fungos como os do género Aspergillus e bactérias dos géneros Streptomyces, Pseudomonas e
Bacillus (RAAIJMAKERS et al.,, 2010). Possuem as mesmas propriedades que 0s
surfactantes, ou seja, possuem a capacidade de reduzir atensdo superficial ou a tensdo
interfacial devido a presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula
(NITSCHKE et al., 2002; MARCHANT; BANAT, 2012). QOutras propriedades importantes
que os biossurfactantes possuem sdo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo e capacidade
espumante (NITSCHKE et al., 2002; BARROS et al., 2008; DALTIN, 2011).

Segundo Gautam e Tyagi (2006), os biossurfactantes podem ser compostos por varios
tipos estruturais organicos como, por exemplo: glicolipideos, lipopeptideos, complexos
proteinas-polissacarideos, fosfolipideos, acidos graxos e lipideos neutros (COLLA &
COSTA, 2003). Em Bacillus subtilis, existe uma variedade de producdo de familias de
lipopeptideos (como surfactina, iturina e fengicina) de moléculas anfifilicas ciclicas,
compostas de sete (surfactinas e iturinas) ou 10 alfa-aminoacidos (fengicinas) ligados a um
Unico &cido graxo beta-aminoacido (iturinas) ou beta-hidroxi (surfactina e fengicina)
(ONGENA et al., 2007). O comprimento da cadeia desse acido graxo pode variar de 13 a 16
carbonos para surfactinas, de 14 a 17 carbonos para iturinas e 14 a 18 para fengicinas
(ONGENA et al., 2007).

Dentro da familia das surfactinas estdo os biossurfactantes mais potentes com maior
capacidade de emulsdo e propriedades espumantes (ONGENA et al., 2007; ONGENA et al.,

2008). Os lipopeptideos ciclicos permanecem estaveis a partir de 15 °C até 100 °C em valores
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de pH de 3 a 11 (JOSHI et al., 2008), e ainda sdo mais tolerantes as enzimas microbianas,
como as proteinases, mas Sdo pouco estaveis em solventes organicos. Devido a estas
propriedades, os lipopeptideos possuem uma grande tolerancia em condicGes ambientais
(ONGENA et al., 2007).

Atualmente grande parte dos surfactantes utilizados para fins comerciais, industriais e
de pesquisa sdo sintetizados quimicamente e em sua maioria sdo derivados do petréleo
(JOSHI et al., 2008; NITSCHKE et al., 2002), deixando residuos no decorrer do seu processo
de producdo, residuos estes que impactam o meio ambiente e que ndo se degradam
facilmente. Os biossurfactantes tem ganhado atencao devido as suas vantagens em relacdo aos
surfactantes, tais como: toxicidade inferior, maior biodegradabilidade, melhor
compatibilidade ambiental, maior formacdo de espuma, alta seletividade, atividade especifica
em condicBes extremas (temperatura, pH e salinidade) e a capacidade de ser sintetizado a
partir de fontes renovaveis (BARROS et al., 2008; JOSHI et al., 2008).

Os biossurfactantes possuem aplicacdo em diversas areas como: medicina (atividade
antibacteriana; antiflngica; antiviral e antitumoral), agricultura (formulagdes de herbicidas e
pesticidas), mineracdo (flotacdo e separacdo de calcita e eschelita, prevencéo da floculagéo e
dispersdo de misturas de pedra calcarea e agua), farmacia (devido a sua compatibilidade com
a pele, os biossurfactantes podem ser usados em produtos de higiene e cosméticos), industria
(formacéo da consisténcia e textura, disperséo de fase, solubilizacdo de aromas, aplicagdo em
panificacdo e emulsificacdo de gorduras) (NITSCHKE et al., 2002). O custo da producéo de
biossurfactantes pode ser reduzido pelo melhoramento de estirpes, otimizacdo dos meios de
cultivo ou pelo uso de substratos alternativos de baixo custo (JOSHI et al., 2008). No ano de
2016 o mercado global de biossurfactantes foi avaliado em cerca de US$ 3,99 bilhdes e esta
previsto que até o ano de 2022 esse mercado alcancard o valor de US$ 5,52 bilhdes

(MARKETS AND MARKETS, 2017).
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Os biossurfactantes produzidos por microrganismos além de terem propriedades
tensoativas também possuem atividade antimicrobiana e estimulam o sistema imune das
plantas que hospedam estes microrganismos. Os lipopeptideos ciclicos sdo os mais adequados
para a protecdo de culturas de vegetais (ONGENA et al., 2007; ROMERO et al 2007,
RAAIJMAKERS et al 2010). A atividade antibidtica € obtida com a destruicdo ou
interferéncia nas propriedades da membrana de patdgenos.

Devido a sua natureza anfifilica, podem facilmente associar-se e ancorar firmemente
em camadas lipidicas e assim podem interferir com a integridade da membrana bioldgica de
um modo dependente de dose. Surfactinas e outros lipopeptideos sdo ineficazes em
membranas de células vegetais devido aos fitoesterdis encontrados nas estruturas destas
(ONGENA et al., 2007; ONGENA et al., 2008). Dessa forma a sensibilidade e especificidade
da acdo antimicrobiana dos lipopeptideos residem na natureza da parede celular do patégeno e
da parede celular do hospedeiro, mas alguns agentes patogénicos podem possuir paredes
celulares que sdo resistentes a biossurfactantes (ARORA, 2015). Destacam-se as espécies
dentro do género Bacillus como as mais promissoras devido a sua variedade de atividades de
biocontrole positivo em plantas, incluindo a formacao de biofilme e antagonismo (BAIS et al.,
2004; KEARNS et al., 2005; ONGENA et al., 2007).

Segundo Ongena et al. (2008), estudos sobre vesiculas lipidicas sugerem que a baixa
concentracdo [razdo de surfactina-para-lipido molar (Rb) <0,04 na membrana] induz
perturbacdes limitadas nas superficies de membranas. Na concentracdo intermediaria (Rb
0,05-0,1) provocam uma permeabilizacéo transitoria, mas as membranas se reorganizam. Mas
em proporgdes elevadas (Rb 0,1-0,2) ocorre formacdo irreversivel de poros por causa da
insercdo de grupos ricos em surfactina na membrana (ONGENA et al., 2008). A adicédo
posterior de surfactina para atingir a concentracdo micelar critica (CMC) leva a completa

solubilizacdo e perturbacdo da bicamada lipidica com formacdo de micelas mistas (em Rb
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0,22). Este processo de desestabilizacdo da bicamada lipidica € facilitada pela forma
tridimensional da molécula de surfactina com cadeias laterais carregadas que se projetam para
a fase aquosa e porcBes apolares que se projetam no nucleo hidrofébico da membrana
(ONGENA et al., 2008). A presenca de colesterol na camada fosfolipidica atenua o efeito
desestabilizador das surfactinas. Os estudos também sugerem que a sensibilidade das
membranas biologicas pode variar de um modo especifico, dependendo do teor de esterois
dos organismos alvo. Isto poderia explicar porque surfactinas exibem acdo hemolitica,
antiviral, antimicoplasma e atividades antibacterianas (ONGENA et al., 2008).

Outro tipo de emprego importante dos biossurfactantes é a biorremediacdo de aguas e
solos contaminados com derramamento de 6leos, por aumentarem a interacdo superficial A/O
(emulsdes onde a fase continua é o 06leo) e dessa forma acelerando o processo de degradacao
de bleos pela atividade de microrganismos promovendo a biorremediacdo nos ambientes
contaminados (NITSCHKE et al., 2002). Para a biorremediacdo podem ser adicionados ao
ambiente contaminado microrganismos produtores de biossurfactantes ou fatores de
crescimento de microrganismos selvagens presentes no ambiente capazes de produzir estes
compostos (NITSCHKE et al., 2002).

Entre as bactérias que sdo conhecidas por serem produtoras de biossurfactantes
encontram-se especies como Pseudomonas aeruginosa (mono- e di-ramnolipideos),
Rhodococcus erythropolis (fosfolipideos glicolipideos, etc.), Bacillus subtilis (surfactina),
Bacillus licheniformis (lipopeptideos) e Arthrobacter paraffineus (trealose e lipideos sucrose)
(CHRISTOFI & IVSHINA, 2002), Pseudomonas fluorescens (lipopeptideos e lipoproteinas),
Serratia marcescens (lipopeptideos e lipoproteinas), Corynebacterium lepus (acidos graxos),
Nocardia erythropolis (lipideos neutros), Thiobacillus thiooxidans (fosfolipideos),
Acinetobacter calcoaceticus (surfactantes poliméricos) e Acinetobacter radioresistens

(surfactantes poliméricos) (BUENO, 2008).



34

O género Bacillus se destaca por possuir membros produtores de biossurfactantes que
podem ser uma alternativa aos surfactantes sintéticos, proporcionando vantagens como
biodegradabilidade e baixa toxicidade (ANGELINI et al., 2009). Estirpes de B. subtilis e B.
amyloliquefaciens foram descritas por produzir diferentes lipopeptideos antimicrobianos
(PEREZ, 2017). Alguns lipopeptideos de Bacillus tém potencial para aplicacfes na atividade
antagbnica contra uma ampla gama de fitopatégenos e também na promocdo de mecanismos
de defesa da hospedeira através da interacdo benéfica de espécies de Bacillus com plantas
(ONGENA & JACQUES, 2008). Para Yang, Wei, Mu (2006) e Silva et al. (2014) existem
lipopeptideos produzidos por espécies de Bacillus que podem ser promissores agentes
antitumorais, antivirais e antimicoplasma.

Ha também fungos envolvidos na producdo de surfactantes como as leveduras
Torulopsis sp. (soforolipideos) (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002) e Candida sp. (surfactantes
poliméricos) (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002; BUENO, 2008).

Inicialmente foi observado que bactérias de solo produziam biossurfactantes para ter
acesso a fontes de carbono hidrofobicas (BURCH et al., 2014). Posteriormente foram sendo
descobertas outras funcbes que os biossurfactantes desempenhavam para as bactérias que 0s
sintetizavam (BURCH et al., 2014), motilidade (SACHDEV & CAMEOTRA, 2013),
antagonismo como na desestabilizagcdo da membrana de outros microrganismos (ONGENA et
al., 2007; ONGENA et al., 2008), solubilizando hidrocarbonetos, solubilizando compostos
insoluveis em agua (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013), pela participacdo na formacéo
de biofilme bacteriano (LOH et al. 2002; NEWTON & FRAY 2004; SACHDEV &
CAMEOTRA, 2013) e também pelo impedimento da formacdo do biofilme (alterando a
hidrofobicidade de superficies e consequentemente alterando a capacidade de adesdo dos
microrganismos a elas) (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013). A capacidade de motilidade

e de formacdo de biofilme nas superficies vegetais fazem com que os biossurfactantes
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também sejam necessarios para as bactérias conseguirem estabelecer associacbes com as
plantas (LOH et al. 2002; NEWTON & FRAY 2004; SACHDEV & CAMEOTRA, 2013).
Segundo os autores Sachdev & Cameotra (2013), as rizobacterias produzem
biossurfactantes que aumentam a disponibilidade de nutrientes de moléculas hidrofdbicas e os
microrganismos do solo produzem biossurfactantes que mantém uma distribuicdo adequada
de fertilizantes quimicos no solo. Para Burch et al. (2014), biossurfactantes sdo uma
adaptacdo que contribuem para a sobrevivéncia das bactérias epifiticas, pelo aumentando da
motilidade das células bacterianas e/ou capacidade de adquirir nutrientes. Ainda em seu
estudo, Burch et al. (2014) testou uma estirpe bacteriana de Pseudomonas syringae e
observou, que, 0 microrganismo conseguiu aumentar a taxa de difusdo de agua através de
cuticulas isoladas da espécie vegetal Prunus laurocerasus para as superficies hidrofdbicas
expostas a alta umidade relativa do ar, segundo o autor isso ocorreu por causa das
propriedades higroscopicas da seringafactina, o biossurfactante produzido pelo
mocrorganismo. E ainda supoem-se, que biossurfacctantes além de facilitarem a mobilidade e
obtencdo de agua para os microrganismos epifiticos, também faciltam a obtencdo de

nutrientes (LINDOW & BRANDL, 2003; BURCH et al., 2014).

1.4. Identificacdo molecular de bactérias: Gene 16S rRNA

O gene 16S RNA ribossomal é o principal gene utilizado em estudos de ecologia
(CASE et al. 2007), taxonomia e filogenia (JANDA & ABBOTT, 2007) microbianas como
um “gene barcode” para quantificar a estrutura e diversidade da comunidade microbiana
(PACE, 1997; HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998). Em sua estrutura o0 gene 16S rRNA
apresenta uma sequéncia que é constituida por nove regides que sdo hipervariaveis (VAN DE
PEER; CHAPELLE; DE WACHTER ,1996) flanqueadas por regides conservadas e desta

forma, é possivel amplificar por PCR as sequéncias alvo utilizando primers universais
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(BAKER; SMITH; COWAN, 2003).

O 16S rRNA é um dos componentes da subunidade 30S dos ribossomos de procariotos
e sua sequéncia génica (16S rDNA) tem 1500 pares de base sendo por isso, mais informativa
que o gene 5S rRNA com 120 pares de bases e que é componente da subunidade 50S do
ribossomo procaridtico (WOESE, 1987; AMARAL NASCIMENTO, 2011). Além disso, o
gene 16S rRNA requer menos trabalho para analises em comparacdo com o gene 23S rRNA
que também faz parte da subunidade 50S e que possui uma sequéncia de 3000 pares de bases
(WOESE, 1987; AMARAL NASCIMENTO, 2011). Segundo Cheneby et al. (2000), o
sequenciamento total ou parcial do gene 16S rRNA além de permitir a identificacdo de
bactérias a nivel de género também permite fazer conexfes do gendtipo e o ambiente
estudado. E ainda em alguns casos € possivel realizar a identificacdo bacteriana até o nivel de
espécie (CHENEBY et al., 2000).

A frequente utilzacdo do gene 16S rRNA como um gene barcode ocorre por conta de
varias caracteristicas do gene como o fato dele ser universal entre organismos dos dominios
Bacteria e Archaea (PACE, 1997; KEMBEL et al., 2012), é filogeneticamente informativo
(KEMBEL et al., 2012), e a sequéncia génica contém regiGes conservadas, variaveis e
hipervariaveis (DAS et al., 2014).

A técnica de identificacdo bacteriana baseada na sequéncia do gene 16S rRNA possui
varias vantagens como: identificacdo rapida e precisa em comparacdo com técnicas como
cromatografia gasosa e espectroscopia de massa (CLARRIDGE, 2004; KEMBEL et al.,
2012), isolados que apresentam morfologia incomun também podem ser identificados (GEE
et al., 2004) e ainda é possivel realizar descobertas de novos géneros bacterianos e até mesmo
especies quando se combina a técnica baseada na sequéncia do gene 16S rRNA com técnicas
de sequéncias de outros genes (STALEY, 2006). Mas a técnica de identificacdo bacteriana

baseada na sequéncia do gene 16S rRNA também possui limitacdes, por exemplo, quando é
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utilizada como marcador taxondémico em géneros como Brucella que possui a sequéncia do
gene 16S rRNA muito conservada (DO NASCIMENTO et al., 2017). A técnica também acaba
se tornando limitada quando ha varia¢bes de nucleotideos entre varios éperons do rRNA de
um genoma (DO NASCIMENTO et al., 2017). A ocorréncia de transferéncia lateral e
recombinacdo do material genético também impedem que a técnica possa refletir com
precisdo a filogenia procaridtica (DO NASCIMENTO et al., 2017).

Segundo Caporaso et al. (2011) resultados de pesquisas baseados em técnicas de
identificacdo bacteriana com o gene 16S rRNA podem ser utilizadas para documentar a
biodiversidade inexplorada e as caracteristicas ecoldgicas de qualquer comunidade inteira ou
taxa microbiana individual. Alguns estudos sugeriram que pequenos fragmentos do gene 16S
rRNA com tamanho de 100 pb podem ser suficientes para esclarecer as diferencas entre
comunidades microbianas (LIU et al., 2007). O sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu a
identificacdo e o estabelecimento de relacdes eficazes entre um grande nimero de espécies do
género Bacillus (GOTO et al.,, 2000). Antes dos avan¢os da engenharia genética a
identificacdo das espécies de Bacillus era realizada considerando critérios morfoldgicos e

fisiol6gicos, demandando um alto nivel de habilidade e tempo (GOTO et al., 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve o proposito de idenificar bactérias pertencentes a comunidade
microbiana associada a espécie vegetal B. dracunculifolia e verificar se estas bactérias

possuem capacidade de produzir compostos biossurfactantes.

2.2. Objetivo especificos

- Isolar bactérias do solo, da endosfera e da rizosfera de B. dracunculifolia utilizando

diferentes meios de cultivo;

- Analisar a densidade populacional de bactérias associadas a B. dracunculifolia;

- Realizar a bioprospec¢do de micoroganismos produtores de biossurfactantes utilizando

ensaios bioquimicos;

- Realizar a identificacdo molecular dos isolados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA,;

- Construir arvores filogenéticas dos géneros encontrados;
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RESUMO

A microbiota associativa e endofitica de plantas medicinais nativas pode representar uma
fonte de novos compostos, relevantes na interacdo com a planta e com diversas aplicagoes
biotecnoldgicas, como é o caso dos biossurfactantes. A espécie medicinal Baccharis
dracunculifolia DC (alecrim-do-campo) vem se tornando alvo de estudos devido ao potencial
terapéutico que apresenta e por ser a fonte de matéria prima da prépolis verde. O objetivo
deste trabalho foi identificar bactérias associadas a espécie vegetal B. dracunculifolia DC e
verificar se estdo presentes nesta planta bactérias associativas com capacidade de produzir
compostos do tipo biossurfactante. Para isso, amostras de raizes e solo foram coletadas,
processadas, plaqueadas em trés diferentes meios de cultivo, com a densidade populacional
contabilizada por 20 dias apds o periodo de incubacdo. Posteriormente foram feitos o
isolamento e purificacio de bactérias morfologicamente distintas. A técnica de
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foi utilizada para identificar o género dos isolados
obtidos. A metodologia do colapso da gota, espalhamento de 6leo e indice de emulsdo
revelam a capacidade de produzir biossurfactantes dos isolados. Foi possivel obter 76 isolados
dos quais 48 foram identificados, entre estes haviam representantes de 14 géneros de
bactérias. O ensaio de colapso da gota selecionou 27 isolados positivos para producgdo de
biossurfactante, enquanto que, 12 isolados formaram halos no ensaio de espalhamento de 6leo
e 18 conseguiram produzir emulsdes, dois isolados apresentaram bons resultados nos ensaios
de espalhamento de 6leo e indice de emulséo. O isolado 48 (com halo de solubilizagéo de 6leo
de 74 mm e um indice de emulséo de 72%) e o isolado 130 (com halo de solubilizagdo de 6leo
de 52 mm e um indice de emulsdo de 62%) provenientes do solo e do interior de raizes,
respectivamente. Os isolados 48 e 130 foram identificados como representantes dos géneros
Pseudomonas e Bacillus, respectivamente. Atraves dos resultados obtidos, pode-se concluir
que B. dracunculifolia DC apresenta uma microbiota bacteriana diversa com presenca de
bactérias capazes de produzir combostos do tipo biossurfactantes.

Palavras-chave: rizobactéria, endoéfitos, tensoativos, surfactantes, alecrim-do-campo
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3.1. Introducéo

Bactérias associativas, podem estabelecer diferentes associagdes com as plantas em
diferentes niveis. Estima-se que cada planta que existe na Terra, € uma hospedeira de varios
tipos de microrganismos (STROBEL, 2003; REN et al., 2014), e muitas vezes abrigam uma
biodiversidade microbiana pouco conhecida (GUO et al., 2008). Bactérias associadas as
plantas podem ocasionar efeitos classificados como benéficos, deletérios ou neutros, com base
em como interferem no crescimento da planta hospedeira (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN;
OKON, 2003).

Bactérias associadas as plantas podem ser encontradas nas partes aéreas da planta
(BERG, 2014), na regido da rizosfera (GARCIA; KNAAK; FIUZA, 2015) e no interior dos
tecidos e orgaos vegetais (BERG, 2014; VERMA & GANGE, 2014). Existem varios tipos de
bactérias associativas de plantas. As bactérias epifiticas sdo aquelas bactérias que sao
adaptadas a sobrevivéncia na superficie das folhas das plantas (filosfera)
(VANDENKOORNHUYSE et al., 2015); as rizobactérias sdo bactérias que colonizam a
rizosfera e o rizoplano (GARCIA; KNAAK; FIUZA, 2015) atraidas pelos exsudatos
radiculares (ARORA, 2001); as bactérias endofiticas colonizam os tecidos internos das
plantas (endosfera) e habitam o espaco entre as células (VERMA & GANGE, 2014).

Muitas vezes as bactérias que se associam as plantas podem originar relagdes de
interacOes benéficas promovendo o crescimento vegetal (HUNGRIA et al., 2010), estas s&o
chamadas de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs). As BPCPs conseguem
promover o crescimento vegetal por meio de mecanismos diretos como a fixagcdo de
nitrogénio atmosférico (HUNGRIA et al., 2010; FERREIRA et al., 2013), producdo de
fitohorménios como &cido indol-acético (AlA) (TEIXEIRA et al., 2007; PEDRINHO et al.,
2010) e disponibilizando fésforo pela solubilizacéo de fosfato (GYANESHWAR et al., 2002;

PEDRINHO et al., 2010). As BPCPs também podem promover o crescimento vegetal pelos
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mecanismos indiretos como producdo de enzimas liticas e antibioticos (COMPANT et al.,
2005) que promovem o crescimento vegetal de maneira indireta por inibir microrganismos
que sao fitopatogénicos para a planta hospedeira.

Bactérias associativas também podem produzir compostos bioativos como
biossurfactantes que sdo produzidos por vias metabdlicas secundarias (GAUTAM & TYAGI,
2006) e que podem ter varias aplicagdes como antagonismo de fitopatdgenos (ONGENA et
al., 2008) e biorremediacdo de ambientes que foram contaminados por 6leo (NITSCHKE et
al., 2002). Os biossurfactantes assim como 0s surfactantes conseguem reduzir a tensdo
superficial e possuem grupos hidrofilicos e hidrofébicos em suas moléculas (NITSCHKE et
al., 2002; MARCHANT; BANAT, 2012) e podem atuar como emulsificantes, lubrificantes e
espumantes (NITSCHKE et al., 2002; BARROS et al., 2008; DALTIN, 2011). No ano de
2016 o mercado global de biossurfactantes foi avaliado em cerca de US$ 3,99 bilhdes e esta
previsto que até o ano de 2022 esse mercado alcancara o valor de US$ 5,52 bilhdes
(MARKETS AND MARKETS, 2017).

No estudo conduzido por Snook et al. (2009), os autores relatam a atividade
antagonista de lipopeptideos produzidos por uma estirpe bacteriana endofitica de Bacillus
mojavensis contra o fungo fitopatogénico Fusarium verticillioides. Os biossurfactantes ainda
possuem varias vantagens em relacdo aos surfactantes como toxicidade inferior, maior
biodegradabilidade, melhor compatibilidade ambiental, maior formagdo de espuma, alta
seletividade, atividade especifica em condicOes extremas (temperatura, pH e salinidade) e a
capacidade de ser sintetizado a partir de fontes renovaveis (BARROS et al., 2008; JOSHI et
al., 2008). Ainda, o custo da producdo de biossurfactantes pode ser reduzido pelo
melhoramento de estirpes, otimizacdo dos meios de cultivo ou pelo uso de substratos
alternativos de baixo custo (JOSHI et al., 2008).

As bactérias associativas produzem biossurfactantes pelo papel que estes compostos
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desempenham nos processos de sinalizacdo de regulacdo de densidade populacional
(DUSANE et al., 2010), motilidade bacteriana (SACHDEV & CAMEOTRA, 2013),
desestabilizacdo da membrana de outros microrganismos (ONGENA et al., 2007; ONGENA
et al., 2008) e pela participacdo na formacdo do biofilme bacteriano (LOH et al. 2002;
NEWTON & FRAY 2004; SACHDEV & CAMEOTRA, 2013) ou pelo impedimento da
formacdo do biofilme (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013) de outras bactérias. Os
biossurfactantes também acabam se tornando necessarios para as bactérias associativas de
plantas principalmente para colonizar e estabelecer relacGes com as plantas através da
motilidade e formacéo de biofilme (LOH et al. 2002; NEWTON & FRAY 2004; SACHDEV
& CAMEOTRA, 2013).

Um dos géneros de plantas que se destaca pelo seu potencial medicinal no Brasil € 0
género Baccharis sp. da familia Asteraceae. E um género que contém mais de 500 espécies de
plantas com ocorréncia comum em paises do continente Sul-Americano como o Brasil
(BUDEL et al., 2004 ; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). As plantas deste género
sdo utilizadas na medicina popular para fazer chas indicados para tratar inflamacdes, Ulceras,
problemas digestivos, intoxicagdes e outras doengas (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI,
2005). Entre as espécies deste género, Baccharis dracunculifolia DC tem se tornado alvos de
estudos devido ao seu potencial terapéutico (FERRONATTO et al., 2007; SOARES et al.,
2015).

No Brasil, B. dracunculifolia é popularmente conhecida como alecrim-do-campo ou
vassourinha e na medicina popular € utilizada para tratamento de disturbios gastricos, ulceras,
intoxicacgOes e inflamagdes (BUDEL et al., 2004). Esta espécie tambeém é a principal fonte de
resinas de gemas vegetativas e exsudatos foliares utilizados pelas abelhas Apis melifera na
producdo de propolis verde, o qual tem valor comercial (BUDEL et al., 2004; ALENCAR et

al., 2005) devido as suas propriedades antimicrobianas, cicatrizantes e anestésicas



43

(ALENCAR et al., 2005) além disso o estudo realizado por Onofre e Steilmann (2012)

revelou que a microbiota associada a B. dracunculifolia possui potencial biotecnologico.
Portanto, este trabalho teve o propdsito de identificar a nivel de género, bactérias

associadas a espécie vegetal B. dracunculifolia e também verificar se estes microrganismos

associativos possuem capacidade de produzir compostos do tipo biossurfactante.
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3.2. Materiais e métodos

Coleta do material vegetal e processamento das amostras

Amostras de solo e de raizes de plantas saudaveis de alecrim-do-campo (B.
dracunculifolia) foram coletadas em local de ocorréncia natural da espécie no distrito de
Warta (23°13'46.7"S 51°09'02.3"W) pertencente ao municipio de Londrina-PR. As amostras
foram reunidas para constituir trés amostras compostas de solo (quatro subamostras de solo
por amostra composta de solo) e trés amostras compostas de raizes (quatro subamostras de
raizes por amostra composta de raiz). As amostras foram transportadas em caixa térmica com
gelo até o Laboratério de Genética de Microrganismos (LAGEM-UEL) e imediatamente
processadas.

Amostras de raizes (2 g) de cada amostra composta (Al, A2 ou A3) foram transferidas
para um frasco contendo 100 mL de agua peptonada tamponada (1 g/L de peptona; 0,5 g/L de
NaCl; 0,35 g/L de Na2HPOys; 0,15 g/L de KH2PO4; pH ajustado para 6,5) e homogeneizadas
por 30 segundos no agitador tipo vortex, seguido de agitacdo em aparelho sonicador (poténcia
100% e frequéncia de 80 Hz) por 30 segundos. A suspensdo obtida (1 mL) constituiu a
suspensdo de células da rizosfera, sendo diluida seriadamente até 10 em tubos de ensaio com
9 mL de salina (0,85%) e utilizada para isolamento das bactérias. Apos, as raizes foram
tratadas com cloramina-T a 1% por 40 minutos e lavadas com solucdo salina 0,85% por 15
minutos, seguido de trés lavagens de 5 minutos com agua destilada esterilizada.

As raizes foram maceradas em 100 mL de agua peptonada tamponada e a suspensao
obtida (1 mL) constituiu a suspensdo de células endofiticas, foi diluida seriadamente até 10°
em tubos de ensaio contendo 9 mL de salina (0,85%) e, em seguida, utilizada para isolamento
das bactérias. A agua da ultima lavagem (cerca de 0,1 mL) foi plagueada em meio agar-
batata-dextrose TSA (Tryptone Soya Agar, Himedia) e cultivada a 28 °C por 4 dias para

avaliacdo da eficiéncia da desinfestacdo superficial.
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As amostras de solo (2 g de cada amostra composta Al, A2 ou A3) foram adicionadas
em um erlenmeyer (250 mL) com 100 mL de agua peptonada tamponada e depois de agitados
por 30 segundos em um aparelho vortex, foram agitadas em aparelho sonicador (poténcia
100%, frequéncia de 80Hz, 30 segundos). Posteriormente ao tratamento anterior, 1 mL da
solucéo foi transferido para tubos de ensaio com 9 mL de salina (0,85 %), diluido até 108 e,

em seguida, utilizada para isolamento das bactérias.

Plaqueamento, isolamento e preservacao das culturas

As quatro Gltimas diluicdes das suspensfes obtidas (conforme descrito acima) foram
plaqueadas (0,1 mL de cada diluicdo) nos meios BA (caldo de 200 g/L de batata cozida; 15
g/L de &gar; pH para 6,5), YCED (0,3 g/L de caseina hidrolisada; 0,3 g/L de extrato de
levedura; 0,3 g/L de glicose dextrose; 18 g/L de Agar; 0,3 g/L de K:HPO4; pH 6,5) conforme
Crawford et al. (1993) e no meio R2A (0,5 g/L de extrato de levedura; 0,5 g/L de peptona; 0,5
g/L de caseina hidrolisada; 0,5 g/L de glicose dextrose; 0,5 g/L de amido solavel; 0,3 g/L de
piruvato de sodio; 0,3 g/L de K:HPO4; 0,05 g/L de MgS04.7H20; 15 g/L de agar; pH 6,5)
conforme Reasoner e Geldreich (1985).

As culturas foram cultivadas em B.O.D. a 28° C por até 30 dias. Durante este periodo,
foi realizada a contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs) por g de peso fresco e as
médias dos dados obtidos foram submetidas ao ensaio estatistico de Duncan (ensaio de
comparagdo multipla), sendo as colonias morfologicamente distintas coletadas e cultivadas
em meio TSA (Tryptone Soya Agar, Himedia) a 28° C para purificacdo. Os isolados obtidos
foram cultivados em meio liquido TSB (Tryptone Soya Broth, Himedia) por 72 horas a 120
rpm e apos, as culturas foram homogeneizadas com glicerol esterilizado (1:1 v/v) e

armazenadas a -20 °C.
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Producao de biossurfactantes

O primeiro e mais simples ensaio realizado para deteccdo da producdo de
biossurfactantes pelos isolados foi baseado na técnica de colapso de gota adaptada de Youssef
et al. (2004). Os isolados foram inoculados em tubos de ensaio contendo 5 mL meio liquido
TSB (Tryptone Soya Broth, Himedia) e incubados durante 5 dias a 120 rpm e 28° C. A
suspensdo obtida (pre-indculo) foi inoculada (10pL) em placas Deep-Well de 24 pocos
contendo 6 mL de meio minimo como descrito por Vogel (1956) e incubados durante 7 dias
em agitacdo (120 rpm) e temperatura de 28° C. Apos crescimento, cerca de 10 uL de cada
suspensdo celular foi adicionado a superficie da tampa da placa Deep-Well previamente
preparada com uma fina e homogénea camada de Oleo mineral. Apds 1 minuto de
estabilizacdo, o formato da gota foi observado. A presenca de biossurfactantes foi
caracterizada pelo espalhamento da gota sobre a superficie e os isolados positivos foram
classificados conforme o nivel de espalhamento: baixa (+), média (++) e alta (+++) produgdo.

O ensaio de espalhamento de éleo foi realizado em duplicata conforme as condi¢oes
estabelecidas por Morikawa, Hirata e Imanaka (2000) mas com modificacdes. Neste ensaio 30
puL de petrdleo bruto foram adicionados na superficie de 20 mL de agua destilada em uma
placa de Petri (de 10 cm de didmetro) formando uma fina camada de 6leo. Posteriormente
uma aliquota de 30 pL do sobrenadante de cultura em meio VVogel foi depositado no centro da
camada de 6leo formada sobre a agua. O biossurfactante foi detectado em sobrenadante de
culturas que conseguiram formar um halo claro na superficie do 6leo. Neste ensaio foi
utilizada agua destilada como controle negativo, os valores de didmetro de halo de cada
isolado testado foram medidos e comparados aos valores de halo obtidos com diferentes
concentracdes de uma curva de dodecil sulfato de sddio (SDS) nas concentracdes de [0,03%],

[0,06%], [0,125%], [0,25%] e [0,5%] (Anexo 1).
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Para verificar a capacidade de formar emulsées foi feito o indice de emulsdo com 24
horas (IE24) (em duplicata), foi utilizado o protocolo estabelecido por Cooper e Goldenberg
(1987) com modificagdes. As culturas liquidas de cada isolado em meio Vogel foram
centrifugadas (4.000 rpm, 15 min) e uma aliquota do sobrenadante (2 mL) foi transferido para
um tubo de ensaio onde foi adicionado 4 mL de querosene comercial como hidrocarboneto. A
altura total do contetdo liquido dentro do tubo foi medida e entdo os tubos foram agitados no
aparelho vortex por 2 minutos para obtencdo da emulsdo. A altura da emulsdo no tubo foi
medida apos 24 horas e os valores de indice de emulsdo foram obtidos pela equacdo: [(altura

da emulsdo/altura total) x 100%].

Extracdo e amplificacdo do 16S rDNA

Para extracdo do DNA total os isolados foram cultivados por até 72 horas em meio de
cultura liquido TSB. A cultura (1 mL) foi centrifugada (10000 rpm por 5 minutos) e o
precipitado obtido foi ressuspendido em 1 mL de agua destilada esterilizada e transferido para
um microtubo contendo Beads 0,1 mm (20 mg). A suspenséo foi centrifugada (12000 rpm por
5 minutos) e o precipitado celular foi ressuspendido em 200 uL de buffer A (triton 2%; SDS
1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI (pH 8) 10 mM e EDTA (pH 8) 1mM) e 200 uL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), seguido de vigorosa homogeneizagdo no vortex
por 5 minutos. O lisado foi homogeneizado com 200 puL de TE 10X (pH 8), centrifugado
(12000 rpm, 5 min, 4°C) e a fase aquosa (350 pL) obtida foi transferida e homogeneizada com
1 volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Apos a centrifugagdo (12000 rpm, 5 min,
4°C), a fase aquosa formada (350 pL) contendo DNA total foi transferida e homogeneizada
com 2 uL de RNAse (10 ng/mL). Apos tratamento por 15 minutos a 37°C, o DNA foi
homogeneizado com 350 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), centrifugado por 5

minutos (12000 rpm, 4°C) e a fase aquosa (350 pL) transferida. O DNA foi precipitado com 1
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mL de etanol absoluto gelado (2 h a -20°C), centrifugado (12000 rpm, 10 minutos, 4°C), seco
a temperatura ambiente, ressuspendido em 50 puL de TE (pH 8) e armazenado a -20°C. A
quantidade e a qualidade do DNA obtido, foi analisada com eletroforese em gel de agarose
(0,8%) com tampdo TBE 0,5x a 5 V/cm por 50 minutos, a coloracdo do gel foi realizada com
brometo de etideo (0,5 pg/mL). As imagens do gel foram digitalizadas com o
fotodocumentador L-PIX EX Molecular Imagining (Loccus Biotecnologia) sob luz
ultravioleta (UV).

Depois de obter o DNA extraido, as amostras de DNA foram utilizadas como molde
para amplificacdo do gene 16S rRNA, para isto foram utilizados os primers 27f (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1429r (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)
(MILLER et al., 2013). Para a mistura da reacdo de PCR foram adicionados: 0,2 mM de
dNTPs; tampdo de PCR 1x; 1,5 mM de MgCl2; 0,1 pmol de cada primer; 1,25 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 1 uLL de DNA extraido, em um volume final de 25 pL. A reacdo foi
realizada em um termociclador AmpliTherm™ usando um ciclo inicial de desnaturagdo a
95°C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 45 segundos; anelamento a 55°C
por 45 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos, com um ciclo para finalizar a extenséo de
72°C por 10 minutos e manutencgéo a 4°C.

Os produtos de PCR foram purificados com a adicdo de um volume de acetato de
amonio (7,5 M) e trés volumes de etanol absoluto gelado (96%), e incubacao por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apos a incubacdo, os produtos de PCR foram centrifugados por 15
minutos (12000 rpm, a 4°C) e posteriormente tiveram o sobrenadante descartado por inversao
do microtubo. Entéo foi adicionado trés volumes de etanol gelado (70%) e centrifugado por
10 minutos (1200 rpm, a 4°C), com o sobrenadante sendo descartado apds a centrifugacéo. O
precipitado foi deixado para secar a 37°C e depois foi ressuspendido em 25-50 pL de agua

ultra-pura esterilizada. A visualizacdo dos fragmentos amplificados por PCR foi feita por
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eletroforese em gel de agarose (1%) com tampédo TBE 0,5x a 5 V/cm por 90 minutos usando
marcador molecular A de 30 ng. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL). As
imagens do gel foram digitalizadas com o fotodocumentador L-PIX EX Molecular Imagining
(Loccus Biotecnologia) sob luz ultravioleta (UV).

Depois de obter o DNA purificado, foram realizadas as reacdes de sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA com as amostras purificadas, para isto foi utilizado o primer 27f
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’). Para a mistura da reacdo de sequenciamento foram
adicionados: 2,34 uL de tampao de sequenciamento para BigDye; 0,1 pmol do primer; 0,66
puL de BigDye e 1 uL de DNA purificado, em um volume final de 10 puL. A reagdo de
sequenciamento foi realizada em um Termociclador AmpliTherm™ usando um ciclo inicial
de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos;
anelamento a 50°C por 45 segundos e extensdo a 60°C por 3 minutos, com um ciclo para
finalizar a extensao de 60°C por 10 minutos e manutencdo a 4°C.

Para precipitacdo da reacdo de sequenciamento, as amostras de DNA foram
adicionadas em uma microplaca. Em cada pogo da microplaca foi adicionado 2,5 pL de
EDTA (125mM) e homogeneizado. Também foi adicionado 30 pL de etanol absoluto e
homogeneizado. Em seguida, a microplaca foi incubada por 15 minutos em temperatura
ambiente (25° C) e depois centrifugada por 30 minutos a 3000 rpm. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado por inversdo. Foram adicionados 30 uL de etanol (70%) e
centrifugados por 15 minutos a 3200 rpm, o sobrenadante foi descartado por inversdao. A
microplaca foi deixada para secar a temperatura de 37° C até que todo o etanol tivesse
evaporado. Apos a secagem, cada uma das amostras de DNA precipitado foi ressuspendida
em 10 pL de formamida (High-Di™, Thermo Fisher Scientific). Foi realizada a desnaturac&o
por 3 minutos a temperatura de 95°C e depois as amostras de DNA foram injetadas no

sequenciador ABI 3500XL.
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Ap0ls o sequenciamento, as sequencias 16S rRNA dos isolados foram analisadas e
editadas com o programa BioEdit (HALL, 2011) e comparadas com o banco de dados
GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) conjuntamente com a ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) para comparacao de sequencias de nucleotideos (ALTSCHUL et al.,
1997) e verificar qual o comprimento do fragmento a ser utilizado com base no primeiro hit.
As sequencias obtidas também foram comparadas com o banco de dados de genes
ribossomais RDP (Ribosomal Database Project) (https://rdp.cme.msu.edu/) com as fungdes de
analise Classifier e Sequence Match (COLE et al., 2005) para obter referéncias para a

classificacéo a nivel de género.

Construcao de arvores filogenéticas

Para a construcdo das arvores filogenéticas baseadas nas similaridade da sequéncia
parcial do gene 16S rRNA apenas no sentido “forward” (27f) de cada género bacteriano
encontrado, primeiramente foi realizado o alinhamento das sequéncias dos isolados com
espécies tipos e grupo externo. Todos os alinhamentos foram feitos utilizando o algoritimo
ClustalW e o programa Bioedit foi usado para refinar visualmente todos os alinhamentos
(HALL, 1999). Os melhores modelos de substitui¢do de nucleotideos e analises de Neighbor-
joining (NJ) foram realizadas com o programa MEGA7 (TAMURA et al., 2007) com
bootstrap de 1000 replicacOes e estimativa do parametro Gamma também realizados pelo
programa. Para a arvore de cada género, foi utilizado uma espécie da mesma familia mas

pertencente a outro género como grupo externo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://rdp.cme.msu.edu/
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3.3. Resultados

Contagem populacional

Dados de densidade populacional bacteriana estimados através da contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFCs), revelaram que apds 20 dias de incubacdo a
densidade de bactérias no tratamento solo foi de 4,43 x10° UFC/g de peso fresco,
significativamente maior que a populacdo observada nos tratamentos rizosfera e endofitico.
No mesmo periodo, a densidade populacional nos tratamentos rizosfera e endofitico foi de

8,83 x108 e 4,27 x108 UFC/g de peso fresco, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 - Densidade populacional de bactérias associativas de B. dracunculifolia no periodo de 5-20 dias de
incubacdo. Dados sdo medias de trés repeticGes biolégicas (Al, A2 e A3) £ desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p< 0,01).

Em relacdo aos meios de cultivo, os meios BA, YCED e R2A permitiram contagens
populacionais elevadas maiores que 1 x108 UFC/ g peso fresco e com valores proximos entre
si dentro de cada tratamento (solo, rizosfera e endofitico) (Figura 2). Em todos 0s meios

utilizados o tratamento solo permitiu contagens a cima de 1 x10° UFC/ g peso fresco.
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Figura 2 - Densidade populacional de isolados associativos de B. dracunculifolia ap6s 20 dias de crescimento
para cada meio de cultivo utilizado. Dados sdo medias de trés repeticdes bioldgicas (Al, A2 e A3) + desvio
padrédo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p< 0,01).

Isolamento
Ao todo foram obtidos 76 isolados que foram preservados apds o processo de
purificagdo realizado em meio de cultivo sélido (Anexo 2). Dos 76 isolados, 63% foram

obtidos do solo, 8% da rizosfera e 0os 29% restantes foram provenientes da endosfera (Figura

3).

Endofitico
29%
- Solo
Rizosfera 63%
8%

= Solo Rizosfera Endofitico

Figura 3 - Porcentagens de bactérias isoladas do solo, rizosfera e endosfera de B. dracunculifolia.
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Producéo de biossurfactantes

A producdo de biossurfactantes foi avaliada inicialmente pelo ensaio de colapso da
gota e os isolados que apresentaram resultado positivo foram posteriormente avaliados pelos
ensaios de espalhamento de 6leo e indice de emulsdo. Os ensaios de colapso da gota e de
espalhamento de 6leo tem como objetivo verificar as propriedades tensoativas (BODOUR &
MILLER-MAIER, 1998), enquanto que o indice de emulsao verifica a propriedade de formar
emulsdo (COOPER & GOLDENBERG, 1987). Foram avaliados os 76 isolados e destes, 27
foram capazes de produzir biossurfactantes (Figura 4). Deste grupo, 13 sdo bactérias do
tratamento solo, 13 do tratamento endofitico e apenas uma proveniente do tratamento
rizosfera (Tabela 1).

Colapso da gota
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Figura 4 - Producédo de biossurfactantes por bactérias isoladas de B. dracunculifolia no ensaio de colapso da
gota. Os isolados foram categorizados em niveis de producédo: negativo (-), baixo (+), médio (++) e alto (+++).
No ensaio do colapso da gota, entre os isolados mais eficientes (+++) na producdo de
biossurfactantes, 11 eram bactérias do tratamento endofitico, 4 do tratamento solo e apenas
uma do tratamento rizosfera (Tabela 1). Os isolados mais eficientes (+++) tiveram sua gota

de cultura completamente espalhada na superficie do 6leo, sendo dificil sua visualizacédo e

demonstrando uma reagdo muito positiva.
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Tabela 1 - Tabela de isolados produtores de biossurfactantes no ensaio de colapso da gota (Producéo de
biossurfactante: baixa (+); média (++); alta (+++). Origem dos isolados: solo (tratamento solo); rizosfera e
rizoplano (tratamento rizosfera); endofitico (tratamento endofitico).

Isolado Produgdo Origem Isolado Produgao Origem
31 +++ solo 131 +++ endofitico
41 +++ solo 138 +++ endofitico
50 +++ solo 42 ++ solo
63 +++ solo 45 ++ solo
95 +++ rizosfera 49 ++ solo
106 +++ endofitico 51 ++ solo
114 +++ endofitico 13 + solo
116 +++ endofitico 14 + solo
117 +++ endofitico 34 + solo
118 +++ endofitico 44 + solo
119 +++ endofitico 48 + solo
125 +++ endofitico 127 + endofitico
129 +++ endofitico 28 + endofitico
130 +++ endofitico

No ensaio de espalhamento de 6leo, os isolados 48 e 130 produziram halos de 74 mm
e 52 mm, respectivamente, que contrastaram com o0s halos formados pelo restante dos
isolados analisados (Figura 5). Um dos isolados que se destacou foi isolado do tratamento
endofitico (isolado 130) e o outro do tratamento solo (isolado 48), sendo este Gltimo o que
conseguiu formar o halo maior. O restante dos isolados formaram halos pequenos, sendo 5
deles isolados do tratamento solo, um do tratamento rizosfera e 4 do tratamento endofitico. Os
demais isolados ndo formaram halos.

Entre os 27 isolados selecionados apenas trés apresentaram propriedades
emulsificantes com IE24 acima de 50% (Figura 6), um deles foi o isolado 48 do tratamento
solo e apresentou um IE24 de 72%, enquanto que, os outros dois foram os isolados 130 e 131
do tratamento endofitico que obtiveram um IE24 de 62% e 60%, respectivamente. Os demais
isolados ndo atingiram o IE2s de 50% e quatro deles ndo apresentaram propriedades

emulsificantes no ensaio.
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Espalhamento de dleo
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Figura 5 - Gréfico de formag&o de halo pelos isolados selecionados no ensaio de espalhamento de 6leo. Dados
do grafico sdo médias de duas repeti¢des com + desvio padrao.
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Figura 6 - Grafico de formagdo de emulsdes pelos isolados selecionados para o indice de emulséo 24h (IE24).
Dados do grafico sdo médias de duas repetigdes com + desvio padrao.
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Identificacdo molecular dos isolados

Dos 76 isolados associados a B. dracunculifolia, foi possivel sequenciar o gene 16S
rRNA e comparar as sequéncias com bancos de dados de cerca 53 isolados. Entre eles estdo
presentes bactérias pertencentes aos géneros presentes nos filos Actinobacteria (Streptomyces,
Microbacterium, Micrococcus, Arthrobacter, Mycobacterium, Cellulomonas e Terrabacter),
Firmicutes (Bacillus e Staphylococcus) e Proteobacteria (Pseudomonas, Cupriavidus,
Burkholderia, Ralstonia e Acinetobacter) (Figura 7). Mas cinco dos 53 isolados sequenciados
ndo puderam ter seus géneros identificados pela ferramenta Classifier do banco de dados RDP
(Tabela 2). O anexo 2 mostra a classificacdo completa dos isolados e os isolados que nédo
puderam ser classificados.

O banco de dados Genbank NCBI (National Center for Biotechnology Information)
permitiu a identificacdo em nivel de género e até a espécie de todos os 53 isolados pela
ferramenta BLAST, com excecdo dos isolados 34 e 72 (Anexo 3). Os isolados 34, 41, 67, 72 e
90 (9% dos isolados) ndo puderam ser identificados com a ferramenta Classifier do banco de
dados Ribosomal Database Project (RDP), enquanto que, com a ferramenta Sequence Match

foi possivel obter o género e a sugestdo da espécie de todos os isolados. (Anexo 3).
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Terrabacter 2%

2%

Nao identificado
9%

Streptomyces
2%

Staphylococcus
11%

Ralstonia —
2%

Pseudomonas
13%
Micrococcus
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Figura 7 - Porcentagem de géneros bacterianos entre os isolados obtidos utilizando a ferramenta RDP-Classifier.
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Tabela 2 - Tabela com todos os isolados identificados a nivel de género, identificagdo tendo como base o banco
de dados RDP-Classifier.

Isolado Origem — RPD Classifier — -
Género | Dominio Bacteria (%)
34 solo - 100
41 solo - 100
67 solo - 100
72 solo - 0
90 rizosfera - 100
9 solo Acinetobacter 100
110 endofitico Acinetobacter 100
137 endofitico Acinetobacter 100
112 endofitico Arthrobacter 100
10 solo Bacillus 100
18 solo Bacillus 100
19 solo Bacillus 100
23 solo Bacillus 100
26 solo Bacillus 100
28 solo Bacillus 100
31 solo Bacillus 100
37 solo Bacillus 100
49 solo Bacillus 100
50 solo Bacillus 100
52 solo Bacillus 100
55 solo Bacillus 100
63 solo Bacillus 100
77 solo Bacillus 100
79 solo Bacillus 100
85 rizosfera Bacillus 100
95 rizosfera Bacillus 100
127 endofitico Bacillus 100
130 endofitico Bacillus 100
117 endofitico Burkholderia 100
129 endofitico Burkholderia 100
132 endofitico Burkholderia 100
40 solo Cellulomonas 100
54 solo Cupriavidus 100
59 solo Cupriavidus 100
66 solo Microbacterium 100
75 solo Micrococcus 100
35 solo Mycobacterium 100
13 solo Pseudomonas 100
45 solo Pseudomonas 100
48 solo Pseudomonas 100
71 solo Pseudomonas 100
104 endofitico Pseudomonas 100
105 endofitico Pseudomonas 100
107 endofitico Pseudomonas 100
131 endofitico Ralstonia 100
5 solo Staphylococcus 100
27 solo Staphylococcus 100
81 solo Staphylococcus 100
96 rizosfera Staphylococcus 100
133 endofitico Staphylococcus 100
135 endofitico Staphylococcus 100
2 solo Streptomyces 100
87 rizosfera Terrabacter 100

Dos 53 isolados sequenciados havia 34 bactérias do tratamento solo, 5 do tratamento

rizosfera e 14 do tratamento endofitico. Ao todo foram encontrados representantes de 14
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géneros de bactérias. No tratamento rizosfera havia a presenca de representantes dos géneros
Bacillus, Staphylococcus e Terrabacter (Figura 8a). No tratamento endofitico prevaleceram
0S géneros Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Ralstonia e
Staphylococcus (Figura 8b). No tratamento solo foram encontrados 0s géneros
Acinetobacter, Bacillus, Cellulomonas, Cupriavidus,
Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus e
Streptomyces (Figura 8c).

Os isolados 48 (solo) e 130 (endofitico) foram os que apresentaram os melhores
resultados no ensaio de espalhamento no 6leo e no indice de emulsdo (IE24), foram
classificados como sendo representantes dos géneros Pseudomonas e Bacillus,

respectivamente.
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(a) Tratamento Rizosfera (b) Tratamento Endofitico
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Figura 8 - Porcentagem de géneros bacterianos presentes em cada tratamento. (a) Tratamento Rizosfera; (b)
Tratamento Endofitico; (c) Tratamento Solo.

Filogenia baseada no gene 16S rRNA
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A partir das sequéncias alinhadas foram construidas as arvores filogenéticas baseadas
nas similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA. Os valores de bootstrap nao
confiaveis (abaixo de 70%) ndo foram mostrados.

Os isolados 09 e 137 identificados como sendo do género Acinetobacter sdo préximos
da espécie A. nosocomialis RUH 2376 enquanto que o isolado 110 se aproxima de A. pitti
LMG 1035 e de A. calcoaceticus NCCB 22016 (Figura 9). O isolado 112 pertencente ao

género Arthrobacter esta proximo da espécie A. histidinolovorans DSM 20115 (Figura 10).

- Acinetobacter calcoaceticus (T) NCCB 22016 (AJ888883)

82 Acinetobacter pittii (T) LMG 1035 (HQ180184)

110 - Acinetobacter sp.

Acinetobacter seifertii (T) LUH 1472 (FJ860878)

76

Acinetobacter nosocomialis (T) RUH 2376 (HQ180192)

87 82 09 - Acinetobacter sp.

137 - Acinetobacter sp.

Acinetobacter baumannii (T) DSM30007 (X81660)

Acinetobacter soli (T) B1 (EU290155)

Moraxella lacunata (T) ATCC 17967 (D84049)

Figura 9 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Acinetobacter foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Moraxella lacunata ATCC 17967("
como grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A éarvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0,30984476 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que 0s taxa
associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificagdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura de 2 pardmetros. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,2583). A analise envolveu 10
sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢c6es com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja,
menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer
posicdo. Houve um total de 833 posi¢Bes no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no
MEGAT7. Valores de bootstrap abaixo de 70% nao foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.
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- Arthrobacter bambusae (T) THG-GM 18 (KF15069%6)

87 | : Arthrobacter gyeryongensis (T)DCY72(JX141781)

Arthrobacter ramosus (T) CCM 16467 (AMO039435)

po— Arthrobacter siccitolerans (T) 4J27 (GUB15139)

74 Arthrobacter nitroguaiacolicus (T) CCM 4924T (AJ512504)

112 - Arthrobacter sp.

‘ - - Arthrobacter histidinclovorans (T)DSM 20115 (X83406)

! Arthrobacter nicotinovorans (T) DSM 420 (X80743)

Arthrobacter ureafaciens (T)DSM 20126 (X80744)

Kocuria arsenatis (T) CM1E1 (KM874399)

Flgura 10 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Arthrobacter foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Kocuria arsenatis CM1E1(M como
grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a soma
do comprimento do ramo = 0,29508967 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxa
associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas préximas as ramificagdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre 0s nodos foi
modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A analise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicao.
Houve um total de 961 posi¢des no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.
Valores de bootstrap abaixo de 70% néo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

Dos isolados pertencentes ao género Bacillus, os isolados 10 e 77 ficaram mais
proximos da espécie B. gingshengii G19(, o isolado 19 mantave-se proximo de B.
aryabhattai B8W22(M, o isolado 26 se encontra proximo de B. megaterium 1AM 13418,
isolados 37 e 85 mantiveram-se proximos de B. thuringiensis IAM 12077, os isolados 18,
23 e 28 estdo mais relacionados com B. cereus JCM 2152(D o isolado 79 mostrou
proximidade com B. amylollquefaciens S2QPS11™, o isolado 130 ficou posicionado proximo
a B. tequilenses 10b(, j& os isolados 63 e 127 mostram estar mais relacionado com B.
pumilus ATCC 7061, o isolado 95 ficou mais proximo de B. invictae Bi.FFUP1(", o isolado
50 ficou proximo de B. safensis FO-036b(™ e o clado formado pelos isolados 31, 49, 52 e 55

també ficaram proximos de B. safensis FO-036b(™ (Figura 11).
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S2 - Baciilus sp.

SS - Baciilus sp.

31 - Bacillus sp.

49 - Bacilus sp.

Baciilus safensis (T) FO-0360 (AF234854)

S0 - Bacilus sp.

Baciilus Invictae (T) BLFFUP1 (JX183147)

SS - Backlus sp.

€3 - Bacillus sp.

Baciilus pumiius (T) ATCC 7061 (AY37628%)

127 - Bacilus sp.

Baciilus acrophilus (T) 26K (AJB31844)

Bacilus siratosphericus (T) 41KF2a (AJE31841)
Baclilus 3ititudinis (T) 41KF2b (AJE31842)

Baciilus xlamenensis (T) MCCC 1ADDOJS (JX5E0066)
79 - Bacillus sp.

Baclilus amyfolquetaciens (T) S2QPS11 (HQB844503)
Baciiius methylotrophicus (T) CBMB20S (EU1948397)
130 - Baclius sp.

Bacilus =quiiensis (T) 100 (HQ223107)

Bacillus subtiis (T) DSM10 (AJ27E351)

Baciilus mojavensis (T) IFO 15718 (ABO21131)
Bacillus idnensis (T) SMC £4352-2 (AY904033)
Baciilus careus (T) JCM 2152 (ABS9ET3T)

18 - Bacilius sp.

23 - Bacilus sp.

28 - Baciilus sp.
Bacillus toyonensis (T) CNCM 1-1012'NCIS 40112 (AJ310100)
Baciilus thuringlensis (T) IAM 12077 (D162381)

£S5 - Bacillus sp.

37 - Bacilus sp.

Bacilius flexus (T) IFO 15715 (ABO21185)

Bactilus megaterium (T) IAM 13418 (D16273)

26 - Baciilus sp.

19 - Bacillus sp.

Baciilus aryabhattal (T) BEW22 (EF114313)

Baciilus gngshengll (T) G12 (JX233235)

10 - Bacillus sp.

77 - Bacilus sp.

Alicyciobaciius acidoemestris (T) GD3E (ABO42057)

Figura 11 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Bacillus foi construida baseada na similaridade
da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Allcyclobacillus acidoterrestris GD3B(™M como
grupo externo. A relagéo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a soma
do comprimento do ramo = 0.78839840 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxa
associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas préximas as ramificagdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre os nodos foi
modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,2106). A analise envolveu 40 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posi¢oes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicao.
Houve um total de 766 posi¢es no conjunto de dados final. Anélises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.
Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

Os isolados do género Burkholderia 117 e 132 estdo intimamente relacionados entre si
e sdo proximos da espécie B. difusa R-15930(" enquanto o isolado 129 mostra-se proximo de
B. pyrrocinia LMG 14191 (Figura 12). O isolado 40 classificado como sendo pertencente

do género Cellulomonas estd proximo das espécies C. biazotea DSM20112(M e C. fimi
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DSM20113™ (Figura 13). Os representantes do género Cupriavidus, os isolados 54 e 59
exibem semelhancas com as espécies C. laharis 1263a™ e C. pinatubonensis 12450,

respectivamente (Figura 14).

117 - Burkholderia sp.

- 132 - Burkholderia sp.

— Burkholderia diffusa (T) R-15830 (AM747629)

Burkholderia pyrrocinia (T) LMG 14191 (U86930)

129 - Burkholderia sp.

Burkholderia lata (T) 383 (NR 102890)

- - Burkholderia contaminans (T) LMG 23381 (JX988975)

—- Burkholderia arboris (T) R-24201 (AM747630)

Burkholderia plantarii (T) LMG 2035 (US6933)

Mycoavidus cysteinexigens (T) B1-EB (LC005489)
Figura 12 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Burkholderia foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Mycoavidus cysteinexigens B1-EB (M
como grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0.26319230 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxa
associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas préximas as ramificacdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A varia¢do da taxa entre os nodos foi
modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,0538). A andlise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posi¢oes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicéo.
Houve um total de 837 posi¢des no conjunto de dados final. Anélises evolutivas foram conduzidas no MEGAT.
Valores de bootstrap abaixo de 70% néo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

—— Cellulomonas fimi (T) DSM 20113 (X83803)

100
73 ~——— Cellulomonas biazotea (T) DSM 20112 (X83802)
) L 40 - Cellulomonas sp.
o
-] Cellulomonas chitinilytica (T) X.bu-b (AB268586)

— Cellulomonas cellasea (T) DSM 20118 (X83804)

Cellulomonas aerilata (T)5420S-23 (EUS60979)

Cellulomonas composti (T) TR7-08 (AB1686887)
Cellulomonas soli (T) Kc1 (AB602498)

’; Cellulomonas terrae (T) DBS (AY884570)

‘ OQerskovia turbata (T)NCIMB 10587 (X72454)

Figura 13 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Cellulomonas foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Oerskovia turbata NCIMB 10587
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como grupo externo. A relagéo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A érvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 0.19960422 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxa
associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o0 método de 3 parametros de Tamura. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A analise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posicdes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicao.
Houve um total de 925 posicBes no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.
Valores de bootstrap abaixo de 70% n&do foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

——— 54 - Cupriavidus sp.

Cupriavidus laharis (T) 1263a (AB054961)

Cupriavidus pinatubonensis (T) 1245 (AB121221)

59 - Cupriavidus sp.

Cupriavidus numazuensis (T) TE26 (AB104447)

Cupriavidus necator (T)ATCC 43291 (AF191737)

Cupriavidus taiwanensis (T) LMG 19424 (AF300324)

Cupriavidus respiraculi (T) AU3313 (AF500583)

Cupriavidus basilensis (T) DSM 11853 (AF312022)

Limnobacter humi (T) UCM-39 (KT750338)

Figura 14 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Cupriavidus foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Limnobacter humi UCM-39(M como
grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a soma
do comprimento do ramo = 0,33805780 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxa
associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas préximas as ramificagcdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre os nodos foi
modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,1168). A analise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posicdes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicéo.
Houve um total de 805 posi¢des no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAT.
Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

O isolado 66 do género Microbacterium mostrou proximidade com a espécie M.
trichotecenolyticum DSM 8608 (Figura 15). Enquanto que o isolado 75 do género
Micrococcus possui similaridade com a espécie M. yunnanensis YIM 65004 (Figura 16).
Do género Mycobacterium, o isolado 35 mostrou proximidade com a espécie M.

parafortuitum DSM 43528 (Figura 17).
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Microbacterium arthrosphaerae (T) CC-VM-Y (FN870023)

70

Microbacterium yannicii (T) G72 (FN547412)

Microbacterium insulae (T) DS-66 (EU232498)

Microbacterium resistens (T) DMMZ 1710 (Y 148699)

- Microbacterium flavescens (T) DSM 20643 (Y17232)

- - 66 - Microbacterium sp.
L Microbacterium trichotecenolyticum (T) DSM 8608 (Y 17240)

Microbacterium jejuense (T) THG-C31(JX997974)

Microbacteriumkyungheense (T) THG-C26 (JX997973)

Okibacterium endophyticum (T) EGI 650022 (KM114213)

Figura 15 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Microbacterium foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Okibacterium endophyticum EGI
650022(M como grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A éarvore
ideal com a soma do comprimento do ramo = 0,24772256 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em
gque os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as
ramificagdes. As distancias evolutivas foram calculadas usando 0 método Tamura-Nei. A variagdo da taxa entre
0s nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (pardmetro de forma = 0,05). A anélise envolveu 10
sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja,
menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer
posicdo. Houve um total de 831 posicfes no conjunto de dados final. Anélises evolutivas foram conduzidas no
MEGAY. Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)

indicam espécie tipo.
75 - Micrococcus sp.
[7 Micrococcus yunnanensis (T) YIM 65004 (FJ214355)

Micrococcus luteus (T) DSM 20030T (AJ536198)

Micrococcus aloeverae (T) AE-6 (KF5243684)

[— Micrococcus endophyticus (T) YIM 56238 (EU005372)

93 l . Micrococcus antarcticus (T) T2 (AJO05932)

Micrococcus flavus (T) LW4 (DQ491453)

Micrococcus cohnii (T) WS4801T (FR832424)

Micrococcus terreus (T) V3M1 (FJ423763)

Auritidibacter ignavus (T) IMMIB L-1856 (FN554542)
Figura 16 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Micrococcus foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Auritidibacter ignavus IMMIB L-
1656 como grupo externo. A relacio evolutiva foi inferida usando 0 método Neighbor-Joining. A arvore ideal
com a soma do comprimento do ramo = 0.16386447 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que 0s
taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre os nodos foi
modelada com uma distribuicdo gama (pardmetro de forma = 0,1759). A analise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posicdes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicao.
Houve um total de 733 posi¢des no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAT.
Valores de bootstrap abaixo de 70% nao foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.
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——— 35 - Mycobacterium sp.

71 \—— Mycobacterium parafortuitum (T) DSM 43528 (X93183)

Mycobacterium necaurum (T) ATCC 25795 (AF480593)

Mycobacteriu gilvum (T)ATCC 43909 (X81996)
Mycobacterium neworieansense (T) ATCC 49404 (AY457068)

92 — Mycobacterium porcinum (T) CIP 105392 (AY457077)

—— Mycobacterium bonickel (T) W5998 (AY012573)

Mycobacterium fortuitum subsp. acetamidolyticum (T) DSM44220T (FR733720)

Mycobacterium conceptionense (T) CIP 108544 (AY859684)

Mycolicibacillus trivialis (T) TMC 1453 (DQ058405)

Figura 17 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Mycobacterium foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Mycolicibacillus trivialis TMC
1453M como grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando 0 método Neighbor-Joining. A arvore ideal
com a soma do comprimento do ramo = 0,14623234 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que 0s
taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificacfes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método de 3 pardmetros de Tamura. A variagdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A analise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicao.
Houve um total de 783 posi¢des no conjunto de dados final. Anélises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.
Valores de bootstrap abaixo de 70% néo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

O isolado 71 ficou posicionado mais proximo da espécie Pseudomonas
plecoglossicida FPC 951(M enquanto que os demais isolados do género Pseudomonas
(isolados 13, 45, 48, 104, 105 e 107) encontram-se proximos a P. nitroreducens IAM 1439
(Figura 18). O isolado 131 do género Ralstonia estda em mais proximidade com a espécie R.

picketii ATCC 275110 (Figura 19).
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13 - Pseudomonas sp
_{: 105 - Pseudomonas sp
45 - Pseudomonas sp
104 - Psavdomonas sp
107 - Pseudomonas sp
48 - Pseudomonas sp

— Pseudomonas nitroreducens (T) IAM 1439 (AM088473)

s1 L pseudomonas nitritireducens (T) WZBFD3-5A2 (HM246143)
Psaudomonas jinjuensis (T) Pss 26 (AF468448)
Pseudomonas stutzen (T) ATCC 17588 (AF094748)
Pseudomonas montedii (T) CIP 104883 (AF064458)

= _E 71 - Pseudomonas sp
79 Pseudomonas plecoglossicida (T) FPC 951 (AB009457)

Pseudomonas knackmussu (T) B13 (AF039489)

Pseudomonas panipatensis (T) Esp-1 (EF424401)

— Pseudomonas delhiensis (T) RLD-1 (DQ339153)

L Pseudomonas citroneliolis (T) DSM 50332 (276659)

Pseudomonas aernuginosa (T) DSM 500717 (HES78271)

L Pseudomonas otitidis (T) MCC10330 (AY953147)

Azotobacter salinestns (T) 184 (AB175656)

Figura 18 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Pseudomonas foi construida baseada na

similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Azotobacter salinestris 184( como

grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com a soma

do comprimento do ramo = 0,38547799 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxa

associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificagdes. As

distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura de 2 pardmetros. A variacdo da taxa entre 0s

nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A analise envolveu 20 sequéncias

nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de

5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicao.

Houve um total de 848 posicdes no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas em MEGA?7.

Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam

espécie tipo.

— 131 - Ralstonia sp.

Ralstonia pickettii (T) ATCC 27511 (AY741342)

Ralstonia insidiosa (T) AU2944 (AF488779)

Ralstonia thomasii (T) LMGE866 (AJ270258)

Ralstonia pseudosolanacearum (T) UQRS 461 (KC757037)

% Ralstonia solanacearum (T) LMG 2299 (EF016361)

Ralstonia syzygii subsp. indonesiensis (T) UQRS 484 (KC757057)

~ Ralstonia basilensis (T) DSM 11853 (AF312022)

77 L Ralstonia taiwanensis (T) LMG 19424 (AF300324)

Caballeronia terrestris (T) LMG 22937 (HES81728)

Figura 19 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Ralstonia foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Caballeronia terrestres LGM
22937™ como grupo externo. A relago evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal
com a soma do comprimento do ramo = 0,55711164 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que 0s
taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sao mostradas proximas as ramificacfes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura-Nei. A variacdo da taxa entre os nodos foi
modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A analise envolveu 10 sequéncias
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nucleotidicas. Todas as posi¢coes com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicéo.
Houve um total de 880 posi¢des no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAT.
Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

Entre os isolados do género Staphylococcus, o isolado 135 mostrou proximidade com
a espécie S. epidermidis ATCC 14990, o isolado 96 esta mais relacionado com S. hominis
DSM 20328(M, os isolados 81 e 133 estdo mais proximos de S. saprophyticus subsp. bovis
GTC 843, enquanto os isolados 05 e 27 encontram-se proximos da espécie S. warneri
ATCC 27836 (Figura 20). O isolado 02 pertencente ao género Streptomyces aparece como
sendo proximo da espécie S. atrovirens NRRL B-163557( (Figura 21). E o isolado 87 do

género Terrabacter mostra-se intimamente relacionado com a espécie Terrabacter terrigena

ON10™ (Figura 22).

73 135 - Staphylococcus sp
I: Staphylococcous epidermidis (T) ATCC 14990 (DB3363)

_{— Staphylococous capitis subsp. urealyticus (T) ATCC 49326 (AB0O0Q2937)
94 b Staphylococcus caprae (T) ATCC 35538 (ABOO9935)
Staphyfococcus simiae (T) CCM 7213 (AYT727530)

v Staphyfococcus pasteun (T) ATCC 51129 (ABOO9944)
oy - Staphylococcus wamen (T) ATCC 27836 (L37603)
o4 _{»—— 27 - Staphylococcus sp
93 05 - Staphylococcus sp
Staphylococcus petrasi subsp. petrasi (T) CCM 8418 (JX139845)
— —— Staphylococcus haemolyticus (T) ATCC 29970 (X66100)
— - 96 - Staphylococcus sp
— ﬁ Staphylococcus hominis (T) DSM 20328 (X66101)
133 - Staphylococcus sp
Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis (T) GTC 843 (AB233327)
“ 81 - Staphylococcus sp

Staphylococcus xylosus (T) ATCC 29971 (D83374)

Jeotgalicoccus halotolerans (T) YKJ-101 (AY028925)

Figura 20 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Staphylococcus foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Jeotgalicoccus halotolerans YKJ-
101™M como grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal
com a soma do comprimento do ramo = 0,61598425 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que 0s
taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificagfes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Kimura de 2 pardmetros. A variagdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,1723). A analise envolveu 18
sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢c6es com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja,
menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer
posicdo. Houve um total de 469 posicdes no conjunto de dados final. Andlises evolutivas foram conduzidas no
MEGAY. Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T)
indicam espécie tipo.
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Streptomyces matensis (T) NBRC 12889 (AB184221)

92 ——— Streptomyces erythrogriseus (T) LMG 19406 (AJ781328)

Streptomyces griseorubens (T) NBRC 12780 (AB184139)

Streptomyces coeruleorubidus (T) ISP 5145 (AYS99719)

L Streptomyces bellus (T) NBRC 12844 (AB184849)

Streptomyces longispororuber (T) NERC 13488 (AB184440)

— Streptomyces viridediastaticus (T) IFO 13106 (AY9998852)

02 - Streptomyces sp.

2 I Streptomyces atrovirens (T) NRRL B-16357 (DQ026672)

Kitasatospora arboriphila (T) HKI 0189 (AY442267)

Figura 21 - Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Streptomyces foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Kitasatospora arboriphila HKI 0189
(M como grupo externo. A relacdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A arvore ideal com
a soma do comprimento do ramo = 0,11061310 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxa
associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as ramificagdes. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método de 3 parametros de Tamura. A variacdo da taxa entre 0s
nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,05). A anélise envolveu 10 sequéncias
nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos de 95% de cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de
5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicao.
Houve um total de 950 posi¢Bes no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAY.
Valores de bootstrap abaixo de 70% néo foram mostrados. Nome de espécie precedido de simbolo (T) indicam
espécie tipo.

_ — 87 - Terrabacter sp.

97| - Terrabacterterrigena(T)ON10(FJ423552)

Terrabacter koreensis (T) THG-e54 (KF314196)

l Terrabacter tumescens (T) NRRL B-4012 (AF005023)

Terrabacter terrae (T)PPLB (AY244176)

Terrabacteraeriphlius (T)5414T-18 (EU573%47)

Terrabacter lapilli (T) LR-26 (AMES0744)

Terrabacter carboxydivorans (T)PY2(FJ717334)

Terrabacter aerolatus (T) 5516J-36 (EF212039)

Terrabacter ginsenosidimutans (T) Gsoil 3082 (EU332827)

Aquipuribacter nitratireducens (T) AMVA4T (FN397670)

Figura 22 — Arvore filogenética do isolado pertencente ao género Terrabacter foi construida baseada na
similaridade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e utilizando a espécie Aquipuribacter nitratireducens
AMV4T™ como grupo externo. A relagdo evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A éarvore
ideal com a soma do comprimento do ramo = 0,28688372 é mostrada. A porcentagem de arvores replicadas em
que os taxa associados e agrupados no ensaio de bootstrap (1000 réplicas) sdo mostradas proximas as
ramificacdes. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método de 3 pardmetros de Tamura. A
variacdo da taxa entre os nodos foi modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 0,0732). A
analise envolveu 11 sequéncias nucleotidicas. Todas as posi¢des com menos de 95% de cobertura do site foram
eliminadas. Ou seja, menos de 5% de intervalos de alinhamento, dados ausentes e bases ambiguas foram
permitidos em qualquer posicdo. Houve um total de 863 posicfes no conjunto de dados final. Analises evolutivas
foram conduzidas no MEGAY. Valores de bootstrap abaixo de 70% ndo foram mostrados. Nome de espécie
precedido de simbolo (T) indicam espécie tipo.
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3.4. Discussao

Contagem populacional

Os resultados obtidos com a densidade bacteriana endofitica de raizes ultrapassaram os
valores observados por Hallmann (2001) (Figura 1), que observou populacdes bacterianas
endofiticas de interior das raizes atingindo densidades de aproximadamente 10°-107 unidades
formadoras de colénias por grama de tecido (UFC g-1). Segundo Bolton et al. (1992) a
densidade de bactérias na rizosfera pode ser 24 vezes maior que a do solo adjacente, essa €

uma relacéo que nao foi observado nos resultados obtidos.

Producao de biossurfactantes

A técnica do colapso da gota segue o principio, de que, uma gota de um liquido
contendo algum biossurfactante colapsard e se espalhara sobre uma superficie com 6éleo
(JAIN et al., 1991; BODOUR & MILLER-MAIER, 1998). A quantidade de surfactante
necessaria para causar colapso é dependente da capacidade do surfactante de reduzir a tensao
superficial e interfacial (BODOUR & MILLER-MAIER, 1998), geralmente utilizada como
ensaio qualitativo. Da Silva et al. (2017) observou que, quando utilizado em conjunto com
outros ensaios, 0 ensaio do colapso da gota se torna eficaz na prospeccdo de microrganismos
produtores biossurfactantes. Ja a técnica de espalhamento do 6leo é utilizada para medir o
didmetro das zonas claras (halos) formadas quando uma gota de solugdo contendo
biossurfactante é adicionada em uma superficie de 6leo-agua (MORIKAWA; HIRATA,
IMANAKA, 2000).

Embora 27 isolados tenham apresentado resultados positivos no ensaio do colapso da
gota, apenas os isolados 48 e 130 apresentaram resultados satisfatérios no ensaio de
espalhamento de 6leo e apenas os isolados 48, 130 e 131 conseguiram emulsificar mais da

metade da querose como mostrou o indice de emulséo.
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Lan et al. (2015) realizaram ensaios para producdo de biossurfactantes com uma
estirpe de Pseudomonas (SWP-4) que segundo o autor é uma estirpe de alto rendimento de
biossurfactantes do tipo ramnolipideos, no ensaio de espalhamento de 6leo, o maior halo
formado pela estirpe foi de 1,6 cm (16 mm). Os autores Mani, Sivakumar e Balan (2016)
isolaram uma bactéria marinha (Bacillus simplex) com potencial de aplicacdo na industria e na
biorremediacdo, com o espalhamento de 6leo com resultado neste ensaio de halo de 54 mm.
Os isolados de B. dracunculifolia selecionados para o ensaio de espalhamento de 6leo no
geral ndo formaram halos maiores do que 8 mm, mas os isolados 48 e 130 formaram halos de
74 e 52 mm respectivamente (Figura 5) equivalendo a concentracdes de SDS maiores que
0,25% (Anexo 1).

A emulsdo ocorre quando gotas microscopicas dispersam uma fase liquida (fase
dispersa) em uma outra fase liquida (fase continua), sendo as duas fases imisciveis entre si
(BOOM, 2008). No caso dos biossurfactantes, um fator que pode interferir na capacidade de
emulsificagdo é a afinidade que determinado biossurfactante possui em relacdo a
determinados substratos (DE LIMA et al., 2010). No trabalho realizado por Priya e Usharani
(2009), foi avaliado a producéo de biossurfactantes por estirpes de Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus subtilis, eles observaram que os melhores valores de IE2s4 encontrados para o
hidrocarboneto querosene foram de 52% para o género Bacillus e 55% para o género
Pseudomonas. A capacidade de emulsificar querosene ja € considerada satisfatoria com um
IE24 de 50% (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; MAIER & SOBERON-CHAVEZ,
2000; BENINCASA et al.,, 2004). No estudo de Shahaliyan, Safahien e Abyar (2015),
bactérias marinhas Bacillus sp. e Pseudomonas sp. geraram emulsdes em querosene com IE24
de 6,5% e 46% respectivamente. Os resultados com isolados de B. dracunculifolia, mostraram
que trés isolados (48, 130 e 131) conseguiram emulsificar porcentagens significativas de

querosene comercial apresentando um IE24 a cima de 50%, com o melhor resultado chegando
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a 72% (Figura 6).

Geralmente os biossurfactantes microbianos sao especificos solubilizando ou
emulsionando hidrocarbonetos diferentes de forma distinta (ILORI; AMOBI; ODOCHA,
2005). Biossurfactantes que possuem baixa massa molecular reduzem a tensédo superficial da
agua, mas ndo produzem boas emulsdes. Enquanto que, os biossurfactantes de peso molecular
elevado atuam bem na producdo de emulsdes, mas ndo sdo tdo bons na reducdo da tensédo
superficial (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). No entanto, os dois melhores isolados (48
e 130) no ensaio de espalhamento de 6leo (solubilizacdo de 6leo cru) também apresentaram os
dois melhores resultados de indice de emulsdo de querosene comercial.

Os resultados obtidos sugerem que B. dracunculifolia possui em seu microbioma
bacteriano associativo, bactérias capazes de produzir biossurfactantes com propriedades de
solubilizacdo e também biossurfactantes com propriedades emulsificantes, possuindo uma
potencial aplicabilidade em indlstrias e também na biorremediacdo. Mas ainda ha a
necessidade de se realizar mais ensaios para verificacdo do verdadeiro potencial dos isolados
que obtiveram os melhores resultados (como por exemplo, ensaios de capacidade de redugéo
da tensdo superficial e de antagonismo de fitopatdégenos) e também realizar a caracterizagéo
dos biossurfactantes produzidos por eles.

A producéo de biossurfactantes pelos isolados associados a B. dracunculifolia ainda
pode estar relacionado com o estabelecimento de interacbes com a planta, nas quais 0s
biossurfactantes tem relevancia (LOH et al. 2002; NEWTON & FRAY 2004; SACHDEV &
CAMEOTRA, 2013). Os biossurfactantes atuam na motilidade bacteriana e na formagéo de
biofilme que possuem importancia no processo de colonizacdo da planta (LOH et al. 2002;

NEWTON & FRAY 2004; SACHDEV & CAMEOTRA, 2013).
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Identificacdo taxonémica molecular dos isolados

Através da identificacdo taxonémica molecular foram obtidos representantes de 14
géneros bacterianos: Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Cellulomonas,
Cupriavidus, Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Ralstonia,
Staphylococcus, Streptomyces e Terrabacter. A maioria dos isolados pertenciam ao género
Bacillus (19 isolados) e os outros dois géneros com maior quantidade de isolados foram
Pseudomonas (7 isolados) e Staphylococcus (6 isolados) (Figura 7).

Santana et al. (2016) realizaram um trabalho com a comunidade de bactérias
endofiticas de B. dracunculifolia, no estudo foram encontrados 26 filos bacterianos. Onde os
filos mais abundantes de endofitos encontrados em B. Dracunculifolia foram Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria e Nitrospirae.

Neste trabalho os géneros observados se distribuem em 3 filos diferentes: Firmicutes,
Proteobacteria e Actinobacteria. O filo Firmicutes foi majoritariamente representado por
bactérias do género Bacillus (e por Staphylococcus), ja o filo Proteobacteria teve uma maior
abundancia de bactérias do género Pseudomonas (e por Acinetobacter, Burkholderia,
Cupriavidus e Ralstonia) enquanto o filo Actinobacteria foi igualmente representado por
bactérias dos géneros Streptomyces, Mycobacterium, Cellulomonas, Microbacterium,
Micrococcus, Terrabacter e Arthrobacter (Anexo 2).

Dos cinco isolados que ndo puderam ter o género identificado, um isolado pode ser
identificado ao nivel de ordem Bacillales (isolado 90), dois puderam ser identificados até o
nivel de familia como sendo Bacillaceae (isolados 19 e 30), um outro isolado obteve apenas a
confirmacéo de pertencer ao dominio Bactéria (isolado 34) enquanto que o Gltimo isolado nédo
obteve esta confirmacéo (Anexo 2).

As bactérias pertencentes ao género Arthrobacter (gram-positivas) geralmente

constituem parte das comunidades microbianas da filosfera das plantas (RASTOGI et al.,


https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
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2012) mas também sdo abundantes no solo (MONGODIN et al., 2006). Mostram-se bem
adaptadas como bactérias epifiticas (SCHEUBLIN & LEVEAU, 2013). Bacteérias
Arthrobacter podem degradar uma grande variedade de poluentes organicos, incluindo
hidrocarbonetos aromaticos (SCHEUBLIN & LEVEAU, 2013).

O genéro Cellulomonas apresenta bactérias gram-positivas de metabolismo aerdbico
ou anaerobico facultativo ja foram encontradas em varios ambientes como ar, agua, solo,
plantas e até em minas de carvdo (ZHANG et al., 2013). O género Cellulomonas possui 0s
unicos microrganismos anaerobios facultativos capazes de hidrolisar a celulose
(CHRISTOPHERSON et al., 2013).

O género Microbacterium possui bactérias gram-positivas que podem ser encontradas
em habitast como o solo, insetos, humanos, ambientes marinhos e plantas (na filosfera ou
como enddéfitos) (MADHAIYAN et al., 2010). Consegue promover o crescimento vegetal
pela producédo de precursores do fitohorménio acido indol acético (AIA) (TSAVKELOVA et
al., 2007).

Micrococcus € um género de bactérias gram-positivas aer6bias que podem ser
encontradas em solos, dgua, sedimentos e na pele (GAVA; DA SILVA; FRIAS, 2009). Em
associacGes com plantas, pode promover o crescimento destas por via da sintese de acido
indol  acetico (AIA) (TSAVKELOVA; CHERDYNTSEVA; NETRUSOV, 2005;
DASTAGER; DEEPA; PANDEY, 2010), solubilizando fosforo produzindo sideroforos
(DASTAGER; DEEPA; PANDEY, 2010).

Mycobacterium é um género que inclui bactérias sem mobilidade e dotadas de uma
parede celular espessa, possuem metabolismo aerdbio (VAZ et al., 2016). Dentro do género
ha vérias espécies patogénicas incluindo bactérias causadoras da tuberculose (VAZ et al.,
2016). Quando associado as plantas, bactérias do género Mycobacterium podem promover o

crescimento vegetal por producdo do fitohormoénio acido indol acético (AlA)
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(TSAVKELOVA; CHERDYNTSEVA; NETRUSOV, 2005) e por estimular a absorcdo de
azoto, fésforo e potassio em solos com baixa oferta destes nutrientes (EGAMBERDIYEVA,
2007).

Streptomyces é um género de bactérias gram-positivas que apresentam uma forma
filamentosa se assemelhando aos fungos, desenvolvem uma camada de hifas com esporos que
conseguem crescer em varias condicGes ambientais. Conseguem produzir compostos com
propriedades antifungicas, antivirais, antitumorais, anti-hipertensivos, antibioticas e
imunossupressores (DE LIMA PROCOPIO et al., 2012). E um género que també consegue
promover o crescimento vegetal por conta da producdo do fitohorménio &acido indol
acético (AIA) e por produzir sider6foros (SADEGHI et al., 2012).

Integrantes do género Bacillus sdo bactérias gram-positivas mesofilas de metabolismo
aerobio ou anaerobio facultativo capazes de formar endosporos (BARROS, 2004), estdo
presentes em diversos ambientes (VERMA et al., 2016). Bactérias do género Bacillus podem
sintetizar uma variedade de compostos antimicrobianos (FICKERS, 2012; SUMI et al., 2014).
Também promovem o crescimento vegetal por meio da sintese de antimicrobianos,
fitohorménios, biossurfactantes e pelo biocontrole de fitopatégenos (SANTOYO; OROZCO-
MOSQUEDA; GOVINDAPPA, 2012).

O género Staphylococcus agrupa bactérias gram-positivas mesofilas e imoveis
encontradas isoladas ou agrupadas na forma de “cachos”, possuem metabolismo anaerdbio
facultativo (CORDEIRO, 2011). O género possui espécies patogénicas para 0 ser humano,
que colonizam mucosas intestinais e principalmente a mucosa nasal (PEREIRA et al., 2009).
Os estafilococos conseguem desenvolver resisténcia a varios antibidticos e parte das espécies
patogénicas conseguem produzir enzimas que coagulam o plasma sanguineo (PEREIRA et al.,
2009). Ha relatos de estafilococos endofiticos de plantas que possuem genes para sintese de

auxina e sideréforos (CHAUDHRY et al., 2017).
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O género Acinetobacter inclui um grande grupo de bactérias gram-negativas presentes
em diferentes ecossistemas naturais e podem causar infecgdes oportunistas em humanos,
muito provavelmente por possuirem uma bioquimica e fisiologia versateis (TOUCHON et al.,
2014). Em relacdo as plantas, bactérias do género Acinetobacter atuam na promocdo do
crescimento vegetal pela producdo de hormonios vegetais, solubilizacdo de fosfato, producéo
de sideroforos e biocontrole de fitopatogenos e pragas (ROKHBAKHSH-ZAMIN et al.,
2011).

Burkholderia é um género que abriga bactérias gram-negativas que vivem em solos
acidos (STOPNISEK et al., 2014; TAGO et al., 2014) e algumas espécies desse género podem
estabelecer relacdes de antagonismo ou de mutualismo com fungos (VIAL et al., 2007).
Apresentam potencial biotecnolégico por promoverem o crescimento vegetal através da
fixacdo de nitrogénio (PEIX et al.,, 2001), producdo de fitohorménios (CASTRO-
GONZALEZ et al., 2011) e também produzem enzimas hidroliticcas com importancia
comercial (EBERL & VANDAMME, 2016).

As espécies presentes dentro do género Cupriavidus sdo bactérias gram-negativas
comensais ou mutualistas (LYKIDIS et al., 2010) que apresentam a capacidade de estabelecer
relagdo com plantas leguminosas por meio da formacdo de nddulos de fitoextracdo de metais
toxicos (CHEN et al., 2008; KLONOWSKA et al., 2012).

O género Pseudomonas reune um grupo de bactérias gram-negativas aerobicas
encontradas em biofilmes ou em formas plancténicas. S8o bactérias que possuem
metabolismo adaptavel e por isso conseguem habitar varios ambientes como solo e agua.
Também conseguem estabelecer associagdes com plantas e animais (OZEN & USSERY,
2012). Bactérias do género Pseudomonas tem grande importancia nas areas médica e
biotecnoldgica. A maioria dos Pseudomonas patogénicos tem as plantas como alvo (OZEN &

USSERY, 2012). Pseudomonas sdo capazes de promover o crescimento vegetal por
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produzirem quelantes de ferro, antimicrobianos e por induzirem a resisténcia sistémica em
plantas (SANTOYO; OROZCO-MOSQUEDA; GOVINDAPPA, 2012). Bactérias deste
género produzem os biossurfactantes mais estudados, os do tipo raminolipideos (TULEVA;
IVANOV; CHRISTOVA, 2002).

Membros do género Ralstonia sdo bactérias gram-negativas oligotréficas e vivem em
ambientes Umidos (solos, rios e lagos de &gua doce). Apresentam-se adaptadas a
sobrevivénccia em ambientes com poucos nutrientes (ZHANG & QIU, 2016). Algumas
bactérias deste género podem ser responsaveis por infeccdes hospitalares graves (RYAN &
ADLEY, 2014). Também sdo patogénicas para as plantas (WICKER et al., 2012) mas
apresentam potencial para biorremediacdo de ambientes contaminados com metais pesados

(RYAN; PEMBROKE; ADLEY, 2007).

Filogenia baseada no gene 16S rRNA

Os resultados de bootstrap obtidos com as arvores filogenéticas foram comparados
com os valores de similaridade de sequéncia obtidos com a ferramenta Blast do banco de
dados Genbank NCBI e com os escores de S_ab das sequéncias obtidos com a ferramenta
Sequence Match do banco de dados RDP.

Os isolados 09, 110 e 137 pertencentes ao género Acinetobacter apresentaram bons
resultados de bootstrap (89% para os isolados 09 e 137, e 82% para o isolado 110) e com
proximidade as espécies A. nosocomialis RUH 2376(" (isolados 09 e 137) e A. calcoaceticus
NCCB 22016 (isolado 110) (Figura 9). O isolado 09 apresentou 98% de similaridade com
A. nosocomialis (NCBI-Blast) e um valor de S_ab de 0.875 para A. calcoaceticus (RDP-
Segmatch) (Anexo 3). O isolado 110 mostrou 99% de similaridade de sequéncia com A.
oleivorans (NCBI-Blast) e um S_ab de 0.973 com A. calcoaceticus (RDP-Segmatch) (Anexo

3).
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O dnico isolado representante do género Arthrobacter, o isolado 112 mostra-se
relacionado com a espécie A. histidinolovorans DSM 20115, mas ao mesmo tempo
apresenta um valor de bootstrap com pouca confiabilidade (Figura 10). O isolado 112 possui
similaridade de 99% com a espécie Paenarthrobacter nicotinovorans (NCBI-Blast) enquanto
possui um S_ab com valor de 0.965 para a espécie A. nicotinovorans (RDP-Segmatch)
(Anexo 3).

Entre os isolados obtidos e pertencentes ao género Bacillus, os isolados 10, 19, 31, 37,
49, 50, 52, 55, 63, 77, 85 e 95 mostraram-se proximos das espécies B. gingshengii G19("
(isolados 10 e 77), B. aryabhattai B8W22(" (isolado 19), B. thuringiensis IAM 12077("
(isolados 37 e 85), B. pumilus ATCC 7061 (isolados 63), B. invictae Bi.FFUP1(™ (isolado
95) e B. safensis FO-036b(™ (isolados 31, 49, 50, 52 e 55), mas todos exibiram baixos valores
de bootstrap o que torna seus n6s com as espécies mais proximas menos confiaveis (Figura
11). Entretanto os isolados 10, 19, 77 tem 99% de similaridade (NCBI-Blast) e valores de
S_ab de 0.953 a 0.989 com B. aryabhattai (RDP-Segmatch) (Anexo 3). Os isolados 31, 49,
50, 52, 55, 63 e 95 possuem similaridade de sequéncia de 99% com B. zhangzhouensis
(NCBI-Blast) e um valor de S_ab de 0.976 para B. safensis (RDP-Segmatch) (Anexo 3). O
isolado 37 mostrou similaridade de 99% (NCBI-Blast) e S_ab de 0.953 a 1.00 que apontam
para a espécie B. toyonensis (RDP-Segmatch) (Anexo 3). O isolado 85 apresentou
similaridade de 99% com B. wiedmannii (NCBI-Blast) e S_ab de 0.970 para B. toyonensis
(RDP-Segmatch) (Anexo 3).

Os isolados do género Bacillus que exibiram valores de bootstrap confiaveis foram os
isolados 18 (87%), 23 (87%), 26 (73%), 28 (87%), 79 (73%), 127 (76%) e 130 (81%). Estes
isolados estavam relacionados com as espécies B. megaterium IAM 13418 (isolado 26), B.
cereus JCM 2152 (isolados 18, 23 e 28), B. amyloliquefaciens S2QPS11(™ (isolado 79), B.

pumilus ATCC 7061 (isolados 127) e B. tequilenses 10b(™ (isolado 130) (Figura 11). Os
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isolados 18, 23 e 28 apresentam 99% de similaridade (NCBI-Blast) e S_ab de 0.922 a 1.00
com a espécie B. toyonensis (RDP-Segmatch) (Anexo 3). O isolado 26 tem 99% de
similaridade com B. megaterium (NCBI-Blast) e um valor de S ab de 0.971 para B.
aryabhattai (RDP-Segmatch) (Anexo 3). O isolado 79 possui um nivel de similaridade de
97% com B. velezensis (NCBI-Blast) e valor de S_ab de 0.897 com B. amyloliquefaciens
(RDP-Segmatch) (Anexo 3). O isolado 127 mostrou similaridade de 99% com B.
zhangzhouensis (NCBI-Blast) e S_ab de 0.984 com B. safensis (RDP-Segmatch) (Anexo 3).
O isolado 130 apresentou 99% de similaridade (NCBI-Blast) e S_ab de 0.978 correspondentes
a espécie B. subtilis (RDP-Segmatch) (Anexo 3).

Isolados 117, 129 e 132 do género Burkholderia, sendo que os isolados 117 e 132
mostram-se intimamente relacionados um com outro e proximos da espécie B. difusa R-
15930M, mas apresentam um valor de bootstrap com baixa confiabilidade no n6 com B.
diffusa R-15930( (Figura 12). Ja o isolado 129 mostra proximidade com a espécie B.
pyrrocinia LMG 14191(M, mas também exibe valor de boostrap baixo (Figura 12). O isolado
132 possui uma similaridade de sequéncia de 98% com B. diffusa (NCBI-Blast) e valor S_ab
de 0.937 também com B. diffusa (RDP-Segmatch), enquanto que, o isolado 117 mostra uma
similaridade de 99% com B. diffusa (NCBI-Blast) mas apresenta um S_ab de 0.947 para a
especie B. plantarii (RDP-Segmatch). E o isloado 129 tem 99% de similaridade (NCBI-Blast)
e S_ab de 0.965 com a espécie B. lata (RDP-Segmatch) (Anexo 3).

Os isolado 40 representante do género Cellulomonas, estd mais relacionado com as
espécies C. biazotea DSM20112(M e C. fimi DSM20113™, apresenta um valor de bootstrap de
73% considerado confiavel (Figura 13). Mas o isolado 40 mostra 98% de similaridade de
sequéncia com C. chitinilytica (NCBI-Blast) e valor de S_ab de 0.932 tambem com C.
chitinilytica (RDP-Segmatch) (Anexo 3).

Isolados 54 e 59 pertencentes ao género Cupriavidus, mostram semelhanca com as
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espécies C. laharis 1263a(™ e C. pinatubonensis 1245( respectivamente, mas a0 mesmo
tempo possuem baixos valores de bootstrap indicando baixa confiabilidade (Figura 14). O
isolado 54 possui 99% de similaridade com C. oxalaticus (NCBI-Blast) e um valor de S_ab de
0.885 para C. taiwanensis (RDP-Segmatch) (Anexo 3). Ja o isolado 59 possui 99% de
similaridade com C. numazuensis (NCBI-Blast) e valor S_ab de 0.943 para C. necator (RDP-
Segmatch) (Anexo 3).

O representante do género Microbacterium, o isolado 66, esta proximo da espécie M.
trichotecenolyticum DSM 8608 s6 que apresenta baixo valor de bootstrap (Figura 15).
Também apresenta similaridade de 99% (NCBI-Blast) e S_ab de 0.912 para a espécie M.
Trichotecenolyticum (RDP-Segmatch) (Anexo 3).

O isolado 75 pertencente ao género Micrococcus ficou posicionado proximo a espécie
M. yunnanensis YIM 65004 mas ao mesmo tempo obteve um valor de bootstrap muito
pobre (Figura 16). O isolado 75 ainda mostrou similaridade de 98% de sua sequéncia com a
espécie M. luteus (NCBI-Blast) mas também um S ab de 0.908 para a espécie M.
Yunnanensis (RDP-Segmatch) (Anexo 3).

O JUnico representante obtido do género Mycobacterium, o isolado 35, ficou
posicionado proximo a espécie M. parafortuitum DSM 43528( no entanto apresentou um
valor de botstrap abaixo do considerado satisfatério (Figura 17). Mas os resultados de
similaridade mostraram que a sequéncia do isolado 35 é 99% semelhante a espécie M.
Parafortuitum (NCBI-Blast) e valor de S_ab de 0.963 também aponta para a espécie M.
Parafortuitum (RDP-Segmatch) (Anexo 3).

As sequéncias obtidas com os isolados 13, 45, 48, 71, 104, 105 e 107 mostraram
similaridade com espécies do género Pseudomonas. Os isolados 13, 45, 48, 104, 105 e 107
formaram um clado com proximidade a P. nitroreducens 1AM 1439(" mas com um valor de

bootstrap muito baixo (Figura 18). Todos apresentaram um valor de similaridade de 99%
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com P. nitroreducens (NCBI-Blast) e exibiram valores de 0.948 a 0.970 de S _ab para P.
nitroreducens (RDP-Segmatch) (Anexo 3). Enquanto que o isolado 71 exibiu proximidade
com P. plecoglossicida FPC 951(M e apresentou um valor confiavel de bootstrap de 79%
(Figura 18). O isolado 71 exibiu um valor de 99% de similaridade com P. plecoglossicida
(NCBI-Blast) e um valor de 0.978 S_ab com P. monteilii (RDP-Seqmatch) (Anexo 3).

O isolado 131 representante do género Ralstonia manteve-se proximo a espécie R.
picketii ATCC 27511(M mas exibiu um valor de bootstrap baixo e ndo confiavel (Figura 19).
O isolado 131 tem uma sequéncia com 99% de similaridade com R. picketii (NCBI-Blast) e
apresenta um S_ab de 0.939 para a espécie R. syzygii (RDP-Segmatch) (Anexo 3).

Os isolados 05, 27, 96 e 135 pertencentes ao género Staphylococcus mostraram-se
valores de bootstrap confiaveis (93%, 93%, 89% e 73% respectivamente) e proximidade com
espécies S. warneri ATCC 27836 (isolados 05 e 27), S. hominis DSM 20328 (isolado 96)
e S. epidermidis ATCC 14990 (isolado 135). Os isolados 81 e 133 mostraram ser proximos
da espécie S. saprophyticus subsp. bovis GTC 843(M, mas apresentaram valores de bootstrap
muito baixos (Figura 20). Os isolados 05 e 27 apresentaram valor de 99% de similaridade
com S. warneri (NCBI-Blast), o isolado 05 possui valor S_ab de 0.943 com S. pasteuri
enquanto que o isolado 27 apresentou valor de S_ab de 0.942 para S. warneri (RDP-
Segmatch) (Anexo 3). O isolado 96 exibiu similaridade de 99% (NCBI-Blast) e S_ab de
0.984 (RDP-Segmatch) com S. hominis (Anexo 3). Os isolados 81 e 133 apresentaram 99%
de similaridade (NCBI-Blast) e S_ab 0.977 e 0.950 (RDP-Segmatch) com S. saprophyticus
(Anexo 3). O isolado 135 mostrou 99% de similaridade (NCBI-Blast) e S_ab de 1.000 (RDP-
Segmatch) com S. epidermidis (Anexo 3).

O unico representante do género Streptomyces, o0 isolado 02 exibiu um valor de 71%
de bootstrap e esta relacionado com a espécie S. atrovirens NRRL B-163557( (Figura 21).

Possui 98% de similaridade com a espécie S. atrovirens (NCBI-Blast) e um S_ab de 0.908
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para a espécie S. griseorubens (Anexo 3).

O isolado 87 pertencente ao género Terrabacter obteve um valor de bootstrap muito
confiavel (96%) e apresentou proximidade com a espécie T. terrigena ON10™ (Figura 22). O
isolado também apresentou similaridade de 99% com T. terrigena (NCBI-Blast) e um valor

de S_ab de 0.932 com T. koreensis (RDP-Segmatch) (Anexo 3).
3.5. Concluséo

No presente estudo, por meio dos resultados obtidos pode-se concluir que Baccharis
dracunculifolia DC, além de ser uma espécie vegetal de valor comercial, também possui uma
comunidade de microrganismos associativos pertencentes principalmente aos géneros
Bacillus e Pseudomonas capazes de produzir biossurfactantes que solubilizam petréleo bruto
e que emulsificaram querosene comercial de forma eficiente, apresentando um potencial
biotecnoldgico a ser explorado.

Também foi possivel concluir que o isolado 48 (solo) pertencente ao género
Pseudomonas e os isolados 130 e 131 (endofiticos) pertencentes ao género Bacillus obtiveram
os melhores resultados nos ensaios de espalhamento de éleo e no indice de emulsdo, com

excecdo do isolado 131 que obteve bom resultado apenas no indice de emulséo.
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ANEXOS

Curva Padrao de SDS
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Anexo 1 - Curva padrdo de dodecil sulfato de sédio (SDS), com linha de tendéncia e com R? (seu valor esta
entre 0 e 1, quanto maior o vaor mais explicativo é o modelo).
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Anexo 2 - Tabela com todos os isolados identificados com a classificacdo até o nivel de género, identificacdo baseada no banco
de dados RDP-Classifier (com a porcentagem de similaridade com o dominio Bacteria).

Tamanho do RPD Classifier
Isolado | Origem fragAmepto i
(sequéncia de Filo Classe Ordem Familia Género Dominio
bases) Bacteria (%0)

2 solo 30-997 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales  Streptomycetaceae  Streptomyces 100
5 solo 30-930 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus 100
9 solo 30-966 Proteobacteria ~ Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 100
10 solo 30-917 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
13 solo 30-914 Proteobacteria  Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas 100
18 solo 30-898 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
19 solo 30-848 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
23 solo 30-1000 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
26 solo 30-858 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
27 solo 30-1002 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus 100
28 solo 30-896 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
31 solo 30-953 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
34 solo 30-700 - - - - - 100
35 solo 30-813 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales ~ Mycobacteriaceae  Mycobacterium 100
37 solo 30-935 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
40 solo 30-971 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales  Cellulomonadaceae  Cellulomonas 100
41 solo 30-993 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae - 100
45 solo 30-931 Proteobacteria  Gammaproteobacteria  Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas 100
48 solo 30-882 Proteobacteria ~~ Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas 100
49 solo 30-809 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
50 solo 30-900 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
52 solo 30-976 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
54 solo 30-980 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Cupriavidus 100
55 solo 30-1004 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
59 solo 30-840 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Cupriavidus 100
63 solo 30-926 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
66 solo 30-865 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales  Microbacteriaceae  Microbacterium 100
67 solo 30-924 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae - 100
71 solo 30-936 Proteobacteria  Gammaproteobacteria  Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas 100
72 solo 30-850 - - - - - 0
75 solo 30-768 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Micrococcus 100
77 solo 30-930 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
79 solo 30-855 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
81 solo 30-927 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus 100
85 rizosfera 30-883 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
87 rizosfera 30-905 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales  Intrasporangiaceae Terrabacter 100
90 rizosfera 30-853 Firmicutes Bacilli Bacillales - - 100
95 rizosfera 30-891 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
96 rizosfera 30-1003 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus 100
104 | endofitico 30-916 Proteobacteria ~ Gammaproteobacteria  Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas 100
105 | endofitico 30-917 Proteobacteria ~ Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas 100
107 | endofitico 30-919 Proteobacteria  Gammaproteobacteria  Pseudomonadales Pseudomonadaceae  Pseudomonas 100
110 | endofitico 30-876 Proteobacteria ~ Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 100
112 | endofitico 30-1001 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Arthrobacter 100
117 | endofitico 30-874 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae Burkholderia 100
127 endofitico 30-803 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
129 | endofitico 30-998 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia 100
130 | endofitico 30-898 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 100
131 | endofitico 30-921 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia 100
132 | endofitico 30-1055 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia 100
133 | endofitico 30-521 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus 100
135 | endofitico 30-900 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus 100
137 | endofitico 30-907 Proteobacteria ~ Gammaproteobacteria  Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 100



https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=3&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=17&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=313&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=322&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2320&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2322&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1763&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1764&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2320&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2322&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=3&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=17&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=46&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=48&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=3&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=17&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=106&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=108&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1176&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1195&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1198&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1176&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1195&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1198&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=3&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=17&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=154&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=3&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=17&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=190&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=196&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2320&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2322&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=3&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=17&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=132&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=149&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2320&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2322&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1772&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1781&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1763&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1764&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=3&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=17&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=190&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=192&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1176&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1195&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1196&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1176&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1195&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1196&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2264&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2268&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1176&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1195&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1204&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1175&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1176&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1195&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1196&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2320&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2322&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2259&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2260&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2261&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2320&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=2322&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=841&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1501&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1762&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1763&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
https://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1764&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
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Anexo 3 - Tabela com todos os isolados identificados com sugestdes a nivel de espécie, identificacdo baseada nos resultados obtidos
com os bancos de dados Genbank NCBI-Blast (com o score, quantidade de bases compativeis e nivel de similaridade em %) e RDP-
SequenceMatch (com S_ab e nimeros de Matches).

Fragmento NCBI Blast RPD Segmatch
Isolado | Origem | (sequéncia
de bases) Espécie | Score | Identidade Espécie ‘ S_ab ‘ Matches

2 solo 30-997 Streptomyces atrovirens 1664 949 (98%) Streptomyces griseorubens 0.908 1371

5 solo 30-930 Staphylococcus warneri 1620 882 (99%) Staphylococcus pasteuri 0.943 1422

9 solo 30-966 Acinetobacter nosocomialis 1522 854 (98%) Acinetobacter calcoaceticus 0.875 1432
10 solo 30-917 Bacillus aryabhattai 1613 882 (99%) Bacillus aryabhattai 0.974 1449
13 solo 30-914 Pseudomonas nitroreducens 1591 877 (99%) Pseudomonas nitroreducens 0.970 1427
18 solo 30-898 Bacillus toyonensis 1605 869 (100%) Bacillus toyonensis 1.000 1467
19 solo 30-848 Bacillus aryabhattai 1500 817 (99%) Bacillus aryabhattai 0.989 1449
23 solo 30-1000 Bacillus toyonensis 1781 969 (99%) Bacillus toyonensis 0.922 1467
26 solo 30-858 Bacillus megaterium 1491 821 (99%) Bacillus aryabhattai 0971 1449
27 solo 30-1002 Staphylococcus warneri 1705 945 (99%) Staphylococcus warneri 0.942 1390
28 solo 30-896 Bacillus toyonensis 1591 865 (99%) Bacillus toyonensis 0.996 1467
31 solo 30-953 Bacillus zhangzhouensis 1672 916 (99%) Bacillus safensis 0976 1354
34 solo 30-700 - - - Bacillus cereus 0.212 1465
35 solo 30-813 Mycobacterium parafortuitum 1399 775 (99%) Mycobacterium parafortuitum 0.963 1359
37 solo 30-935 Bacillus toyonensis 1655 903 (99%) Bacillus toyonensis 0.984 1467
40 solo 30-971 Cellulomonas chitinilytica 1637 918 (98%) Cellulomonas chitinilytica 0.932 1387
41 solo 30-993 Bacillus zhangzhouensis 1463 816 (98%) Bacillus safensis 0.885 1354
45 solo 30-931 Pseudomonas nitroreducens 1591 865 (99%) Pseudomonas nitroreducens 0.948 1427
48 solo 30-882 Pseudomonas nitroreducens 1543 847 (99%) Pseudomonas nitroreducens 0.969 1427
49 solo 30-809 Bacillus zhangzhouensis 1415 773 (99%) Bacillus safensis 0.976 1354
50 solo 30-900 Bacillus zhangzhouensis 1609 871 (100%) Bacillus safensis 1.000 1354
52 solo 30-976 Bacillus zhangzhouensis 1657 909 (99%) Bacillus safensis 0953 1354
54 solo 30-980 Cupriavidus oxalaticus 1633 905 (99%) Cupriavidus taiwanensis 0.885 1448
55 solo 30-1004 Bacillus zhangzhouensis 1722 937 (99%) Bacillus safensis 0968 1354
59 solo 30-840 Cupriavidus numazuensis 1437 801 (99%) Cupriavidus necator 0.943 1275
63 solo 30-926 Bacillus zhangzhouensis 1652 897 (99%) Bacillus safensis 0.998 1354
66 solo 30-865 Microbacterium trichothecenolyticum 1441 797 (99%) | Microbacterium trichothecenolyticum 0.912 1382
67 solo 30-924 Bacillus aryabhattai 1472 806 (99%) Bacillus aryabhattai 0.900 1449
71 solo 30-936 Pseudomonas plecoglossicida 1616 888 (99%) Pseudomonas monteilii 0978 1415
72 solo 30-850 - - - Pseudomonas otitidis 0.206 1444
75 solo 30-768 Micrococcus luteus 1264 716 (98%) Micrococcus yunnanensis 0.908 1351
77 solo 30-930 Bacillus aryabhattai 1600 890 (99%) Bacillus aryabhattai 0.953 1449
79 solo 30-855 Bacillus velezensis 1363 774 (97%) Bacillus amyloliquefaciens 0.897 1452
81 solo 30-927 Staphylococcus saprophyticus 1615 882 (99%) Staphylococcus saprophyticus 0977 1462
85 rizosfera 30-883 Bacillus wiedmannii 1504 820 (99%) Bacillus toyonensis 0.970 1467
87 rizosfera 30-905 Terrabacter terrigena 1555 854 (99%) Terrabacter koreensis 0.932 1333
90 rizosfera 30-853 Bacillus methylotrophicus 1194 726 (92%) Bacillus amyloliguefaciens 0.900 1453
95 rizosfera 30-891 Bacillus zhangzhouensis 1578 860 (99%) Bacillus safensis 0.989 1354
96 rizosfera 30-1003 Staphylococcus hominis 1773 968 (99%) Staphylococcus hominis 0.984 1462
104 | endofitico | 30-916 Pseudomonas nitroreducens 1583 877 (99%) Pseudomonas nitroreducens 0.957 1427
105 | endofitico | 30-917 Pseudomonas nitroreducens 1565 854 (99%) Pseudomonas nitroreducens 0.950 1427
107 | endofitico 30-919 Pseudomonas nitroreducens 1587 880 (99%) Pseudomonas nitroreducens 0.962 1427
110 | endofitico | 30-876 Acinetobacter oleivorans 1526 841 (99%) Acinetobacter calcoaceticus 0973 1432
112 | endofitico | 30-1001 Paenarthrobacter nicotinovorans 1742 964 (99%) Arthrobacter nicotinovorans 0.965 1382
117 | endofitico | 30-874 Burkholderia diffusa 1526 839 (99%) Burkholderia plantarii 0.947 1448
127 | endofitico | 30-803 Bacillus zhangzhouensis 1417 772 (99%) Bacillus safensis 0.984 1354
129 | endofitico 30-998 Burkholderia lata 1731 960 (99%) Burkholderia lata 0.965 1437
130 | endofitico | 30-898 Bacillus subtilis 1572 862 (99%) Bacillus subtilis 0.978 1423
131 | endofitico | 30-921 Ralstonia pickettii 1609 885 (99%) Ralstonia syzygii 0.939 1310
132 | endofitico | 30-1055 Burkholderia diffusa 1788 1009 (98%) Burkholderia diffusa 0.937 1404
133 | endofitico | 30-521 Staphylococcus saprophyticus 883 490 (99%) Staphylococcus saprophyticus 0.950 1462
135 | endofitico | 30-900 Staphylococcus epidermidis 1583 864 (99%) Staphylococcus epidermidis 1.000 1407
137 | endofitico | 30-907 Acinetobacter nosocomialis 1561 863 (99%) Acinetobacter nosocomialis 0.930 1307




