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RESUMO

Foram isoladas 169 colonias de bactérias endofiticas de folhas de
diferentes genotipos de plantas de milho sadias, pertencentes as populagdes BR-
105, BR-106 e populagdo de hibridos simples entre essas, em duas localidades e
coletas distintas. Trinta isolados foram identificados por meio de testes
morfologicos e bioquimicos classicos, definindo-se a ocorréncia e percentagem
relativa dos géneros: Bacillus (55%), Corynebacterium (15%), Micrococcus
(12%), Listeria (9%), Pseudomonas (6%) e Erwinia (3%). A técnica de RAPD foi
aplicada a treze isolados do gé€nero Bacillus, o mais ocorrente, para medir o grau
de similaridade genética entre esses e linhagens de referéncia, ndo endofiticas de
Bacillus megaterium e Bacillus subtilis, e relacionar a origem dos isolados com o
local de coleta e nimero da coleta. A analise de RAPD permitiu a diferenciagio de
quatro grupos entre Bacillus sp. endofiticos e as linhagens de referéncia, com
aproximadamente 32% de similaridade entre si. Revelou-se grande variabilidade
dentro do grupo, havendo relagdo dentro de dois grupos com o local de coleta e o
namero de coleta. Foi realizado um ensaio in vitro de antagonismo fungo-bactéria
endofitica, entre dez isolados de bactérias, sendo os principais géneros testados
Bacillus e Micrococcus, e os fungos endofiticos Penicillium purpurogenum, P.
spinulosum e Fusarium moniliforme, todos 1solados de milho, e duas linhagens
produtoras de antibidticos, ndo endofiticas de P. chrysogenum IFO 4626 e 121671.
Este ensaio revelou ndo haver inibigdo do crescimento das bactérias pelos fungos
endofiticos. Entretanto dois isolados endofiticos foram inibidos pelas linhagens de
P. chrysogenum, indicando um tipo de associagdo diferente da que ocorreu entre
os endofitos, caracterizada por uma antibiose.
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SUMMARY

Endophytic bacteria were isolated in healthy maize leaves from
different genotypes of BR-105 and BR-106 populations and from their simple
hybrids population. Isolation was performed on two experimental areas by two
distinct harvests. The total number of isolated bacteria colonies was 169. Thirty
isolates were identified by classic morphologic and biochemical tests, and defined
the genus occurence and relative percentage: Bacillus (55%), Corynebacterium
(15%), Micrococcus (12%), Listeria (9%), Pseudomonas (6%) and Erwinia (3%).
RAPD technique was performed to measure the genetic similarities among the
thirteen main occurring Bacillus endophytes, and the reference strains not
endophytes Bacillus megaterium and Bacillus subtilis, also relating the endophyte
origins with the harvest area and harvest number. RAPD analysis allowed to
differentiate four groups among Bacillus endophytes and Bacillus reference
strains, presenting nearly 32% of similarity themselves. High variability was
detected within the group, being detected within two groups relationships with
harvest area and harvest number. It was performed an in vitro endophyte bacteria-
fungi antagonism assay, with ten bacteria isolates, being the major genus assayed
Bacillus and Micrococcus, and the endophytes Penicillium purpurogenum, P.
spinulosum and Fusarium moniliforme, all of them isolated from maize, and two
antibiotic producers, not endophytes, P. chrysogenum 1IFO4626 and 121671. Such
assay has shown that endophytic fungi was not able to inhibit endophytic bacteria
growth. Althoug, two endophytes were inhibited by antibiotic producers lineages
P. chrysogenum, indicating a different kind of association from that occuring
among endophytes, characterized by antibiosis.
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1. INTRODUCAO

Endo6fitos sdo microrganismos isolados do interior dos tecidos ou oOrgdos
vegetais. Varios microrganismos, durante todo o seu ciclo de vida, ou somente parte
dele, vivem no interior dos vegetais. Usualmente, esses microrganismos vivem em
uma associagdo que embora possa ser antagonica, muitas vezes € neutra ou benéfica
para o hospedeiro. A natureza dessas associagdes ¢ diversa e via de regra exibe
varios graus de interdependéncia fisiologica e ecologica.

Alguns géneros de bactérias endofiticas de cebola tem sido isolados e
reinoculados para testar a sua patogenicidade em bulbos de plantas sadias,
verificando-se que estes isolados podem se tornar patdgenos oportunistas quando
ocorrem alteragdes na fisiologia do hospedeiro devido a altas temperaturas durante a
maturidade dos bulbos. Outros estudos sobre bactérias endofiticas abordando
isolamento, analise de densidade populacional e distribui¢do em diferentes tecidos
da planta tém sido publicados e vém se intensificando nos ultimos anos. Entretanto,
muitas pesquisas ainda deverdo ser feitas a respeito de aspectos ecologicos,
genéticos e fisiologicos dessa interagdo bactéria-planta.

Recentemente, também na area de fixagdo bioldgica de nitrogénio, alguns
trabalhos tém indicado a importincia do estudo dos endofiticos. Muitas das novas
bactérias fixadoras de Ny, tais como Acetobacter diazotrophicus ou Herbaspirillum
sp., isoladas de culturas diversas, ndo foram isoladas do solo e portanto podem ser
consideradas endodfitos de plantas, ou ainda, patégenos moderados de plantas. A
infec¢do da cana-de-agilicar, batata-doce ou sorgo com tais bactérias tem se mostrado
dependente de fungos micorrizicos vesiculo arbusculares. Isto demonstra um tipo de
associagdo completamente nova entre bactérias endofiticas, fixadoras de Ny e
gramineas, 0 que contrasta com o conceito de associagOes rizosféricas conhecidas
até o momento. Obviamente as bactérias que vivem dentro dos tecidos vegetais,
especialmente em plantas ricas em agucares podem beneficiar mais as plantas, que
as bactérias da rizosfera, as quais competem por nutrientes com toda a microflora do
solo. Logo, esses resultados abrem novos caminhos para a abordagem e expansdo da
fixagdo de nitrogénio em cereais e gramineas. Além disso, sugerem que tal
possibilidade tem sido demonstrada em estudos de balango de I5N e N, em cana-de-
agucar, na EMBRAPA/CNPAB, onde mais de 150 Kg N.ha-1. ano~! foram obtidos
da fixagdo de nitrogénio.



Em sintese, a presenga dos endofiticos € um fendomeno assintomatico, ndo
perceptivel para o observador que, para estudéa-los precisa isold-los, a partir dos
tecidos vegetais, aparentemente sadios, e cultiva-los em laboratério.

Este trabalho teve por objetivo, o estudo de bactérias endofiticas em plantas de
milho (Zea mays), importante graminea utilizada como fonte de proteinas em todo o
mundo tanto para a alimentagdo humana, como animal. Isolaram-se microrganismos
de folhas de plantas sadias de milho em duas populagdes de milho BR-105 e BR-
106, assim como em uma populagdo de hibridos simples obtidos por meio de
cruzamentos entre essas duas populagdes. Foram realizadas duas coletas distintas,
em dois diferentes locais, e procurou-se estudar a distribuicdo dos endofiticos nas
trés populagdes, medindo as varidncias entre os diferentes tratamentos considerados
(coletas, locais de coleta, gendtipos, populagdes). Numa segunda fase, procurou-se
identificar alguns dos isolados referentes a um grupo representativo de
caracteristicas morfologicas; assim como analisar in vitro as interagdes
antagonisticas entre alguns isolados de bactérias endofiticas e linhagens de fungos
endofiticos isolados de raiz e sementes de plantas de milho, assim como com
linhagens de fungos produtoras de antibidtico, ndo endofiticas. Procurou-se, ainda
determinar similaridades e distancias genéticas entre os isolados bacterianos mais
freqiientes (g€nero Bacillus), por meio do polimorfismo gerado pelos marcadores
de RAPD.

De maneira geral, o conhecimento gerado pelo estudo da associagdo planta-
microrganismo, sera certamente de enorme valor para o entendimento do papel que
esses microrganismos desempenham no seu hospedeiro. E para um futuro préximo
pode-se esperar inumeros trabalhos visando o estudo da especificidade e
estabelecimento do fenOmeno, estudos sobre as fungOes regulatorias dos
microrganismos endofiticos em seus hospedeiros, assim como estudos sobre o
controle da interagdo planta-microrganismo, durante a fase endofitica ou ndo-
patogénica, como preferem alguns autores. Os microrganismos endofiticos numa
analise final, se comportam como Otimo material biologico de interesse
biotecnologico, posto que podem ser utilizados em programas de agricultura
alternativa para incremento ou melhoria da produtividade vegetal, tais como vetores
para introdugdo de genes de interesse econdmico em importantes culturas, no
controle biologico de pragas, como agentes antagénicos; ou ainda, como vém sendo
utilizados na diminui¢do dos gastos com insumos e fertilizantes nitrogenados em
culturas como a soja, € mais recentemente a cana-de-aglcar, através da fixagdo
biologica do nitrogénio atmosférico promovida em parte pelas bactérias endofiticas.



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1. Defini¢do de microrganismos endofiticos

De uma maneira geral, como exposto por Pereira (1993) a ocorréncia de fungos
em tecidos vegetais freqiientemente ¢ definida por modificagdes caracteristicas da
planta, o mesmo sendo verdadeiro para as bactérias, onde sua presenga pode causar
danos como citados por Cother & Dowling (1986) em cebola. Entretanto, a
ocorréncia de infecgdes assintomaticas em tecidos vegetais aparentemente sadios
vem sendo registrada de forma muito intensa para tais microrganismos.

A defini¢do do termo endofitico segundo Bary (1866), citado por Stone (1986)
refere-se a flora micotica interna dos tecidos vegetais, em casos de infecgdes
assintomaticas ou ndo e, nos casos de interagOes antagonisticas ou simbidticas.
Carroll (1986) restringiu o uso do termo endofitico para organismos que causam
colonizagdes assintomaticas, excluindo desse conceito fungos patogénicos e fungos
mutualisticos tais como os fungos micorrizicos. Com o aumento de investiga¢des na
area e com a descoberta de diferentes aspectos de interagdes dos fungos com os seus
hospedeiros, Petrini (1991) propds que a definigdo de Carroll fosse ampliada
incluindo todos os organismos que, habitando a parte aérea dos 6rgéos das plantas,
fossem capazes de colonizar, em algum tempo de seu ciclo de vida, os tecidos
internos dos vegetais, sem causar um dano aparente. O préprio Carroll (1988),
refere-se ao termo, de modo mais genérico, como fungos que sdo encontrados mais
no interior das plantas que nas suas superficies.

BARY, A. de. Morphologie und physiologie der Pilze. Flechten, und Myxomyceten. V II. Hofmeister's
Handbook of Physiological Botany, Leipzig, 1866



2.1.1. Ocorréncia e identificacio

Apesar da ocorréncia de bactérias endofiticas em diferentes plantas, pouco se
sabe sobre sua identidade, diversidade e niveis populacionais nos diferentes tecidos.
As bactérias endofiticas provavelmente desenvolveram intima relagdo com sua
planta hospedeira através de processos coevolucionarios ¢ podem influenciar a
fisiologia da planta de alguma forma ainda néo elucidada (Misaghi & Donndelinger,
1990).

Um dos trabalhos pioneiros no estudo das bactérias endofiticas foi realizado
por Colombo (1978), no qual ele relatou a ocorréncia de bactérias endofiticas no talo
de algas, entre os sifoes e dentro dos filamentos cenociticos. Geralmente estdo
localizadas nos vaciiolos, estando preferencialmente bem préximas aos cloroplastos.
Este autor sugeriu a ocorréncia de um equilibrio fisiolégico entre a bactéria e seu
hospedeiro. Supondo ainda, que o fato dos endofiticos se encontrarem proximos aos
cloroplastos € nas zonas mais jovens dos talos, indicaria uma ligagdo com a
atividade fotossintética da alga e sua provavel dependéncia de oxigénio.

Entretanto, a partir dos anos 80, os trabalhos se tornaram mais frequentes,
Becking (1984), identificou caracteristicas morfoldgicas dos ndédulos de raizes de
Dryas ¢ Rubus (ROSACEAE), descrevendo as estruturas do endofito Frankia, tais
como estruturas semelhantes a esporos, por meio de micrografias eletronicas de
trasmiss#o.

Outros trabalhos abordando a forma de ocorréncia dessas bacterias
endofiticas, empregando métodos e técnicas mais aperfeigodas de estudo e analise
foram realizados, como o de Jacobs et al. (1985), onde os autores enumeraram,
localizaram e caracterizaram bactérias endofiticas de raizes de beterraba agucareira
utilizando técnicas imunoldgicas e microscopia eletronica de varredura, e desta
forma, verificando um aumento na populagdo de bactérias nas regides de
emergéncia das raizes secundarias, em comparagdo com as regides centrais e
periféricas da raiz. Os autores sugeriram que essas regides de maior ocorréncia
constituem uma rota de colonizagdo das bactérias. Os mesmos ainda relataram a
ocorréncia de um grande nimero de diferentes espécies, dentre elas: Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp., € Erwinia herbicola. Este
trabalho, também pioneiro na época, mais uma vez demonstrava a ocorréncia de
bactérias ndo patogénicas estabelecendo uma relagdo simbidtica intracelular em raiz
de plantas de beterraba.



Ainda dentro deste contexto, McInroy & Kloepper (1991), verificaram que
plantas sadias de milho e algoddo contém uma microflora bacteriana muito
diversificada, sendo o namero de géneros endofiticos isolados dos tecidos do caule e
da raiz maior que o encontrado na rizosfera dessas mesmas plantas. Como a
populagdo de endofiticos encontrados em pléntulas foi relativamente muito alto
tanto nos caules como em raizes, estes autores sugerem que muitos deles originam-
se da semente, havendo entretanto necessidade de mais estudos sobre este assunto.
Também demonstraram que a populag@o de endofiticos em hastes de milho, diminui
com a maturidade da planta, de 1 x 103 inicialmente paré 1 x 1010, depois de 10
semanas, talvez devido a um aumento da competigdo pela falta de nutrientes, ou ao
acumulo de metabolitos téxicos. Os géneros mais comumente encontrados foram
Pseudomonas e Bacillus.

Entretanto, os dados atuais relativos a patogenicidade dos endofiticos que
ocorrem normalmente nos hospedeiros vegetais, se apresentam controversos. Pode-
se visualizar melhor tal fato se forem comparados os resultados dos autores
subsequentes.

Cother & Dowling (1986), estudaram a associagdo de bactérias patogénicas com
a podriddo de bulbos de cebolas e discutiram o possivel papel de bactérias
endofiticas no desenvolvimento dos sintomas de patogenicidade. Apds o isolamento
de algumas bactérias endofiticas de tecidos internos de bulbos a reinocula¢do destas
em bulbos sadios para ensaios de patogenicidade, resultava em isolamento de
espécies patogénicas. Além disso, os autores sugeriram que estes isolados poderiam
se tornar patogenos oportunistas quando da ocorréncia de alteragdes na fisiologia do
hospedeiro, devidas por exemplo a altas temperaturas durante a maturidade dos
bulbos.

Entretanto, Misaghi & Donndelinger (1990), isolaram bactérias dos géneros
Erwinia sp., Bacillus sp., Bacillus pumilus, B. brevis, Clavibacter sp., e
Xanthomonas sp., de raizes, caule e flores de plantas de algodao tanto crescidas em
casa-de-vegetagdo quanto no campo, em duas diferentes cultivares. Obtiveram altas
frequéncias de reisolamento para Erwinia sp., nos diferentes oOrgdos, nas duas
cultivares e caracterizaram um mutante resistente a antibidtico para esta bactéria.
Para as outras espécies citadas ndo foram obtidos reisolamentos nos mesmos 6rgéos
e nem mutantes. Os endofiticos isolados ou recuperados ndo foram patogénicos para
os cultivares, alguns ndo sendo sequer, relatados como causadores de doengas em
plantas.



Fages & Lux (1991) estudaram a microflora bacteriana do rizoplano e de raizes
de girassol (Helianthus annus L.) cultivados em solo do sudeste da Franga, visando
o futuro potencial destes isolados na promogdo de crescimento em plantas. A
maioria dos isolados foram gram negativos e de metabolismo oxidativo, o que veio
confirmar a conhecida capacidade dos gram-negativos de colonizarem raizes. Os
isolados gram positivos pertenciam a espécie Bacillus cereus, embora as espécies de
Bacillus mais comumente encontradas em associagdo com raizes de plantas sejam B.
polymyxa, B. circulans e B. macerans. Entre as espécies mais frequentemente
encontradas estavam Agrobacterium radiobacter e Pseudomonas vesicularis.
Somente quatro isolados pertencentes a espécie Azospirillum lipoferum, dentre um
total de 45 fixaram nitrogénio (reduziram acetileno).

Fisher et al. (1992), isolaram bactérias e fungos endofiticos de tr€s tipos de
tecidos ( epiderme e cortex do caule, e folha) de plantas de milho sadias, e
verificaram que as partes das plantas mais proximas ao solo eram mais colonizadas
por bactérias que a parte mais superior das plantas. Em geral os padrdes de
distribuigdo foram diferentes entre os trés tipos de tecidos estudados, com o cortex e
epiderme de caule apresentando frequéncias de colonizagdo quase iguais entre si e
as folhas mais colonizadas que aqueles. Os isolados de bactérias mais comuns
encontrados no cortex do caule foram: FEnterobacter agglomerans, Klebsiella
terrigena, Pseudomonas corrugata, P. fluorescens, P. marginalis e Vibrio sp.

2.1.2. Relagao planta-endoéfito: aspectos ecolégicos e da fixacio
biologica de nitrogénio

Quispel (1988) discutiu, em sua revisdo, algumas das consequéncias relativas
ao modo de vida endofitico, indicando que este pode afetar as atividades
metabolicas e de transporte, ou a viabilidade desses organismos. Na simbiose inter e
intracelular, entre microrganismos fixadores de nitrogénio e plantas, o
desenvolvimento de uma forma endofitica de vida para o microrganismo simbionte €
essencial. Tal desenvolvimento inclui uma série de etapas na interagdo planta-
bactéria. Esta sequéncia de etapas somente se desenvolve se existir uma relagdo
homoéloga especifica entre as plantas hospedeiras e as bactérias. Cada etapa
fenotipica depende de uma correlagdo Otima entre os gendtipos das plantas
hospedeiras e os das bactérias. Isto sugere métodos apropriados visando o
melhoramento genético vegetal, uma vez que, ha grandes diferencas entre os



gendtipos das plantas e essas tendem a ser "menores" nos gendtipos dos
microrganismos, com relagdo a fixagéo bioldgica de nitrogénio.

Vale ressaltar aqui, a existéncia de intera¢des especificas, entre os
microrganismos endofiticos e plantas hospedeiras, as quais se refletem
principalmente a nivel fisiologico.

Estas interagdes dependem da atividade de muitos genes tanto da bactéria quanto
da planta. Estudos sobre estes genes levou ao descobrimento de flavondides nas
plantas, os quais afetam o sistema regulatério para a transcri¢do de diferentes genes
que desenvolvem algum papel durante a infecgéio e inicio da nodulagdo. A forma
endofitica de vida € essencial para boa fixagdo de Ny e uso do N-fixado, para a
nutri¢do das plantas. Por outro lado, devemos ter em mente que um endofitico em
muitos aspectos, esta circundado pelo ambiente hostil da célula hospedeira. O
endofitico deve ser protegido das diferentes enzimas das células hospedeiras, tais
como proteases. Pode-se conceber que algumas enzimas afetem diretamente os
endofiticos. Todos estes fatores juntos sustentam a atividade de bacterdides
endofiticos ou formas endofiticas de outros microsimbiontes, mas também
influenciam sua habilidade e longevidade, do que depende a eficiéncia do sistema de
fixagdo de N», para nutri¢do da planta (Quispel, 1988).

Um estudo sobre a simbiose entre Frankia e Alnus incana, considerando o efeito
do endofitico Frankia na fixagdo de Ny e na produgido de biomassa foi realizado por
Weber et al. (1989), onde avaliaram a efici€éncia de estirpes nativas de Frankia na
fixagdo de N»p.

Estudos relacionados com FBN (fixag8o biologica de nitrogénio) tém sido
realizados também na busca de solugdo para problemas tais como aumento da
eficiéncia de nodulagdo em baixas pressdes de Op em milho (Alexander & Zuberer,
1989), limitagdo da infestagdo de nédulos de raizes de Cajanus cajan por insetos
(Rivellia angulata: DIPTERA), por meio de transformagido genética de genes
entomocidas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis, expressados nos nodulos
das raizes inoculadas com espécies de Bradyrhizobium transformadas (Nambiar et
al., 1990).

De acordo com Dobereiner (1992a), a associagdo de Azospirillum com rizosfera
de cereais e gramineas tem sido uma forma alternativa com relagéo a simbiose entre
Rhizobium e leguminosas. Entretanto, a descoberta de duas espécies de endofiticos
diazotréficos em partes aéreas de cereais e outras plantas podem levar a substanciais
mudangas no conceito das associagdes diazotréficas.



A identificagdo de varias espécies de Azospirillum, formando associagdo com
plantas ndo-leguminosas, expandiu as possibilidades de fixagdo bioldgica de
nitrogénio em cereais e gramineas. Estes microrganismos sdo considerados do solo,
assim como Herbaspirillum seropedicae isolado inicialmente de raiz e caule de
varios cereais. Ambas espécies apresentam crescimento aerotactil em meio semi-
s6lido sem N e alta atividade da nitrogenase, assim como fraca patogenicidade para
plantas (Dobereiner, 1992a).

Um outro diazotrofico, Acetobacter diazotrophicus é também considerado
um endofito de plantas de cana-de-agucar, sendo encontrado no colmo e folhas deste
vegetal. Esta bactéria ndo foi isolada do solo e ocorre predominantemente em
plantas propagadas vegetativamente. Ela foi também isolada de esporos de fungos
micorrizicos vesiculo-arbusculares (VAM), e pode ser introduzida em cana, sorgo e
batata-doce, via infecgdo com VAM, usando-se seus esporos. Portanto a
possibilidade de infectar plantulas de cana-de-agucar com diazotréficos endofiticos
via fungos micorrizicos vesiculo-arbusculares (MVA) representa uma oportunidade
impar de introdugdo de bactérias selecionadas ou melhoradas geneticamente nas
plantas que entdo se tornariam propagaveis juntamente com os colmos (Dobereiner,
1992b).

Estas descobertas recentes abrem formas inteiramente novas de expansio da
fixagdo bioldgica de nitrogénio para cereais e gramineas. Isto ja é possivel, como
demonstram estudos recentes de balango de I5SNe N, em cana-de-agtcar, onde mais
de 150 Kg N.ha-l.ano"1 foram obtidos através da fixagio biolégica de nitrogénio
(Dobereiner, 1992b). Com isso, a extens@o da fixagdo bioldgica de nitrogénio para
cereais e gramineas tem sido a principal linha de pesquisa com organismos
endofiticos nas duas ultimas décadas.

Devido ao fato das gramineas ndo poderem usar o N» molecular, assim como
outros eucariotos, a melhor abordagem parece ser a procura por associagdes mais ou
menos simbidticas de bactérias capazes de fixar Ny em cereais, melhoradas por
meio de novas tecnologias. A transferéncia de genes para fixagdo de No para as
células vegetais parece uma alternativa mais pretenciosa, que se bem sucedida, se
tornaria a melhor solugfo. Infelizmente, o progresso neste campo € muito lento,
enquanto muitas alternativas novas tornam-se disponiveis durante os ultimos quinze
anos, melhorando as associagGes ja identificadas e naturalmente ocorrentes, de
cereais com bactérias fixadoras de Ny (Dobereiner & Urquiaga, 1992).

O uso de MVA deve também auxiliar a introducdo de bactérias endofiticas
fixadoras de N» nas sementes de plantas tais como o sorgo agucareiro, permitindo



desta maneira a extensdo da fixagdo de Ny para outras culturas capazes de serem
utilizadas para produgdo de combustiveis, em paises de clima frio, onde nfdo se
cultiva comercialmente a cana-de agticar.

Estudos de comunidades endofiticas com abordagens ecolégicas vém também
de encontro com a necessidade de obtengdo de dados mais abrangentes a respeito
das interagdes planta-endofitico, como por exemplo o estudo realizado por Foster &
Fogleman (1993), que caracterizaram os tipos e freqiiéncias de bactérias em uma
comunidade. Segundo estes autores € uma tarefa dificil, quando sdo empregadas
técnicas padronizadas de identificagdo de bactérias. Esta abordagem de ecologia de
comunidade freqiientemente requer que cada isolado seja ensaiado em um grande
nimero de caracteristicas fisiologicas.

Estes autores relataram resultados de um levantamento das bactérias
presentes em tecido necrosado de trés espécies de cactus. Perfis de acidos graxos
foram utilizados para agrupar os isolados em grupos coespecificos. As comunidades
bacterianas entre os diferentes cactus foram comparadas, e discutiram-se as relagdes
entre bactérias e espécies de Drosophila, € com aspectos quimicos dos cactus.
Concluiram que as distribuigdes dos isolados bacterianos variavam entre as
diferentes espécies de cactus e que o numero efetivo de espécies bacterianas para
cada espécie de cactus correlacionava-se positivamente tanto com a complexidade
quimica quanto com a concentragdo de glicose dos tecidos vegetais, indicando que
tal padrdo de distribuigdo € devido a diferencas na composi¢do quimica das trés
espécies de cactus.

Cother & Dowling (1986), isolaram bactérias endofiticas de cebola, ¢
discutiram o possivel papel destas no desenvolvimento de podridio no bulbo de
cebolas, pois quando reinoculadas nas plantas, estas desenvolviam a doenga.
Sugeriram que essas bactérias endofiticas podem se tornar patdgenos oportunistas
quando mudangas na fisiologia do hospedeiro sdo desencadeadas por altas
temperaturas, em bulbos maduros.

Ainda dentro desta linha de estudos, a abordagem dos efeitos benéficos dos
microrganismos na promog¢do do crescimento vegetal também exemplifica a
interagdo ao nivel metabolico destes com seus hospedeiros, como no estudo
desenvolvido por Fages & Mulard (1988), que isolaram Azospirillum lipoferum e
Enterobacter cloaceae da rizosfera de milho, seguida de sua inoculagdo em milho
cultivado em vasos. A inoculagdo com A. lipoferum resultou em um forte efeito
benéfico para peso de matéria seca, enquanto E. cloaceae resultou em um efeito
menor, mas significante para varios parametros tais como peso de matéria seca,
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elongagdo das plantulas e atividade de redugdo do acetileno. Esta abordagem,
incluindo isolamento e inoculag@o parece ser uma forma interessante para se estudar
a promogdo do crescimento vegetal por meio de interagdes metabodlicas com
microrganismos endofiticos.

Também Lalande et al. (1989), isolaram rizobactérias de milho e as
avaliaram quanto a sua capacidade de promover o crescimento vegetal, através da
produgdo de substincias indutoras de crescimento, supressdo de organismos
possivelmente deletérios e capacidade de promover a absorgdo de nutrientes
minerais. Os isolados que promoveram o crescimento vegetal pertenciam a espécie
Serratia liquefaciens e género Pseudomonas sp, o qual foi também o mais freqiiente
dentre os isolados

2.2. Aplicacdes Biotecnolégicas dos Endofiticos

Basicamente os microrganismos endofiticos podem ser usados na fixagdo
biologica de nitrogénio, como visto no item 2.1.2, no controle bioldgico de pragas e
como vetores para transformagdo genética de plantas. Neste topico procura-se dar
uma idéia de como os microrganismos endofiticos podem auxiliar nestes dois
ultimos processos citados.

2.2.1. Antagonismo e Controle Biologico

O uso de pesticidas para o controle de doengas da raiz de plantas, pode ser de
alto custo e implicar em polui¢do do solo e subsolo. Além disso, poucas variedades
de culturas resistentes a tipos de doengas comuns tém sido produzidas. Entretanto, o
uso de agentes de controle bioldgico para combate a tais doengas torna-se cada vez
mais importante.

O biocontrole ¢ baseado em interagdes mediadas pela planta que ocorrem
entre patdogenos € raizes, ou entre patdégenos e microrganismos antagdnicos na
rizosfera e rizoplano. A supressdo da doenga da planta por rizobactérias pode
envolver secregdo de sideroforos ou antibidticos e (ou) colonizagdo agressiva da raiz
por organismos que substituem ou excluem os microrganismos deletérios da
rizosfera. Entretanto, a habilidade de um microrganismo colonizar o sistema
radicular de uma planta hospedeira ¢ um importante critério na selegdo de
microrganismos como agentes no biocontrole de doengas das raizes nos solos (De
Freitas & Germida, 1991).
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Pouco se sabe sobre o papel de bactérias endofiticas em plantas sadias, mas
bactérias epifiticas e endofiticas tém sido estudadas cada vez mais como agentes no
controle bioldgico. Do ponto de vista de controle de doengas causadas por fungos e
bactérias, Pseudomonas fluorescens parece de interesse contra Sclerotium rolfsii em
populagdes de amendoim ou Xanthomonas citri (Hasse) em arroz (Fisher et al.,
1992).

Volksch et al. (1992) realizaram um levantamento qualitativo e quantitativo
da flora bacteriana ocorrente na mancha-negra da soja, causada pelo patogeno
Pseudomonas syringae pv. glycinea. Foram encontradas espécies consideradas
saprofiticas associadas as manchas, juntamente com as patogénicas, dentre elas
Erwinia herbicola apresentando atividade antibidtica contra os patégenos. Os
autores consideram a possivel utilizagdo de tais saprofitos como antagonistas ao
patogeno da soja causador de mancha, visando o controle da doenga.

Nambiar er al. (1990), obtiveram resultados de controle bioldgico, ao
realizarem a clonagem e verificarem a expressio de um gene entomocida em
nédulos de raizes de leguminosa (Cajanus cajan), limitando desta forma a
infestagdo por insetos que infectam os nddulos fixadores de nitrogénio destas
plantas.

Poon et al. (1977), realizaram testes de antagonismo entre Xanthomonas
oryzae, saprofito e patégeno de arroz, causador de queima bacteriana, e quatro
isolados endofiticos provenientes de caule e raizes de arroz, verificando que apenas
um destes isolados, denominado 10R, exibia atividade antagdnica. Os resultados
mostraram que o tempo de entrada na planta, ou seja, a sequéncia de entrada e a
proximidade dos dois microrganismos s3o fatores limitantes para inibigdo do
desenvolvimento dos sistomas da doenga e também que, apesar do isolado ser
endofitico no arroz, provavelmente ndo seria capaz de sobreviver no tecido de seu
hospedeiro, se supostamente este "ativasse” seus mecanismos de defesa. Concluiram
que a inibicdo dos sintomas causados por X oryzae, na inoculagdo mixta com o
isolado 10R era devido ao impedimento inicial de multiplicagdo do patégeno pela
atividade inibitéria produzida pelo endéfito.

De Freitas & Germida (1991), utilizaram as espécies Pseudomonas cepacia e
P. putida no biocontrole de fungos patogénicos de trigo de inverno. Verificaram que
as plantas inoculadas com as bactérias apresentaram maior peso seco de matéria,
tanto nas raizes como no caule, quando comparadas as contendo somente os fungos
patogénicos (Rhizoctonia solani e Fusarium solani). Todas as Pseudomonas
produziram sideroforos fluorescentes quando cultivadas em meio pobre em Fe, e
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também algum tipo de antibidtico. Muitas das vezes o estimulo de crescimento da
planta atribuidos as substincias fluorescentes produzidas por Pseudomonas, sdo
relacionados & excregdo dos sideréforos que quelam o Fe3*. Os sideréforos
presumivelmente tornam o ferro menos disponivel aos microrganismos patogénicos
na rizosfera.

No controle biologico de pragas de culturas, Fahey (1988) descreve um
sistema de protegdo as culturas utilizando uma bactéria endofitica, Clavibacter xyli
subsp. cynodontis transformada com um gene codificante para a produgdo de uma
proteina letal aos insetos (alfa-endotoxina) de Bacillus thuringiensis.

A antibiose in vitro de bactéria contra varios fungos patogénicos naturais do
solo foi demonstrada varias vezes. Entretanto, apenas poucos relatos tratam de
atividades antagbnicas in vivo. Um estudo realizado por Reddy et al. (1993) nio
indica correlagfo entre antibiose em meio de cultura liquido ou sélido e supressdo da
doenga em plantas crescendo em "potting mix". Isto € o esperado, uma vez que
numerosos mecanismos sdo considerados envolvidos no controle bioldgico
incluindo competigdo por nutrientes e produgéo de sideréforos, apenas para citar
dois.

Substancias inibitérias podem, nem sempre, ser os requisitos fundamentais
para atividade em controle biologico. Efeitos indiretos tais como aglutinagio de
hifas (no caso de fungos), e aumento bacteriano no hospedeiro podem ser
importantes mecanismos de resisténcia a patoégenos em plantas. Entretanto, a selegio
de agentes para controle bioldgico somente com base em ensaios de antibiose in
vitro, corre o risco de perda de organismos benéficos os quais provéem protegio por
outros mecanismos.

A bactéria Clavibacter xyli subsp. cynodontis descrita inicialmente por Davis
et al. (1984), ¢ comumente encontrada na natureza onde coloniza o sistema vascular
da forrageira Cynodon dactylon L. (Liao & Chen, 1981; Davis & Augustin, 1984;
Tester, 1992). Segundo Tester (1992), essa bactéria endofitica ndo sobrevive
naturalmente fora da planta hospedeira, ndo persiste acima de 18 dias em residuos
de milho incorporados no solo € ndo ¢ transmitida pela semente. A habilidade de
viverem dentro somada a inabilidade de viverem fora das culturas alvo, constituiu
um critério para a selegdo de microrganismos para a colegdo da InCide Company de
biopesticidas (Fahey, 1988).

Muitos endofiticos sfo capazes de produzir componentes antibidticos em
cultura e que sfo ativos contra bactérias patogénicas de plantas e homens como
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também outros fungos. A fungdo primaria da produgio de antibiético deve ser a da
competi¢do contra antagonistas.

Segundo Fahey (1988), diversas seriam as vantagens da utilizagdo de
sistemas que usassem microrganismos endofiticos no controle de pragas sobre os
pesticidas convencionais, incluindo:

2.2.1.1. Vantagens econémicas

* Aplicagdo unica. A inoculagdo de semente ou a inoculagdo de plantas
jovens com um endofitico apropriado resulta na colonizagdo dessa planta. Os
endofiticos vivem no interior da planta e sdo entdo protegidos do ambiente externo.
Produtos biologicos e quimicos aplicados externamente sdo desprotegidos e muitas
vezes requerem aplicagdes multiplas.

* Dosagem pequena. A aplicagdo de endofiticos pode ser realizada com
somente quantidades minimas de bactéria por area. Apos a aplicagdo, endofiticos
multiplicam-se dentro de cada planta onde entfio o passo final da fabricagdo ocorre
ap6és o ponto de venda. Agroquimicos convencionais em contraposigio, sdo
aplicados externamente e em muito maior quantidade.

* Poténcia sustentada. Endofiticos podem produzir o agroquimico desejado
por toda a vida da planta, enquanto que produtos aplicados externamente sdo
adversamente afetados ou tornam-se ineficazes pelo ambiente e pelo crescimento
subsequente da planta.

2.2.1.2. Vantagens ambientais

* Atividade contida. Os endofiticos sobrevivem e funcionam somente dentro
da planta a qual eles protegem ou melhoram, enquanto produtos aplicados
externamente sdo amplamente dispersados cada vez que sdo aplicados.

* Dependéncia da planta. Os endofiticos, por natureza, ndo sobrevivem fora
da planta e portanto ndo se multiplicam ou se espalham no ambiente ou permanecem
ativos apos a colheita. Microrganismos aplicados externamente devem sobreviver no
ambiente para serem efetivos.

* Sem residuos toxicos. Produtos endofiticos podem ser designados por
serem ambientalmente indcuos e degradaveis. A maioria dos pesticidas aplicados
externamente devem resistir a degradagdo para serem efetivos.
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2.2.1.3. Vantagens tecnologicas

Certos produtos endofiticos devem ter as seguintes vantagens tecnoldgicas
sobre plantas melhoradas genéticamente:

* Desenvolvimento rapido. Mudar a genética dos microrganismos € um
processo mais rapido e simples do que mudar a genética das plantas.

* Comercializar o produto cedo. O desenvolvimento de produtos baseados
em endofiticos ndo requer programas de melhoramento de plantas, os quais
requerem muitos anos.

* Ampla aplicabilidade. Produtos baseados em endofiticos podem ser
designados por funcionar em uma ampla faixa de variedades uteis comercialmente
de culturas alvo.

* Rendimento. Endofiticos tem um impacto minimo na fisiologia da planta
hospedeira (e.g. pouco ou nenhum efeito no rendimento, vigor ou qualidade). Em
muitos casos, a alteragdo na genética das plantas pode reduzir substancialmente o
rendimento.

* Vendas repetidas. Muitos endofiticos ndo sdo transmitidos via sementes, e
fazendeiros vdo ter que comprar produtos baseados nesses organismos a cada
estagdo. Novas variedades de plantas normalmente possuem oportunidades repetidas
de venda somente quando a semente comprada ¢ um hibrido.

2.2.2. Vetores/hospedeiros para transformacgio genética de plantas.

A associagdo endofiticos/planta tem despertado o interesse dos
biotecnologistas devido ao intrinseco potencial que apresenta. Os endofiticos
geneticamente modificados, poderiam servir como vetores para introdugdo de genes,
de resisténcia, ou outros, em espécies de plantas economicamente importantes,
conforme vérios autores vém ressaltando em seus estudos. Fahey (1988) apresentou
o primeiro relato de aproveitamento de um organismo endofitico geneticamente
modificado. No caso, tratava-se de uma bactéria isolada do xilema de uma planta
ndo cultivada, que foi transformada e introduzida em plantas de milho, para controle
da broca do colmo. A bactéria Clavibacter xily subsp. cynodontis passou a
expressar, no hospedeiro, o gene da endotoxina delta que recebeu do Bacillus
thuringiensis. Recentemente, Tester (1992), estudando a influéncia de bactérias
endofiticas modificadas geneticamente na composig¢do e decomposi¢do de residuos
de milho, verificou que os endoéfitos influenciaram propriedades quimicas e fisicas
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dos residuos, usando plantas inoculadas com endofitos Clavibacter xyli subsp.
cynodontis (MDE1) e transformantes (MDR1.3) para produgdo de 8-endotoxina de
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki. Os residuos de plantas inoculadas com o
MDRI1.3  apresentaram mais agua retida, ¢ sua decomposi¢do foi maior,
comparando-se com plantas inoculadas com o MDE1. Porém nio houve diferenca
significativa no grau de decomposig@o no solo e na concentragdo de N-total entre as
duas estirpes.

Nambiar ef al. (1990) obtiveram sucesso na utilizagdo do endofitico fixador de
nitrogénio Bradyrhizobium, que infecta os nodulos da leguminosa Cajanus cajan,
como vetor do gene que determina a produgdo de uma toxina inseticida de B.
thuringiensis subsp. israelensis. O gene de interesse foi clonado em um plasmidio
vetor IncQ de bactéria Gram negativa. O plasmidio construido foi transferido por
conjugacdo para um vetor do género Bradyrhizobium. A construgdo se manteve
estavel nesta espécie, em auséncia de selegdo, e expressou o gene instalado. Os
experimentos realizados em casa de vegetagdo com esta estirpe construida indicou
que este organismo oferecia protecdo contra os danos causados nos nodulos
fixadores de nitrogénio, pelas larvas dos insetos dipteros da espécie Rivelia
angulata.

O estudo dos endofiticos de um modo geral, representa um 6timo sistema para
entendimento do papel dos microrganismos na biologia de plantas superiores e, a
utilizagdo de técnicas de biologia molecular amplia as possibilidades de
aproveitamento desses simbiontes na agricultura.

Entretanto, avaliando-se o impacto ecolégico da utilizagdo de
microrganismos modificados genéticamente na agricultura, ha de se destacar que,
segundo Turner et al. (1991), o uso das técnicas de DNA recombinante para
produzir produtos envolvendo microrganismos para a agricultura devem merecer
atengdo quanto aos possiveis riscos dos microrganismos genéticamente modificados.
Dentre os principais componentes do risco de avaliagdo estdo a dispersdo,
persisténcia, atividade bioldgica e estabilidade genética. Alguns microrganismos
recombinantes devem ser incapazes de persistir no sitio de dispersdo por longos
periodos de tempo devido as condigdes ambientais. Alternativamente, se um
microrganismo alterado genéticamente sobrevive a um estresse fisico, quimico e
bioldgico ou é dispersado para um nicho mais favoravel, entdo a atividade bioldgica
e a estabilidade genética do organismo tornam-se fatores chave na avaliagdo dos
riscos ambientais associados com a sua liberagéo.



16

Tumer et al. (1991), em vista do exposto acima, estudaram como a
estabilidade genética de construgdes da bactéria endofitica Clavibacter xyli subsp.
cynodontis poderia ter potencialmente um impacto tanto na eficacia do biopesticida
quanto nos riscos ambientais. Nesse estudo eles examinaram tanto a delegdo de
sequéncias do gene insertado quanto as ramificagdes ecoldgicas de cada delegdo.

Eles estudaram uma bactéria que continha um plasmidio auténomo
incorporado ao seu cromossomo. O plasmideo integrado continha o gene da alfa-
endotoxina do Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD73 fundido a um gene que
conferia resisténcia a kanamicina, um gene de resisténcia a tetraciclina ¢ um
replicon de E. coli que funciona nesta mas ndo em C. xyli.

Essa linhagem recombinante eventualmente perdia esses genes quando
crescia in vitro ou in planta. A delegdo usualmente resultava na perda de todo
plasmideo integrado. O evento de integragdo aparentemente ocorreu por
recombinagdo homologa. Se a integragdo do pCG610 no cromossomo da C. xyli
subsp. cynodontis ocorresse por uma permuta simples na regido de homologia,
acontecia uma duplicagdo de uma por¢do do DNA gendmico clonado na vizinhanga
de onde a permuta tinha ocorrido. Desde que o DNA duplicado de C. xyli. subsp.
cynodontis estaria arranjado como uma repeti¢do direta flanqueando as sequéncias
do plasmidio integrado, uma excisdo por recombina¢do na regido de homologia
resultaria na perda do DNA integrado.

Segundo esses autores, para o desenvolvimento de um produto, seria critico
que a proteina alfa-endotoxina fosse mantida em niveis altos o suficiente para ser
eficaz durante o periodo de crescimento. No estudo realizado por eles, colonias
segregantes eram inferiores a 15% do total de colonias de C. xyli subsp. cynodontis
isoladas de milho no final do periodo de crescimento. O processo de segregagio
deveria servir como um mecanismo de seguranga ambiental, em que o recombinante
revertesse para uma linhagem similar, se nfo idéntica, a linhagem selvagem. A
perda continua do gene da alfa-endotoxina reduziria a probabilidade de atividade
contra insetos que ndo fossem alvo em eventos desconhecidos que o recombinante
endofitico escapasse do milho para um hospedeiro perene conveniente.

2.3. RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA)

A detecgdo de variagdo genética é essencial para muitas pesquisas genéticas.
Estas incluem estudos tio diversos como mapeamento genético, identificagdo de
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individuos, determinagdo parental, genética de populagbes e filogenia ao nivel
molecular (Bowditch et al., 1991). ~ |

O advento da eletroforese de aloenzimas e da andlise de DNA por RFLP
(restriction fragment length polymorphism), tornou possivel se detectar muitos
polimorfismos na maioria dos organismos ao nivel de proteinas ou de DNA. Estes
polimorfismos genéticos sdo cruciais no exame de muitos dos diferentes estudos
apontados acima. Especificamente, os polimorfismos podem ajudar na determinagdo
de grupos de taxa relacionados entre si, na analise parental em espécies de animais
domésticos e silvestres, na identificagdo de individuos para programas de
melhoramento em cativeiro para espécies postas em perigo, em comparagdo de
plantas selvagens e cultivadas, e na estimativa dos niveis de autofecundagéo e
fecundagdo cruzada em populagdes. Eles devem também ser essenciais, por
exemplo, no mapeamento de /ocus de caracteres quantitativos (QTLs), em plantas
cultivadas e no mapeamento do genoma humano (Bowditch et al., 1991).

Embora técnicas modernas para estudo de polimorfismos tenham
proporcionado novas pesquisas, elas tém algumas limitagdes. Por exemplo, analise
de RFLP requer quantidades razoavelmente grandes de DNA gendmico
(frequentemente ndo disponiveis para materiais raros, antigos, e/ou materiais
coletados do campo) e sondas que devem ser especificas a um grupo ou a um
organismo. Ensaios de PCR (polymerase chain reaction), embora requeiram muito
menos DNA gen6mico, dependem do conhecimento parcial ou completo, da
sequéncia de DNA do genoma do organismo ou do gene em estudo. Williams et al.
(1990) descreveram uma técnica para detectar polimorfismos de DNA que
chamaram de RAPD (random amplified polymorfic DNA). A referida técnica requer
apenas pequenas quantidades de DNA, e nenhum conhecimento anterior do genoma
em questio € necessario. A técnica baseia-se em amplificagdo ao acaso de
fragmentos de DNA, por meio de PCR, usando iniciadores curtos e de sequéncias
arbitrarias. Ela detecta polimorfismos abundantes na maioria dos organismos e
apresenta vantagens em certas circunstancias, sendo uma ferramenta basica para
estudos genéticos de organismos relacionados (Bowditch et al., 1991).

2.3.1. Principio do Método

A técnica do RAPD faz uso da tecnologia da PCR. Pela técnica da PCR, dois
oligonucleotidios especificos (geralmente de 18 a 25 pb de comprimento),
complementares a sequéncias que circundam o segmento alvo, sdo sintetizados para
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servir como "primer" para a reagdo de amplificagio do DNA. Ao contrario, pelo
RAPD um tnico "primer" de curto comprimento ( 9 ou 10 bases) de sequéncia
arbitraria e uma temperatura de anelamento mais baixa do que a média usada na
reagdo de PCR sdo empregadas. Estas duas modificagSes diminuem a especificidade
da reagdo de forma que um niimero maior de fragmentos reproduziveis pode ser
amplificado nos mais complexos genomas. Os produtos de reagdo sdo geralmente
analisados por eletroforese em gel de agarose, e a coloragdo € feita com brometo de
etidio, de forma que torna-se desnecessario a utilizagdo de is6topos radioativos que
normalmente sdo usados na técnica de RFLP. As mutagdes que inibem a ligagdo do
"primer”, ou por outro lado, interferem na amplificagdo podem ser detectadas pela
auséncia da banda pertinente nestes individuos (Bowditch et al., 1991).

Devido aos curtos oligonucleotideos serem capazes de servirem como
"primer" para uma variedade de genomas nas condigdes especificadas, € possivel se
desenvolver um painel de "primers" universais que podem ser utilizados para
detectar polimorfismos de forma direta em praticamente qualquer ser vivo usando-se
apenas nanogramas de DNA molde (Bowditch et al., 1991).

Para se realizar um ensaio de RAPD, um oligonucleotidio de DNA de fita
simples de sequéncia arbitraria ¢ misturado com DNA gendmico em presenga de
dNTP's (dinucleotidios monofosfatados), de uma DNA polimerase termoestavel e
um tampdo adequado, e este € entdo sujeito a variagdes ciclicas de temperatura,
tipica de PCR. Os produtos de reagdo dependem da sequéncia e comprimento do
oligonucleotidio, assim como das condigdes de reagdo. Numa temperatura de
anelamento apropriada durante a ciclagem térmica, o "primer" de fita simples liga-se
a sitios em fitas opostas do DNA gendomico que estdo dentro de uma disténcia
amplificavel (isto €, dentro de alguns milhares de nucleotidios), e um segmento
discreto de DNA ¢ amplificado. A presenga ou auséncia deste produto especifico,
embora amplificado com um "primer" arbitrario, sera diagnostico para os sitios de
ligagdo do oligonucleotidio no DNA gendmico. Na pratica, considerando-se o
objetivo pretendido, a reagdo de amplificagio do DNA € repetida num grupo de
amostras de DNA com muitos "primers" diferentes, em condi¢des que resultam em
muitas bandas amplificadas para cada "primer". As bandas polimérficas sdo notadas,
por exemplo, entre pais de um cruzamento, e os polimorfismos podem ser mapeados
numa populagdo segregante. Frequentemente, um Unico "primer" pode ser usado
para identificar varios polimorfismos, cada um referente a um diferente /ocus (
Williams et al., 1993).
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2.3.2. Aplicacoes do Método

Dentre as aplicagdes do método de RAPD, destacamos uma maior
facilidade na abordagem de estudos de mapeamento genético, genética de
populagdes e taxionomia molecular.

De acordo com Williams et al. (1993), quando um marcador RAPD ¢
detectado como um segmento de DNA amplificado de um dos parentais num
cruzamento, mas ndo no outro parental, o marcador pode ser rastreado na progénie
segregante ¢ pode ser relacionado a um Jocus num mapa genético. E segundo
resultados destes mesmos autores, 0s RAPDs podem prover marcadores de DNA em
regides gendmicas que ndo sdo acessiveis a analise por RFLP, devido a presenga de
sequéncias de DNA repetitivo.

Os marcadores RAPD sdo marcadores dominantes, porque a presenga de uma
dada banda nfo distingue se seu /ocus respectivo é homozigoto ou heterozigoto. Se
for necessario identificar regides heterozigotas, dois marcadores RAPD ligados,
cada um amplificando para um dos parentais, podem ser utilizados como um par. Po
exemplo, a amplificagdo de ambos marcadores do par € diagnostico para uma regido
gendmica heterozigota, com uma incerteza igual a distdncia de recombinagdo entre
os dois marcadores. A utilizagdo de marcadores aos pares requer duas vezes mais
marcadores que em comparagdo a marcadores codominantes (RFLPs). Uma outra
alternativa seria a excisdo das bandas e utilizagdo destas como sondas para detectar
RFLPs co-dominantes. Também € possivel quantificar a intensidade de bandas
RAPD wusando-se técnicas densitométricas padronizadas. Uma banda RAPD
derivada de uma regifo heterozigota teria metade da intensidade da banda derivada
de uma regido homozigota (Williams et al., 1993).

Os marcadores de DNA podem ser utilizados para medir a similaridade entre
individuos dentro de populagdes artificiais ou naturais (por meio de cruzamentos)
dentro de uma espécie. Para se comparar a eficiéncia relativa dos marcadores de
RAPD versus RFLP, deve ser considerado que um tUnico "primer" arbitrario
geralmente amplificara varios /oci genéticos independentes, mas pode ser usado para
identificar a presenga de apenas um alelo. Apenas a presenga ou auséncia de uma
banda RAPD pode ser detectada. Ao contrario, as sondas de RFLP podem
geralmente ser usadas para ensaiar um ou poucos /oci de sequéncias nucleotidicas
complementares, ¢ também para detectar alelos miltiplos em cada /ocus devido as
varia¢des nos tamanhos dos fragmentos de RFLP. Enquanto em milho oito alelos
foram distinguidos num tnico /ocus por uma sonda para RFLP, em soja a maioria
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dessas sondas detectaram n3o mais do que dois alelos em cada um dos dois /oci
homologos. Entretanto, pode ser recomendavel usar as sondas RFLP, para estudos
de populagdes de fecundagdo cruzada, geneticamente diversas, como o milho,
enquanto os marcadores RAPD seriam adequados para analise de espécies mais
uniformes , autégamas como a soja. A diversidade entre populagdes e espécies €
influenciada por mltiplos fatores, incluindo ciclo de vida, tempo de geragdo,
fecundagdo aberta ou fechada, tipos de dispersdo de poélen, limites geograficos e
nicho ecologico. Estas caracteristicas biologicas deveriam ser consideradas para o
desenvolvimento de estratégias para se quantificar a diversidade com marcadores
genéticos ao nivel de DNA (Williams et al., 1993).

De acordo com Williams et al. (1993), a amplificagio com "primers"
arbitrarios ¢ extremamente sensivel para mudangas de uma base no sitio alvo do
"primer". Esta caracteristica sugere que os RAPDs sdo altamente 1teis para a andlise
filogenética entre individuos muito interelacionados, embora menos uteis para a
analise de individuos geneticamente diversos.

2.3.3. Utilizacdo do RAPD em estudos relacionados a bactérias

Wang et al. (1993), apresentaram uma analise de RAPD de isolados de E.
coli. Os resultados desses autores mostram concordancia geral entre o agrupamento
das estirpes de E. coli, obtido por RAPD e por tipagem MLEE (multilocus enzyme
eletrophoretictyping method).e concluiram que a tipagem por RAPD, com poucos
"primers" arbitrarios, ¢ muito mais sensivel do que tipagem com 20 enzimas
diagnostico, usado no outro método, e recomendam a técnica como uma ferramenta
para analise epidemiologica e genética de populagdes de diversos organismos.

Harrison er al. (1992), demonstraram que, o uso de "primers" ao acaso,
selecionados na auséncia de uma sequéncia alvo, mostrou-se efetivo na produgio de
amplificagdes do DNA que produziram "fingerprints" os quais foram caracteristicos
de organismos individuais. A amplificagdio do DNA por "primers" ao acaso foi
aplicada ao DNA de isolados de Rhizobium leguminosarum biovar trifolli. Os
produtos de amplificagdo foram produzidos usando-se varios "primers", e os
"fingerprints" resultantes permitiram a diferenciagdo das estirpes. Entretanto, a
efetividade dos "primers" foram dependentes do comprimento e conteido de CG.
Foi também possivel amplificar o DNA diretamente das células em cultura ¢ no
tecido do nodulo. A lise celular foi obtida simplesmente por calor, aplicado no
estagio inicial de denaturagdo do DNA, durante a reag@o térmica. A habilidade de
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produzir padrdes de amplificagdo variados, de diferentes isolados de Rhizobium,
especialmente direto a partir dos nddulos, di4 a este método um potencial de
utilizagdo no exame de estruturas e relagdes genéticas nas populagdes de Rhizobium.

Martin-Kearley et al. (1994), estudaram 80 estirpes regionais de Vibrio,
isoladas a partir de aguas frias sazonais proximas a Terra-Nova (Canada), e um certo
namero de estirpes de referéncia, pertencentes as especies V. splendidus e
V.ordalii.As estirpes regionais foram isoladas da alga marrom Alaria esculenta e do
marisco gigante Placopecten magellanicus. Estas estirpes que se reproduzem a 4°c,
foram agrupadas de acordo com sua reagdo para arginina-dehidrolase e analisadas
por analise numérica. Depois de estudadas as caracteristicas fenotipicas as estirpes
foram submetidas a reagdo de PCR-RAPD, e verificou-se que as estirpes regionais
foram significativamente diferentes de V. splendidus ou de V.ordalii. Em geral, as
estirpes regionais isoladas de algas marinhas formaram um grupo a parte daquelas
isoladas do marisco, indicando a variabilidade dentro do grupo. Algumas estirpes,
particularmente as provenientes de algas marinhas, foram capazes de utilizar maior
parte dos compostos que foram examinados como fontes tnicas de carbono e
energia.

Estes sdo apenas alguns exemplos de utilizagdo da técnica de RAPD em
bactérias, outros estudos vém sendo realizados, o que torna tal técnica propicia para
pesquisas genéticas em isolados do ambiente, dos quais muito pouco ou nada se
conhece, quanto a sua biologia e variabilidade.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1.Material Biologico e Locais de coleta.

3.1.1. Linhagens de milho utilizadas para Isolamento de
Bactérias

Foram utilizadas as populagdes de milho BR-105 e BR-106 (do Centro
Nacional de Pesquisa do Milho e Sorgo - CNPMS/EMBRAPA), assim como
hibridos simples, originados de cruzamentos de linhagens puras dessas duas
populagdes, ¢ denominados P1, P2 e P1x2, respectivamente. Estas populagSes
apresentam elevada capacidade geral de combinagdo (Naspolini FO. et al., 1981), o
hibrido intervarietal é muito produtivo, apresentando heterose elevada tanto em
relagdo a média das populagdes parentais quanto em relagdo a populagdo superior.
As populagdes estdo descritas a seguir:

BR-105. A populagio BR-105 originalmente foi denominada de
Suwan-DMR, tendo sido obtida na Tailandia através de selegdo entre progénies S1.
Foi introduzida no Brasil em 1976, onde ja foi submetida a cinco ciclos de selegio
com progénies de irmdos germanos. Esta populagdo possui porte baixo, ciclo
precoce, graos alaranjados duros, e baixa depressdo por endogamia (Souza Jr. et al.,
1993).

BR-106. A populagdio BR-106 foi obtida pelo cruzamento do
composto formado de variedades tardias de porte alto (Centralmex, Compostos
Dentados de Maya) com o BR-108 (Tuxpeiio-1) de ciclo precoce e porte baixo.
Ap6s duas geragdes de recombinagio, seguiram-se tr€s ciclos de selegdo recorrente
intrapopulacional para redug@o da altura da planta e espiga. Apresenta ciclo precoce,
porte baixo, e grios dentados de coloragdo amarela (Souza Jr. et al., 1993).
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3.1.2. Locais de Coleta

As plantas destas populagdes foram cultivadas durante os meses de
Novembro/1993 a Janeiro/1994 (60 a 75 DAP), em dois experimentos idénticos, em
dois locais diferentes, distando entre si por um raio de aproximadamente 10 Km2:
Fazenda Areido (Local 1) e Caterpillar (Local 2), ambos Campo Experimental do
Departamento de Genética da ESALQ/USP em Piracicaba,SP. Os tipos de solo das
duas areas experimentais sdo dados a seguir!: Fazenda Areido: Latossolo Vermelho
Escuro Distrofico Ondulado, com 7% de declividade, Caterpillar: Latossolo
Vermelho Amarelo Distréfico, levemente ondulado, possuindo uma camada de areia
na superficie e 3% de declividade

Foram retirados, ao acaso,de cada populagdo parental P1 e P2, nove
plantas, representando tr€s gendtipos, e da populagdo de hibridos simples, 18
plantas, representando seis diferentes genotipos (Tabela 3.1), para inicialmente
estudar a ocorréncia de bactérias endofiticas nos diferentes locais, considerando-se
os mesmos tratamentos para ambos locais. A analise estatistica utilizada para analise
dos referidos experimentos encontram-se detalhadas no item 3.7.

Explantes (2 x 4 cm) da terceira folha apical das plantas de milho
foram utilizados para isolamento de bactérias em meios de cultura apropriado.
Foram realizadas duas coletas em épocas diferentes, com intervalo de 30 dias entre
si, a primeira com plantas de 6,5 semanas de cultivo e a segunda de 10 semanas.

3.1.3. Linhagens de Microrganismos Utilizadas

Os fungos utilizados nos ensaios de antagonismo fazem parte do
estoque de microrganismos do Laboratério de Genética de Microrganismos da
ESALQ/USP. Os endofiticos: Fusarium moniliforme, isolado de sementes de milho
(Pamphile et al.,1995), Penicillium purpurogenum e P. spinulosum, isolados de raiz
de milho (Silva, 1992; Ribeiro, 1995); e as linhagens 1671 e 4626, de Penicillium
chrysogenum, produtores de penicilina, ndo endofiticos (Bueno, 1995), foram as
linhagens ensaiadas no experimento.

Para a analise de RAPD dos isolados de bactérias endofiticas foram
utilizados como espécies tipo comparativas, as linhagens de Bacillus megaterium
3026(ATCC-14581) e Bacillus subtilis 2471(ATCC-6051), obtidos da Colegdo de

IComunicagio pessoal: Engenheiro Agronomo Claudio Roberto Segatelli (Depto. Genética-ESALQ/USP).
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Culturas da Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologias "André Tosello" (CCT-
FTPTAT). As linhagens de microrganismos endofiticos isolados e identificados no

presente estudo, encontram-se criopreservados a -70°C e/ou liofilizados na CCT-
FTPTAT.

Tabela 3.1. Relagfio das linhagens e hibridos simples retirados ao acaso das populagdes P1 (BR-105), P2
(BR-106) e P1x2 (Hibridos Simples de P1 e P2), empregados no experimento
Genoétipos homozigotos puros  Hibridos Simples

06-06-3A * 18.1x1.4
06-08-1A* 8.2x33.5
06-03-5B* 3.5x18.6
05-17-1A% 247x05.2
05-01-4B* 44.1x23.2
05-05-2A* 37.5x 19.1

* onde o primeiro niimero corresponde a populagio.

3.2. Meios de Cultura

A seguir sdo detalhadas as formulagGes dos meios de cultura utilizados
no presente trabalho.

3.2.1. Meio Nutriente-agar (NA) e Caldo Nutriente (CN)

Extrato de carne 3,0g
Peptona 5,0g
Agar 15,0g
Agua destilada q.s.p. 1000ml

O pH foi acertado para 7,0+/- 0,2 ¢ o meio foi autoclavado em
erlenmeyer a 127°C (1,5 atm), por 15 minutos.

O meio CN foi preparado com as mesmas quantidades de substancias
descritas para o preparo do meio NA, com a diferenga de ndo ter sido adicionado o
agar. Em seguida ele foi autoclavado a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos.

3.2.2. Meio TSA (Triptcsoy-agar)
Triptona 15,0g
Soytone(Peptona de soja) 15,0g
NaCl 5,0g
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Agar 20,0
Agua destilada q.s.p. 1000ml

O pH foi acertado para 7,0+/- 0,2, e o meio foi autoclavado a 120°C
(1,0 atm), por 15 minutos.

3.2.3. Esculina agar

Esculina 0,1g
Peptona 1,0g
NaCl 0,5¢
Citrato de ferro III 0,05¢g
Agua destilada 1000ml
Agar 20,0g

O pH foi acertado para 6,8 - 7,0. Autoclavou-se em erlenmeyer a
120°C (1,0 atm), por 15 minutos.

3.2.4. Meio Amido

Peptona 0,5g
Extrato de carne 0,3g
Amido solavel 1,0g
Agar 1,5g
Agua destilada 100ml

O pH foi acertado para 6,8 - 7,0. O amido foi adicionado e deixado em
10 ml de agua destilada. A seguir foi misturado com os outros ingredientes e

colocado o restante da agua (90 ml). Aqueceu-se e esterilizou-se a 120°C (1,0 atm),
por 15 minutos.

3.2.5. Caseina (Leite Desnatado)

Solugdo A
Leite em p6 desnatado 10,0g
Agua destilada 500ml
Solugdo B
Agar 15g
Agua destilada 500ml

As duas solugdes foram autoclavadas separadamente. A solugdo A foi
esterilzada a 108°C, por 10 minutos, e a solugdo B a 120°C (1,0 atm), por 15 min.
Apés retirada da autoclave, deixou-se resfriar até 45°C aproximadamente. Do
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mesmo modo deixou-se resfriar o Leite desnatado e as 2 partes foram misturadas,
colocando sempre o agar sobre o leite desnatado.

3.2.6. Citrato de Simmons
Formulagdo a partir do meio pronto Simmons Citrate:

Sulfato de magnésio 0,2g
Fosfato de Amonio monobéasico 1,0g
Fosfato de Potassio dibasico 1,0g
Citrato de Sédio 2,0g
Cloreto de Sodio 5,0g
Agar 15,0g
Azul de bromotimol 0,08g
Agua destilada 1000ml

O meio foi dissolvido e ajustou-se o pH a 7,0 e distribui-se em tubos
(2,0 ml por tubo). Autoclavou-se a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos. Inclinou-se
bastante o tubo ndo deixando base para indculo, e sim uma grande superficie
inclinada.

3.2.7. EPM

Solugdo Base (A):
Triptona 10,0g
Extrato de Carne 2,0g
Cloreto de Sédio 5,0g
Fosfato de Sodio dibasico (NaH2PO4.5
H20) 2,0g
L-Triptofano 1,0g
Solugdo Alcdolica de Azul de
Bromotimol 1,5% 2ml
Agar 11,0g
Agua destilada 1000ml

Adicionou-se todos os ingredientes (menos o agar) até dissolugdo
completa. O pH foi ajustado para 7,4. Colocou-se o agar e esterilizou-se.
Solugdo de Indicador e Substrato (B):
Citrato de Ferro Amoniacal 2,0g
Tiossulfato de Sodio (Na2S203.5 H20) 2,0g
Glicose 10,0g



27

Uréia 40,0g
Agua destilada 85ml

Misturaram-se os elementos a agua destilada e aqueceu-se em banho-
maria a 65° com agitagdo constante até dissolugdo completa, mantendo-se a mesma
temperatura por 1 hora. O preparo final foi feito misturando-se as seguintes
quantidades de solugdo A e B:
Solugdo A 1000ml
Solugdo B 17,5ml

Apos resfriar a base A a 65°C, adicionou-se a solugdo B com assepsia.
A mistura foi homogeneizada e distribuida em volumes de 4 ml em tubos de 12 x
120 mm previamente esterilizados, deixando solidificar em posigdo inclinada, de
maneira a se obter uma base de pelo menos 3,5 cm. Realizou-se a prova de
esterilidade. O meio adquiriu uma coloragédo verde.

3.2.8. Gelatina

Extrato de Carne 3,0g
Peptona 5,0g
Gelatina 120,0g
Agua destilada 1000ml

Adicionou-se gelatina na agua e deixou-se descansar por 15 a 30
minutos. Aqueceu-se para dissolver a gelatina e adicionaram-se os outros

ingredientes. O pH foi ajustado para 7,0 e esterilizou-se a 120°C (1,0 atm), durante
20 minutos.

3.2.9. Indol
Proteose Peptona 2,0g
Cloreto de Sodio 0,5g
Agar 0,1g
Tioglicolato de Sédio 0,1g
Fosfato de Sodio 0,2g
Glicose 0,1g
Agua destilada 1000ml

Misturaram-se todos os ingredientes (menos o agar) na agua. Ajustou-
se 0 pH para 7,2. Dissolveu-se o agar e distribuiu-se em tubos com 4 a 5 ml de meio
em cada. Autoclavou-se a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos.
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3.2.10. MacConkey
Peptona 17,0g
Proteose Peptona 3,0g
Lactose 10,0g
Sais Biliares 1,5g
Cloreto de Sédio 5,0g
Agar 13,5g
Vermelho Neutro 0,03g
Cristal Violeta 0,001g
Agua destilada 1000ml

Dissolveu-se 0 meio em agua destilada e autoclavou-se a 120°C (1,0
atm), por 15 minutos. O pH foi ajustado para 7,0.

3.2.11. Meio de Reducao de Nitrato a Nitrito

Formulagio:
Triptona 4,0g
Fosfato Dissodico 0,4g
Glicose 0,2g
Nitrato de Potassio 0,2g
Agar 0,2g
Agua destilada 200ml

Dissolveu-se o meio e distribuiu-se em tubos com aproximadamente 6
ml em cada. Esterilizou-se a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos. O pH foi ajustado
para 7,0.

3.2.12. O/F (Hugh Leifson)
Foram usados dois meios diferentes, um para bactérias Gram positivas
e outro para as Gram negativas.
O/F (+), para as Gram positivas;

Triptona 10,0g
Extrato de Carne 1,0g
Glicose 10,0g
Bromocresol Parpura 0,04¢g
Agar 2,0g

Agua destilada 1000ml
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O/F (-), para as Gram negativas

Triptona 2,0g
Cloreto de Sodio 5,0g
Fosfato Dipotassico 0,3g
Azul de Bromotimol 0,08g
Agar 2,0g

Dissolveram-se todos os ingredientes (menos o agar) e acertou-se o pH
- para 7,0. Adicionou-se o agar ¢ distribuiu-se aproximadamente 6 ml por tubo.
Autoclavou-se a 120°C (1,0 atm), por 10 minutos.

3.2.13. Tioglicolato

Casitona 15,0g
Extrato de Levedura 5,0g
Dextrose 5,5g
Cloreto de Sodio 2,5g
L-Cistina 0,5g
Tioglicolato de So6dio 0,5¢g
Agar 0,75g
Resazurina 0,001g

Aqueceu-se até dissolver completamente os componentes do meio.
Dispensou-se em tubos de rosca (aproximadamente 12,5ml por tubo). Autoclavou-se
a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos e ajustou-se o pH para 7,0.

3.2.14. TSI (Triple Sugar Iron )

Extrato de carne 3,0g
Extrato de levedura 3,0g
Peptona 15,0¢g
Proteose peptona 5,0g
Dextrose 1,0g
Lactose 10,0g
Sacarose 10,0g
Sulfato ferroso 0,2¢g
Cloreto de Sodio 5,0g
Tiosulfato de Sodio 0,3g

Phenol red 0,024¢
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Agar 12,0g
Dissolveu-se o meio e distribuiu-se 4,0 ml por tubo. Autoclavou-se a
120°C (1,0 atm), por 15 minutos ¢ ajustou-se o pH para 7,0.

3.2.15. Voges Proskauer e Vermelho de Metila
Preparo do meio base:

Proteose peptona 5,0g
Glicose 5,0g
Fosfato dipotéssico 5,0g
Agua destilada 1000ml

Misturaram-se todos os ingredientes e distribuiu-se 2,0 ml por tubo.
Autoclavou-se a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos e ajustou-se o pH para 7,0.

3.2.16. Meio SIM (sulfeto, indol, motilidade)

Peptona 30,0g
Extrato de carne 3,0g
Ferro peptonizado 0,2¢g
Tiossulfato de sodio 0,025g
Agar 3,0g
Agua destilada 1000ml

Dissolveu-se os componentes do meio em agua destilada e ajustou-se
o pH para 7,0. Distribuiu-se o meio em tubos de modo que ficassem em uma
profundidade de cerca de 7,5 cm e esterilizou-se a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos.
Os meios nos tubos se solidificaram na posigao vertical.

3.2.17. Meio Mili
Extrato de levedura 3,0g
Peptona 10,0g
Triptona 10,0g
L-lisina 10,0g
Glicose 1,0g
Agar 2,0g
Bromo-cresol pirpura 0,02¢g

Agua destilada 1000ml
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Acertou-se o pH para 6,5. Distribuiu-se em volume de Sml em tubos.
Esterilizou-se a 120°C (1,0 atm), por 15 minutos, € o meio foi deixado solidificar
nos tubos em posic¢do vertical. O meio pronto apresentou cor roxa.

3.2.18. Uréia
KH,PO, 0,1g
K,HPO, 0,1g
NaCl 0,5g
Alcool etilico 1,0ml
Uréia 2,0g
Agua destilada 1000ml

Acertou-se o pH para 7,0. Apds dissolver os reagentes, adicionou-se
uma solugdo de vermelho de fenol 0,02% p/v, até que o meio se tornasse amarelo
claro.

3.2.19. Meio Egg Yolk
Caldo nutriente 100ml
Bacto-egg yolk 5,0g

Dissolveu-se o Bacto-egg yolk no caldo nutriente. Autoclavou-se a
120°C (1,0 atm), por 15 minutos e distribuiu-se 15 ml/ placa.

3.3. Solucdes , Reagentes e Tampdes

3.3.1.Azul de bromotimol
Azul de bromotimol 0,2¢g
Alcool etilico P.A 100ml

Dissolveu-se o azul de bromotimol no alcool, guardando-se em
seguida em frasco com rosca em refrigerador a 40C.

3.3.2.Solucao corante de Lugol

Todo 3,0g
Iodeto de Potassio 9,0g
Agua destilada 900ml

Triturar em almofariz o0 iodo em presenga de 1 a 2 ml de agua; a
dissolugdo é rapida. Verter aos poucos o restante da agua destilada, continuar a
trituragdo. Guardar em frasco escuro.
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3.3.3.Soluc¢ao corante de Safranina

Safranina 1,25¢g
Alcool etilico 50ml
Agua destilada 500ml

Dissolveu-se a safranina no alcool etilico e completou-se o volume
com a agua destilada.

3.3.4. Solucgao corante de cristal violeta

Solugdo A:
Cristal violeta 6,0g
Alcool Etilico P.A 60,0g
Solugdo B:
Oxalato de amonio 2,4¢g
Agua destilada 240ml

Misturaram-se as solugdes A e B, que foram estocadas a 40C, em
frasco escuro.

3.3.5.Cloreto férrico
Cloreto férrico (FeCl3) 10,0g
Agua destilada 100ml
Dissolveu-se o cloreto férrico na 4dgua e estocou-se em frasco escuro.

3.3.6. Reativo de Kovac's
Alcool amilico ou isoamilico 150ml
Dimetilaminobenzaldeido 10,0g
Acido cloridrico (HC1) concentrado 50ml
Dissolveu-se o aldeido no alcool. Adicionou-se o acido lentamente.
Estocou-se em frasco escuro.

3.3.7. Reagente de Oxidase
Solugdo A
Hidrocloreto de tetrametil-p-
fenilenodiamino 1,0%
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Solugdo B
alfa-naftol em metanol 1,0%
Misturaram-se as solugdes A e B, e estocou-se a 4°C.
3.3.8. Nitrato (Solugao A+B)
Solugdo A
Acido sulfanilico 0,8¢g
Acido acético 100ml
Solugdo B
Alfa-naftalina 5N 0,5g
Acido acético 5N 100ml

Misturaram-se as duas solugdes volumétricamente e estocou-se em
frasco escuro.

3.3.9.Vermelho de metila

Vermelho de metila 0,1g
Alcool etilico 95%v/v 300ml
Agua destilada 200ml
Dissolveu-se o corante no alcool, adicionando-se em seguida a agua
destilada.
3.3.10.Reagente de Voges Proskauer
Alfa-naftol 5,0g
alcool absoluto 100ml
Solugdo aquosa de KOH 40% v/v
3.3.11. Clorofane
Fenol 50 %
Cloroférmio 50 %
3.3.12. Clorofil
Cloroférmio 240ml
Alcool Isoamilico 10ml

3.3.13. Solucio de dNTP
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Foram utilizados dNTP's adquiridos na Pharmacia, em uma mistura de
concentragdo final igual a 20mM. Estes foram diluidos, para utilizagdo em uma
concentragdo estoque de 2,5mM.

3.3.14. Enzima Tag-DNApolimerase

A enzima Taq-DNApolimerase, constituida por um unico polipeptidio
de aproximadamente 94KDa adquirida da GIBCO-BRL, (500 unidades em tubos de
5U/ul). Uma unidade incorpora 10nmol de desoxirribonucleotidio em material acido
precipitavel em 30 minutos a 74°C.

3.3.15. Fenol saturado (Modificado de Maniats et al., 1989)

Foram dissolvidas em banho-maria 50g de fenol cristalizado, e
adicionado um volume de tampdo Tris-HCl1 0,2M pH=8,0. Apds agitacdo de 30
minutos para equilibrio do pH, foi retirada a fase aquosa e o procedimento repetido.
Em seguida, foi adicionado 1/10 do volume final de tampao Tris-HC1 0,2M pH=8,0
e estocado em frasco escuro a 4°C.

3.3.16. Gel de agarose (0,8%)
Agarose A-0169 (Sigma) 0,8g
Tampido TEB 1x 100ml

3.3.17. Gel de agarose (1,5%)
Agarose A-0169 (Sigma) 1,5¢
Tampdo TEB 1x 100ml

3.3.18. Solucdo de Oligonucleotidios

Foram utilizados oligonucleotidios em "Kits" (OPERON
Technologies), em quantidade aproximada de 14pg. Adicionou-se agua esterilizada
aos oligonucleotidios que vém na forma liofilizada, de modo a se obter uma solugdo
estoque na concentragdo de 4 mM. A molaridade de cada oligonucleotidio ¢
fornecida pelo fabricante.

3.3.19. RNAse

Foi preparada na concentragdo de 25mg/ml, em 10mM de Tris-HCI
(pH=7,5) e 15mM de NaCl. Foi aquecida a 100°C, por 15 minutos e estocada em
congelador a -20°C.
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3.3.20. Solug@o de Brometo de Etidio (MANIATS et al, 1989)

Foi dissolvido 1,0%p/v de brometo de etidio em agua destilada,
agitado por varias horas e estocado a temperatura ambiente. No momento do uso 3ul
desta solugdo foram adicionados & 100 ml de tampéo TBE (1x).

3.3.21. Solugao de EDTA 0,5M
EDTA 37,22¢g
H>O 200ml
O pH foi ajustado para 7,5 com pastilhas de NaOH.

3.3.22. Solucido de NaCl SM
NaCl 58,44¢g
H»O 200ml

3.3.23. Solugdo salina 0.85%p/v
NaCl 8,5¢g
Agua destilada 1000ml

Foram distribuidos 9 ml por frasco, os quais foram autoclavados a
120°C (1,0 atm), por 20 minutos e mantidos em refrigerador a 4°C.

3.3.24. Tampao da amostra (6x)

Azul de bromofenol 250mg
Ficoll 15g
H20 100ml

3.3.25. Tampao de corrida TEB (10x)

Trizma base pHS8.0 54,0g
Acido bérico (H3BO3) 275¢g
EDTA 4,65g
H20 500ml

A solugdo foi autoclavada e guardada a temperatura ambiente. No
momento do uso, foi diluida (1:10) com agua Milli Q.
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3.3.26. Tampao fosfato, pH 6,8 a 7,2

Solugdo A:
NapHPO4.12H0 3,73g
Agua destilada 1000ml
Solugdo B:
KH>PO4 2,40g
Agua destilada 1000ml

No momento do uso, a cada 7 partes da solugdo A foram adicionadas 3
partes da solugdo B.

3.3.27. Tampao da Tag-DNApolimerase (RAPD-PCR)
Este tampdo foi adquirido da Pharmacia, na concentragdo 10x e €
composto por 500 mM de KCl, 15 mM MgCl, e 100 mM de Tris-HCI (pH=9,0).

3.3.28. Tampao de Extracao de DNA (TEN)

Tris-HCl (pH=8,0) 10mM
EDTA (pH=8,0) 10mM
NaCl 15mM

3.4. Caracterizacido das Culturas de Bactérias Isoladas

A caracteriza¢do de bactérias foi realizada pelo método classico de
identificagdo, havendo entretanto, métodos mais avangados e mais rapidos.
Entretanto é muito importante salientar que todas as etapas da caracterizagdo sdo
igualmente imprescindiveis na caracterizagdo do microrganismo. As amostras de
plantas de milho foram submetidas as seguintes fases principais de caracterizagdo
pelo método classico:

- dilui¢do das amostras coletadas de folhas de plantas de milho;

- semeadura e isolamento das colOnias;

- testes de morfologia;

- testes bioquimicos.
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3.4.1. Isolamento de Colonias de Bactérias

Cada explante foliar (2 x 4 cm) de milho, foi dividido em cinco partes
e submetido a uma bateria de solugdes para assepsia externa. Lavagem em solugio
de alcool 70 %v/v durante um minuto; seguida de lavagem em solugdo de NaOCl
3%v/v, durante quatro minutos e finalmente solugdo de alcool 70%v/v, por 30
segundos (Pereira, 1993).

Foram entdo distribuidos em placas de Petri contendo 20 ml de meio
de cultura e as placas incubadas durante no minimo 72 horas a 37°C no meio TSA
(item 3.2.2).

3.4.2. Diluicio das Amostras de Culturas Isoladas de Plantas de
Milho

Pipetou-se 0,1 ml da amostra e transferiu-se para um tubo contendo 10
ml de solugdo salina a 0,2% (Ringer 1/4).(Diluigéo 10™). Deste tubo pipetou-se 1 ml
e transferiu-se para outro tubo contendo 10 ml de diluente (diluigio 107), e assim
sucessivamente até a diluigdo 10”. Foram semeados 1 ml e 0,1 ml da diluigdo 107,
obtendo assim, as diluigdes 10” ¢ 10° em placa, respectivamente. A semeadura foi
feita em duplicata em meio NA, para a recuperagio das bactérias. A incubagio foi
feita a 370C, por 24 horas. As colonias assim obtidas foram inoculadas em tubos
contendo NA para posterior caracterizagdo através de métodos de coloragdo e
bioquimicos.

3.4.3. Purifica¢io de Colonias de Bactérias

Placas contendo contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)
menores que 300 colonias foram utilizadas para o isolamento, tendo-se como
critério as caracteristicas morfoldgicas e microscopicas distintas. As colonias assim
selecionadas sofreram a purificagio por estrias de esgotamento, no mesmo meio de
cultura em que foi semeada, e depois incubadas a temperatura de semeadura. Apos o
crescimento, colonias isoladas foram repicadas em tubos contendo meio (item
3.2.1), inclinado para a manutengdo e testes.

As culturas isoladas e purificadas foram submetidas aos testes
bioquimicos e morfologicos.
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3.4.4. Testes Morfolégicos
3.4.4.1. Morfologia em meio sé6lido

As colonias foram observadas sob microscopio estereoscopico CARL
ZEISS (JENA-CITOVAL 2), e anotadas suas caracteristicas principais, relativas a:
forma, superficie, borda, elevagdo, pigmentacio, consisténcia e odor, verificando a
presenga de colonias contaminantes através da coloragdo, forma e superficie
diferentes. Para as colOonias que apresentaram contaminagdo, uma nova etapa de
purificagdo foi realizada.

3.4.4.2. Morfologia - microscopia

A microscopia o6tica (Microscopio modelo OLYMPUS-TOKYO BH-
2) foi utilizada para a observagdo das células bacterianas, em sua forma, mobilidade,
arranjo, tamanho e presenga de uma série de caracteristicas importantes para a
discriminagdo dos diferentes grupos de bactérias. A técnica de coloragfdo utilizada
foi a Coloragdo de Gram, visando a diferenciagdo dos grupos microbianos durante a
caracterizagdo preliminar, aliada a observagdo de células a fresco (montagem
tmida).

3.4.4.2.1. Coloracgio de Gram

Foi feito um esfregago fino de células, fixado pelo calor e corado
sucessivamente por uma solugéo de cristal violeta (item 3.3.4), foi entdo fixado com
uma solu¢do diluida de iodo (item 3.3.2). Posteriormente o esfregago foi tratado
com um solvente organico (&lcool) e contra-corado com um corante de contraste
vermelho (safranina, item 3.3.3).

Ao ser tratado com alcool, algumas células sdo rapidamente
descoradas (gram negativas) e outras sdo resistentes a ele (gram positivas). As
células gram positivas retém a cor violeta intensa, determinada pela coloragio inicial
de cristal violeta e iodo, enquanto as células gram negativas tomam a coloragédo
vermelha do contraste.

3.4.4.2.2. Montagem Umida:
Foi preparada uma lamina com uma gota de caldo ou agua
esterilizada, ¢ de uma al¢ada fina do inoculo em questdo. Introduziu-se uma
laminula de forma a ndo formar bolhas, pressionando levemente contra o liquido.
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Usando-se este tipo de lamina foi possivel observar as células vivas,
em tamamho normal, o que permitiu verificar mobilidade, e observagdo de outras
estruturas, quando presentes.

3.4.5. Testes Bioquimicos

3.4.5.1. Esculina

Com o auxilio de uma agulha, retirou-se uma grande quantidade de
inéculo da cultura pura, com 24 horas de crescimento. Em seguida, foram feitas
picadas na placa de esculina-agar (item 3.2.3), deixando espago suficiente entre uma
picada e outra para que fosse possivel a visualizagdo da formagdo de um halo.
Incubou-se a placa a 35°C e fizeram-se observagdes diarias, até obtengdo de um halo
escuro em torno da colonia, determinando resultado positivo. O resultado foi
considerado negativo quando ndo houve formagao de halo.

3.4.5.2. Arginina, Lisina e Ornitina descarboxilase

Inoculou-se uma cultura de 18 a 24 horas de cultivo, em um tubo
contendo caldo nutriente (item 3.2.1) e o respectivo aminoacido (arginina, ornitina
ou lisina), e este tubo foi selado com agar (2%p/v) esterilizado, uma vez que a
reagdo somente ocorre em anaerobiose. Incubou-se o tubo a 35°C, juntamente com
um tubo controle, sem o indculo. Fizeram-se leituras diarias, a cada 24 horas durante
4 dias. O resultado foi positivo, quando o meio se tornou violeta, devido a utilizagio
do aminoéacido e alcalinizagdo. O meio amarelo indicou resultado negativo.

3.4.5.3. Hidrdlise da Caseina
Na placa de meio contendo leite desnatado (item 3.2.5), fizeram-se
picadas da cultura, com o auxilio de uma agulha. Incubou-se a 30°C, com leituras
didrias, at¢ o aparecimento de um halo transparente em torno das colOnias
(utilizagdo da caseina), que determinou resultado positivo, e negativo quando nio
houve a formagao de halo.

3.4.5.4. Catalase
Introduziu-se 1 ml de agua destilada em um tubo de ensaio. Com uma
alga de platina retirou-se um indculo pesado da cultura pura o qual foi adicionado na
agua destilada.Com uma pipeta Pasteur adicionaram-se cerca de 5 gotas (0,3ml) de



40

H,0, (3%v/v). Ndo se agitou o tubo, para evitar um resultado falso
positivo. O resultado foi positivo, quando do desprendimento de gas e negativo
quando inerte.

3.4.5.5. Citrato de Simmons
Com a alga de platina colheu-se um pequeno indculo da cultura pura,
com 18 a 24 horas de crescimento. Espathou-se o inéculo por toda a extensdo do
tubo contendo meio (item 3.2.6) e incubou-se a 37°C por 24 a 48 horas. Ha ocasides
em que uma incubagdo mais prolongada pode ser necessaria. Resultado positivo:
azul (utilizagdo de citrato como fonte de carbono) e negativo : verde (inerte)

3.4.5.6. EPM
Com o auxilio de uma agulha foi feita uma picada com inéculo, no
meio inclinado até¢ o fundo do tubo contendo meio (item 3.2.7) e em seguida
espalhou-se o indculo sobre toda a superficie inclinada. Incubou-se a 37°C, com
leituras diarias, ou até a obten¢do da modificagdo de coloragdo dos indicadores. Os
resultados foram determinados como a seguir:
amarelo/azul: fermentagao da glicose
azul/amarelo: I-triptofano desaminase
azul/azul: hidrélise de uréia
halo negro:formagéo de H,S

3.4.5.7. Hidrolise da Gelatina

Retiraram-se os tubos de meio com gelatina (item 3.2.8) do
refrigerador somente no momento de inocular, para assegurar a solidificagdo do
meio no momento de indculo. Da cultura pura, com 18 a 24 horas, retirou-se com
alga, uma grande quantidade de in6culo. O tubo inoculado foi incubado junto a um
tubo controle, & temperatura de 22-25°C. Foram entdo realizadas leituras diarias, a
partir de 24 horas até 14 dias. Observaram-se a turbidez e a liquefagdo. Ao fim de
24 horas,os tubos foram retirados da estufa e colocados no refrigerador por
aproximadamente 2 horas. Este tempo € suficiente para determinar se houve a
hidrélise da gelatina. Os tubos foram reincubados sem agitagéo, procedendo assim
até ao fim de 14 dias. Considerou-se como resultado positivo a liquefagdo da
gelatina, e negativo sua ndo liquefagéo.
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3.4.5.8. Indol
Inoculou-se com alga, uma pequena quantidade de indculo em meio de
indol (item 3.2.9). Incubou-se a 37°C e fez-se a leitura quando o crescimento
(turbidez) no tubo estivesse forte. O tubo teste foi retirado do incubador, e
adicionaram-se 6 a 8 gotas do Reativo de Kovac's. O resultado positivo foi dado
pela formagdo de um halo vermelho a cor de rosa forte. Um halo amarelo indicou
resultado negativo.

3.4.5.9. MacConkey
Estrias de esgotamento foram feitas na placa contendo meio (item
3.2.10) e estas incubadas a 37°C. A leitura foi feita com base na avaliagdo do
crescimento com ou sem a utilizagdo da lactose. O crescimento da coldnia neste
meio identificou a bactéria como Gram negativo, € quando a colonia apresentou
coloragdo violeta foi considerada lactase positiva.

3.4.5.10. Reducio de Nitrato a Nitrito
Uma algada da cultura foi inoculada, por 18 a 24 horas em tubo teste

de nitrato (item 3.2.11). Incubou-se a 30°C por 24 horas ou até que a cultura
apresentasse um crescimento moderado. A leitura foi feita apds a adigdo de 6 a 8
gotas da mistura volumétrica das solugdes A e B(Ver item 3.3.8). Os resultados
foram determinados como a seguir:

Positivo: formagéo de halo vermelho

Negativo: inalterado (mesmo com a adigdo de Zn)

3.4.5.11. O/F (Hugh Lefson)

Fez-se uma picada até o fundo do meio contido em tubos (item
3.2.12), sendo um dos tubos vedado com agar a 2%. Incubou-se a 37°C e fizeram-se
leituras diarias por um periodo de 1 a 2 semanas. Para o tubo aberto foram
considerados os resultados: Oxidativo, quando o meio apresentou coloragio
amarela, Fermentativo, quando o meio ndo modificou sua cor, e Inerte, quando ndo
houve mudanga de cor ou com cor azulada. Para o tubo fechado: Oxidativo, sem
mudanga da cor do meio, Fermentativo, quando de cor amarela, e Inerte, quando nio
modificou a coloragdo.
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3.4.5.12. Tioglicolato

Colocou-se o tubo contendo o meio de tioglicolato (item 3.2.13) em
agua fervente até que a camada de tom rdéseo, devida a rezasurina oxidada,se
desfizesse. Com o auxilio de uma agulha, retirou-se uma quantidade do inéculo
ativo. Fez-se uma picada até o fundo do meio, no tubo de tioglicolato, rosqueando
rapidamente o tubo, evitando-se desta forma, o contato com o ar. A leitura foi
realizada assim que se obteve um crescimento significativo. Os resultados foram
determinados como a seguir:

- crescimento somente na superficie - aerdbio estrito
- crescimento em toda a extensdo - anaerobio facultativo
- crescimento somente no fundo - anaerobio estrito

3.4.5.13. TSI Triple Sugar Iron

Com a agulha, tocou-se o centro da colonia pura e isolada. Introduziu-
se a agulha contendo o indculo até o fundo do meio em tubo teste (item 3.2.14), e
posteriormente espalhou-se sobre a superficie do meio inclinado. Incubaram-se os
tubos a 35°C, e procedeu-se a leitura dos resultados em 18 ou no maximo 24 horas
ap6s. Foram analisados a base e o &pice do tubo inoculado, e observaram-se as
diferengas de coloragdo resultantes da variagdo no pH e a consequente resposta do
indicador. Os resultados foram determinados como a seguir:
superficie base resultado
amarelo amarela acido/acido
vermelho  amarela alcalino/acido
vermelho  vermelha  alcalino/alcalino
vermelho  inerte alcalino/inerte

3.4.5.14. Vermelho de metila
Foi inoculada com alga uma grande quantidade da cultura em trés
tubos contendo o meio base para o teste (item 3.2.15). Incubou-se a 30°C e fizeram-
se leituras em 3, 5 e 7 dias, sendo o teste feito em triplicata. Para a leitura,
colocaram-se de 5 a 7 gotas do indicador Vermelho de Metila. Os resultados foram
determinados como a seguir: positivo: halo vermelho na superficie do caldo e
negativo: auséncia de halo.
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3.4.5.15. Voges Proskauer
Foi inoculada uma algada da cultura no tubo contendo o meio teste
(item 3.2.15), e incubou-se a 30°C. Fizeram-se leituras em 3, 5 e 7 dias. Na ocasifo
da leitura, adicionaram-se 6 gotas de alfa-naftol e 2 gotas de KOH. Os resultados

foram determinados como a seguir: positivo: halo vermelho e negativo: auséncia de
halo

3.4.5.16. Oxidase
Com o auxilio da alga, espalhou-se a cultura sobre um disco de papel
de filtro e colocaram-se duas gotas do reagente (item 3.3.7), sobre a superficie do
disco. O surgimento de coloragdo azul escura apés 30 segundos indicou resultado
positivo.

3.4.5.17. Motilidade
A motilidade foi observada semeando-se as bactérias em tubos camada
alta de meio semi-solido SIM (item 3.2.16), e incubadas a 20°C, quando foram
observadas zonas turbidas ao redor da inoculagdo, considerou-se o resultado como
positivo.

3.4.5.18. MILI (motilidade, indol-lisina)

As culturas foram semeadas com agulha, até o fundo do meio contido
nos tubos. Neste meio (item 3.2.17), foi possivel detectar a presenga de flagelos na
bactéria,caracterizada por zonas tirbidas ao redor da picada. A capacidade de
produzir indol a partir do triptofano,verificada apds 18-24 horas de cultura, foi feita
adicionando-se no tubo de cultura 3-5 gotas do Reativo de Kovac’s(item 3.3.6), e
quando observou-se o aparecimento de uma coloragdo vermelho-violeta, o resultado
foi considerado positivo. A presenga da enzima lisina descarboxilase foi
determinada da seguinte forma: meio arroxeado significando lisina descarboxilase
positivo e meio amarelo indicando lisina descarboxilase negativo.

3.4.5.19. Uréia
Foi inoculada uma algada da cultura no tubo contendo o meio teste
(item 3.2.18), e incubou-se a 37°C. Fizeram-se leituras em 8, 12, 24 e 48 horas.
Reagdo positiva: cor vermelha e negativa:inalterada.
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3.3.5.20. Egg Yolk
Foram inoculadas algumas picadas na placa contendo o meio Bacto-
egg yolk (item 3.2.19), e incubou-se a 37°C. Foi verificado apdés 24 horas, o
aparecimento de um halo branco, farindceo, em torno das inoculagdes das culturas
indicando resultado positivo.

3.5. Teste Antagonistico: Fungos X Bactérias Endofiticas

3.5.1. Método de inoculagdo em placa

Os fungos foram semeados, com auxilio de uma alga de platina,
formando uma estria reta no centro da placa de Petri contendo aproximadamente 20
ml de meio NA e cultivados a 28°C, 3-7 dias. Apos esse periodo, o qual variou entre
as linhagens de fungos, as bactérias foram semeadas em estrias transversais aos
fungos. O crescimento das col6nias de bactérias foi anotado apos 24 horas, a 28°C e
a temperatura ambiente.

3.6. Analise da Variabilidade Genética dos isolados por RAPD

3.6.1. Extracido de DNA

As bactérias foram crescidas em 100ml de CN (item 3.2.1), sob
agitacdo (200 RPM) por 18 horas (over night). Em seguida, centrifugou-se a cultura
de bactérias por 5' a 6000 RPM (4303g) , em tubos e desprezou-se o sobrenadante.
Ressuspendeu-se o pelet em 4ml de TEN(item 3.3.29),contendo lisozima (4mg/ml) e
incubou-se por 30-45 minutos a 370C. Adicionou-se entdo, 8ul de RNAse
(25mg/ml)(item 3.3.19) e incubou-se por 15' em temperatura ambiente.
Acrescentou-se 580 pl de SDS (8,45%v/v) e incubou-se a 750C até a solugdo se
tornar clara (transparente). Acrescentou-se, em seguida 2,5ml de acetato de
sodio(3M; pHS,2) e incubou-se por 20' em gelo, e logo em seguida acrescentou-se
um volume de clorofane(item 3.3.11) e agitou-se o tubo, suavemente por inversio.
Centrifugou-se a 4000 RPM (1912g) por 15'.Apés esta centrifugacdo, retirou-se o
sobrenadante e acrescentou-se um volume de clorofil (item 3.3.12), agitou-se o tubo
suavemente por inversio e centrifugou-se a 4000 RPM (1912g) por 15'. Retirou-se o
sobrenadante e repetiu-se o processo com clorofil. Por tltimo, retirou-se o
sobrenadante e acresentou-se dois volumes de etanol gelado e esperou-se a
precipitagio do material, este processo foi realizado a -20°C (over-night). Apés a
precipitagio, centrifugou-se a 12.000 RPM (17.210g) por 20', eliminou-se o
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secagem dos tubos a temperatura ambiente, o DNA foi solubilizado em 500ul de
TEN (item 3.3.29).

3.6.2. Amplificacdo do DNA ( Reacio de PCR)

Apos a realizagdo de um ensaio de otimizagdo da técnica (Williams et
al., 1990), cujos resultados se encontram descritos no item 4.4.1., foram
estabelecidas as seguintes condic¢des de amplificagdo:

PCR Buffer 10 x (GIBCO-BRL)  2,5ul (1x)

Sol. MgCly (50,0mM) 2,5ul (5,0mM)
dNTP’s (2,5mM) 2,0ul (200uM)
oligonucleotidio (4,0mM) 2,5ul (0,4mM)
DNA gendmico 2,5ul (5,0ng)
Tag-DNApolimerase 0,3ul (2,0U)
H>O Mili-Q autoclavada 12,7ul

6leo mineral 1 gota

O termociclador utilizado para a reagio foi Perkin-Elmer-Cetus (Gene
Amp PCR System), iniciada por denaturagdo por 4 minutos a 92°C, seguida de 40
ciclos de 1 minuto cada a 92°C, 1 minuto e 30 segundos a 37°C e 2 minutos a 72°C,
completando-se com 1 ciclo de 3 minutos a 72°C. A sequéncia e conteido de bases
CG dos oligonucleotidios utilizados se encontram na Tabela 3.6.1.

3.6.3. Analise de Polimorfismo

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese (3
V/cm) em gel de agarose 1,5% (item 3.3.17) e posteriormente corados por 15
minutos com brometo de etidio (item 3.3.20). Por ser este um agente intercalante, o
DNA pode ser evidenciado e fotografado sob luz UV em transiluminador. O DNA
de lambda clivado com Hind 111, foi utilizado como marcador de peso molecular.

A andlise da variabilidade genética foi realizada pelo agrupamento das
linhagens segundo os principios adotados em taxonomia numérica. Utilizou-se o
coeficiente de similaridade Jaccard, que permite calcular similaridades com base em
variaveis binarias (O para auséncia e 1 para presenga de banda). As bandas foram
consideradas como varidveis enquanto as linhagens como unidades. O coeficiente foi
calculado segundo a formula J = M/P, onde M é o numero de concordéancias
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positivas, e P o niimero total de variaveis, menos concordincias negativas (Sneath &
Sokal, 1973).

Desta forma, o coeficiente J leva em conta apenas as discordancias e
as concordancias positivas, quanto a presenga ou auséncia de bandas,
desconsiderando as concordancias negativas. Quanto maior a semelhanga entre duas
linhagens, maior ¢ o valor do coeficiente de similaridade. As unidades foram
agrupadas através do método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetical Average), que € um modelo de agrupamento hierarquico, que permite a
construgdo de dendrogramas (Sneath & Sokal, 1973). Matrizes e¢ dendrogramas
foram elaborados com auxilio do programa NTSYS-PC (Rohlf, 1988).

Tabela. 3.6.1. Sequéncia de nucleotidios no sentido 5'-»3', ¢ contetido de bases CG dos cinco

oligonucleotidios selecionados ¢ utilizados para amplificagio.

Oligonucleotidio  sequéncia 5’---3 Conteado CG(%)
OPX07 GAGCGAGGCT 70
OPEO02 GGTGCGGGAA 70
OPE11 GAGTCTCAGG 60
OPE12 TTATCGCCCC 60
OPE14 TGCGGCTGAG 70

3.7. Analises estatisticas

Os dados de numero de coldnias nas trés populagdes estudadas foram
obtidos de dois experimentos idénticos realizados em dois locais diferentes. Cada
um desses experimentos fora instalado no delineamento inteiramente casualizado e
consistiu de 24 tratamentos dados pela combinagdo de 12 genétipos de plantas de
milho com duas épocas de coleta, sendo que desses 12 gendtipos, trés foram
provenientes da populagdo 1, tr€s da populagdo 2 e seis da populagdo de hibridos
simples, oriundos do cruzamento das populagoes 1 e 2, tratando-se portanto de um
fatorial 12x2 com classificagdo hierdrquica para o fator gendtipo dentro da
populagio.

Adotando-se a teoria de modelos lineares generalizados, a analise
estatistica foi realizada no GLIM 4.0 (“Generalized Linear Interactive Modelling
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System”, versdo 4.0), considerando-se 0 modelo Poisson com ligagdo logaritimica
para a analise conjunta e para a analise individual referente ao local 1. Para a analise
individual referente ao local 2 foi utilizado o modelo binomial negativo com ligagéo
candnica e parametro de dispersdo fixo e igual a 2. Os efeitos das fontes de variagdo
do modelo foram testados pelo Teste de Qui-quadrado para as suas respectivas
"deviances".

A “deviance”¢ uma estatistica que mede a contribuicdo de
determinada fonte de varia¢do do modelo dada a variagdo total contida nos dados.
Essa estatistica tem, assintaticamente, distribuigdo de sz, onde v é o numero de
graus de liberdade calculado associado a fonte de variagdo considerada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Isolamento e frequéncia de infec¢do das plantas de milho

Na Figura 4.1 observa-se aspectos do isolamento das coldnias de
bactérias endofiticas de explantes de folhas de milho, em meio de cultura. Foram
isoladas desta forma, no total, 169 coldnias de bactérias endofiticas (Tabela 4.1), de
folhas das populagdes. de plantas de milho BR-105 (P1), BR-106 (P2) e populagéo
de hibridos simples (P1x2), entre P1 ¢ P2, em dois experimentos idénticos cujos
respectivos tratamentos se encontram nas Tabelas 4.2 e 4.3, realizados em dois
locais distintos (item 3.1.2), com o intuito de verificar a ocorréncia de bactérias
endofiticas na cultura de milho, nestes locais, e ainda detectar diferengas devidas a
fase de desenvolvimento dos hospedeiros, abordada pelas duas coletas realizadas em
diferentes épocas de cultivo. As trés populagdes hospedeiras encontram-se descritas
no item 3.1.1.

Figura 4.1. Aspectos do isolamento de bactérias endofiticas de folhas de milho (Zea mays). Observar o
crescimento de colonias de bactérias de morfologia e coloragdo diferenciadas no meio de cultura, ao redor

dos fragmentos de folhas de milho.
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O namero de colonias de bactérias endofiticas foi diferente entre os
dois locais, o que pode ser observado na Figura 4.2, e de acordo com o teste de X2
para "deviance" da interagfo entre tratamentos e locais (item 3.7), essa diferenga foi
significativa a nivel de 1% de probabilidade (Tabela 4.4-A). Os diferentes
tratamentos assim como os valores das médias para os mesmos sio dados nas
Tabelas 4.2 e 4.3. Dentre os fatores que poderiam estar influenciando essa diferenca
pode-se destacar alguns fatores ambientais, tais como diferengas climaticas,

referentes a macroclima e microclimas, assim como variagdes edaficas, além dos
fatores genotipicos dos hospedeiros e endoéfitos.

T
50- /
- / S
N /
204
104 Local 2
0_
Local 1

Coleta 1
Coleta 2

Figura 4.2. Gréfico representativo das percentagens relativas de ocorréncia de bactérias endofiticas em trés

populagdes de milho em duas coletas, em dois locais. Legendas: Local 1= Fazenda Areido; Local 2=

Caterpillar (Areas experimentais do Depto Genética ESALQ/USP); Coleta 1= Nov/93 (6,5 semanas de
cultivo), Coleta 2= Dez/93 (10 semanas de cultivo). Ocorréncia total de 169 colOnias.
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Tabela 4.1. Numero de colonias de bactérias endofiticas isoladas de folhas de plantas de milho em trés
populagdes. Legendas: P1= BR-105; P2=BR-106; P1x2= hibridos simples entre P1 e P2. Local 1= Areido;
Local 2= Caterpillar; Coleta 1= 6,5 semanas de cultivo; Coleta 2= 10 semanas de cultivo.

LOCAL 1 LOCAL 2

P1 | P2 PIx2 |P1 P2 P1x2
Coleta 1 03 |26 11 21 26 40
Coleta 2 00 |03 01 01 29 08

Contudo, as duas areas experimentais situam-se na mesma regido,
distando entre si por um raio de aproximadamente 10 KmZ, o que descartaria a
possibilidade de grandes variagdes climaticas influenciando em tais resultados.
Entretanto, o mesmo ndo ocorre com relagdo aos fatores edaficos, visto que os tipos
de solo das duas areas experimentais sdo diferentes como descrito no item 3.1.2.

Tabela 4.2. Médias do niimero de colOnias para cada tratamento, considerando-se trés repeti¢tes, no Local
1 (Areidio). Legendas: P1=BR-105, P2=BR-106, P1x2=hibridos simples entre P1 ¢ P2.

Populacio Genotipo Coleta* Tratamento Media
Pl 05.17.1A 1 i 0,00
P1 05.17.1A 2 2 0,00
P1 05.01.4B 1 3 0,33
P1 05.01.4B 2 4 0,00
P1 05.05.2A 1 5 0,66
P1 05.05.2A 2 6 0,00
P2 06.06.3A 1 7 5,00
P2 06.06.3A 2 8 0,00
P2 06.08.1A 1 9 1,33
P2 06.08.1A 2 10 0,66
P2 06.03.5B 1 11 2,33
P2 06.03.5B 2 12 0,33

PiX2 18.1x1.4 1 13 0,66
Pi1X2 18.1x1.4 2 14 0,00
PiX2 8.2x33.5 1 15 1,66
P1X2 8.2x33.5 2 16 0,33
Pi1X2 3.5x18.6 1 17 0,00
P1X2 3.5x18.6 2 18 0,00
PI1X2 24.7x05.2 1 19 0,00
PIX2 24.7x05.2 2 20 0,00
PiX2 44.1x23.2 1 21 0,66
P1X2 44.1x23.2 2 22 0,00
PI1X2 37.5x19.1 1 23 0,66
PiX2 37.5x19.1 2 24 0,00

*Coleta 1= 6,5 semanas de cultivo; Coleta 2= 10 semanas de cultivo.
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Tabela 4.3. Médias do nimero de colonias para cada tratamento, considerando-se trés repeti¢des, no Local

2 (Caterpillar). Legendas: P1=BR-105, P2=BR-106, P1x2=hibridos simples entre P1 ¢ P2.

Populacio Genotipo Coleta Tratamento Media
P1 05.17.1A 1 1 1,66
P1 05.17.1A 2 2 0,00
P1 05.01.4B 1 3 2,33
P1 05.01.4B 2 4 0,00
P1 05.05.2A 1 5 3,00
P1 05.05.2A 2 6 0,33
P2 06.06.3A 1 7 1,66
P2 06.06.3A 2 8 4,33
P2 06.08.1A 1 9 3,33
P2 06.08.1A 2 10 4,33
P2 06.03.5B 1 11 3,66
P2 06.06.5B 2 12 1,00

P1X2 18.1x1.4 1 13 0,33
P1X2 18.1x1.4 2 14 0,66
Pi1X2 8.2x33.5 1 15 3,00
P1X2 8.2x33.5 2 16 0,66
Pi1X2 3.5x18.6 1 17 3,33
Pi1X2 3.5x18.6 2 18 0,33
PIX2 24.7x05.2 1 19 4,33
P1X2 24.7x05.2 2 20 1,00
P1X2 44.1x23.2 1 21 2,33
P1X2 44.1x23.2 2 22 0,00
PiX2 37.5x19.1 1 23 0,00
P1X2 37.5x19.1 2 24 0,00

*Coleta 1= 6,5 semanas de cultivo; Coleta 2= 10 semanas de cultivo.

Tabela 4.4 (A, B, C, D, E). Analise de “deviance” da ocorréncia de bactérias endofiticas em folhas de
plantas de mitho (Zea mays L.), nas populagdes P1, P2 e P1x2. Local 1= Areifo; Local 2= Caterpillar.

4.4-A. Analise de “deviance para o niamero de colonias considerando-se os dois locais.

cv GL “Deviance”
Local 1 40,46
Tratamento (Trat) 23 150,70

Trat x Local 23 62,36%*
Residuo 96 102,13
Total 143 335,65

2 2
X* (0,95,23)= 35,17/ X° (0,99, 23)= 41,68



52

4.4-B. Anilise de “deviance”para o nimero de colonias no local 1.

Ccv GL “Deviance”
Coleta 1 34,19%*
Populagdo (Pop) 2 33,88**
Genotipo/Pop 9 20,39*
Coleta x Pop 2 0,63
Coleta x Geno/Pop 9 7,10
Residuo 48 30,93
Total 71 127,12

2
x? 0,95, 1)= 3,84 /X" (0,99, 1)= 6,64/ X2 0,95,2)= 3,99/ x? 099;,2)= 9,22 / e (0,95:9)= 16,92/ x2 (0,99; 9)
=21,67

4.4-C. Anilise de “deviance” para os contrastes de interesse.

Ccv GL “Deviance”
Parentais x Hibridos(H) 1 9.43**
Pop 1 xPop 2 1 24,45
(Populagio) 2) (33,88)
Entre Geno/Pop 1 2 2,78
Entre Geno/Pop 2 2 4,43
Entre Geno/Pop 1x2(H) 5 13,18**
(Geno/Pop) ) (20,39)

2 2
X" 0,95, 1)= 3,84 / X” (0,99, 1)= 6,64/ x? 0,952)=5,99/ X 099,2)= 9,22 / x? (0,95;5= 11,08/ X2 (0,99; 5)
= 15,10

4.4-D. Analise de “deviance” para o nimero de colonias no local 2.

Ccv GL “Deviance”
Populagdo (Pop) 2 10,90**
Geno/Pop 9 21,53*
Coleta 1 9,31**
Coleta x Pop 2 18,58**
Coleta x Geno/Pop 9 11,02
Residuo 43 41,78
Total 71 113,12

x? 0,95, 1)= 3,84/ X (0,99, 1)= 6,64/ x? (0,95,2)= 5,99/ x? (0,99;2)= 9,22 / X2 0,95,9)= 16,92/ X (0,99; 9)
=21,67
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4 4-E. Andlise de “deviance” para o numero de colonias, no local 2, com desdobramento da interagdo coleta

x populagio e de genotipos dentro da populagio.

Cv GL “Deviance”
Entre Geno/Pop 1 2 1,07

Entre Geno/Pop 2 2 0,88

Entre Geno/Pop 1x2 5 19,58**
(Geno/Pop) C)] (21,53)
Entre Coletas/Pop 1 1 15,07**
Entre Coletas/Pop 2 1 0,06

Entre Coletas/Pop 1x2 1 12,76%*
(Coleta/Pop) 3) (27,89)

x? 095, 1)= 3,84/ X2 (0,99 )= 6,64/ X2 (0,95,2)= 5,99/ X2 0,99,2)= 9,22 / x? 0,95;5)= 11,08/ X2 (0,99; 5)
= 15,10

Embora muito pouco seja conhecido para justificar quaisquer
conclusdes seguras, pode-se especular que tais diferengas entre locais seriam
devidas principalmente a influéncia de fatores ambientais na associagdo endofito-
hospedeiro, neste caso possivelmente devido & diferenga no tipo de solo dos dois
locais. Desta forma, a associagdo endoéfito-hospedeiro poderia estar sendo
influenciada em sua especificidade, por um ou mais fatores ambientais, os quais
influenciariam fatores genéticos no hospedeiro e conseqiientemente na interagdo
deste com o endodfito. Futuyma (1992) discute a variagdo genética entre populagdes
citando que solos impregnados de metais nas proximidades de minas sdo ocupados
por populagdes de gramineas tolerantes aos metais, que sdo distintas, geneticamente
das plantas co-especificas de solos ndo téxicos situados a poucos metros de
distancia, e de acordo com este autor, muito freqiientemente, a adaptagdo de
diferentes populagdes de uma mesma espécie a condi¢cGes ambientais similares é
fenotipicamente indistinguivel, mas apresenta uma base genética diferente de uma
populagdo para a outra. Desta forma, ao considerarmos uma associagdo de duas
espécies distintas entre si, ¢ dessa com fatores ambientais, teriamos respostas muito
mais complexas, sendo necessario o melhor conhecimento de aspectos biologicos e
ecologicos especificos de tal associagdo, para conclusdes mais especificas.
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Figura 4.3. Grafico representativo das percentagens relativas de ocorréncia de bactérias endofiticas, em dois
locais, em trés populagdes de milho. Considerando-se juntas as duas coletas. Legendas: Local 1= Fazenda
Areifio; Local 2= Caterpillar (Areas experimentais do Depto Genética ESALQ/USP); P1 (BR-105); P2 (BR-
106); P1x2 (hibridos simples entre P1 e P2). Ocorréncia total de 169 colonias.

Considerando-se a diferenca entre locais, os efeitos dos fatores que
compdem os tratamentos (Tabelas 4.2 e 4.3), foram estudados em cada local,
separadamente, o que foi realizado por meio de analises individuais para cada local
considerado.

Observando-se a Figura 4.2., pode-se verificar que quando

comparados os valores totais de ocorréncia de colonias de endofiticos nas trés
populagdes de milho, considerando-se locais e coletas, o Local 2 e a Coleta 1
apresentaram a maior percentagem relativa de colonias. Entretanto, ao desdobrar-se
este grafico, levando em conta as trés populagdes individualmente com relagdo a
local (Figura 4.3), nota-se uma certa estabilidade na ocorréncia de colonias de
endofitos na populagdo 2, onde esta diferenga somente foi significativa para as
populagdes 1 e 1x2 (Tabela 4.4-D). Pela comparagio das Figuras 4.4 € 4.5, verifica-
se que esta estabilidade ¢ devida em sua maior parte ao local 2.



55

| [-45

- 40
-35
-30
25

Pop1

H Coleta 1
H Coleta 2

Pop 1x2

Figura 1. Percentagem relativa de colonias de bactérias endofiticas em milho no Local 1, coletas 1 € 2, nas
populacdes 1, 2 e 1x2.

A Figura 4.6 demonstra as percentagens relativas de coldnias nas trés
populagdes, nas duas coletas. Pode-se verificar que a coleta 1 apresentou a maior
percentagem de ocorréncia de colonias nas trés populagdes consideradas com
relagdio a coleta 2, sendo esta diferenga significativa ao nivel de 1% de
probabilidade, para ambos locais (Tabelas 4.4-B e 4.4-D).

Posto que a primeira coleta foi realizada com plantas de milho de
aproximadamente 6,5 semanas de cultivo, quando estas estavam em sua fase de
crescimento vegetativo e inicio do florescimento, e a segunda coleta, em plantas
com 10 semanas, com as plantas de milho jia em uma fase de maturidade
reprodutiva, tal fato se refletiria na diminuigdo da populagdo de microrganismos
endofiticos, talvez devido a diminuigdo de nutrientes disponiveis nas partes aéreas
das plantas nesta fase de maturidade reprodutiva. Estes resultados concordam, em
parte com os encontrados por McInroy & Kloepper (1991), que isolaram diversos
géneros de haste e raiz de plantas de milho em regifo temperada, onde verificaram
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decréscimo da populagdo de enddfitos na fase de maturidade das plantas, quando
comparada com a fase de plantulas, tanto quantitativamente, pela diminuigdo total da
populagdo de endofitos, como qualitativamente, considerando-se o desaparecimento
de alguns géneros. Tais resultados levaram esses autores a sugerirem ocorreréncia de
competi¢do intergenérica, possivelmente devido ao decréscimo de nutrientes, ou
ainda devido ao acréscimo de metabolitos toxicos acumulados na fase de maturidade

das plantas, diminuindo assim a populagido de endofiticos.
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Figura 4.5. Gréfico representativo da percentagem relativa de coldnias de bactérias endofiticas em milho no
Local 2, coletas 1 e 2, nas populagdes P1, P2 e P1x2. Legendas: P1= BR-105; P2= BR-106; P1x2= hibridos
simples entre P1 e P2.; Coleta 1= 6,5 semanas de cultivo; Coleta 2= 10 semanas de cultivo.

Considerando-se as diferengas entre as populagdes parentais P1 e P2, e
entre essas € a P1x2 na ocorréncia de endéfitos, estas somente foram significativas
no Local 1 (Tabela 4.4-C). Entretanto a P1x2 foi a unica a apresentar em ambos
locais diferengas significativas entre os genotipos (Tabelas 4.4-C e 4.4-E). Estes
resultados sugerem uma maior homogeinidade na especificidade dos endéfitos pelos
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diferentes genétipos ensaiados nas populagdes parentais, do que na P1x2, onde
provavelmente os genétipos sdo muito mais heterogéneos entre si.

]
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Figura 4.6. Gréfico representativo da percentagem relativa de ocorréncia de bactérias endofiticas de milho,
nas coletas 1 e 2, nas populagdes de milho P1, P2 e P1x2. Considerando-se juntos os dois locais. Legendas:
Coleta 1= 6,5 semanas de cultivo; Coleta 2= 10 semanas de cultivo; P1 (BR-105); P2 (BR-106); P1x2
(hibridos simples entre P1 e P2). Ocorréncia total de 169 colonias.

Devido a escassez de estudos referentes a especificidade de bactérias
endofiticas com seus hospedeiros vale ressaltar aqui um importante estudo realizado
por Sieber et al. (1988), com fungos endofiticos de trigo. Estes autores abordaram
no referido estudo quatro aspectos distintos: 1) comparando as relagdes do
endofitico Septoria nodorum em quatro diferentes variedades de trigo de inverno; 2)
registrando a ocorréncia desses fungos em trigo; 3) comparando as populagdes de
fungos endofiticos em lugares com diferentes condi¢des climaticas, e por fim, 4)
comparando a frequéncia de isolados em diferentes 6rgdos de plantas. As espécies
de fungos mais frequentes isoladas a partir de raizes, colmo, folhas, glume e semente
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semente foram agrupadas em quatro grupos. Tais autores também demonstraram que
as populagdes de fungos endofiticos sdo significativamente influenciadas pelas
diferentes condi¢Oes climaticas dos ambientes onde se encontram os hospedeiros.
Em ordem de importéncia, influenciaram as populagdes de fungos, quantitativa e
qualitativamente, em ordem decrescente: oOrgdos da planta, ambiente, periodo
vegetativo e por ultimo a cultivar.

4.2. Identificacido dos isolados bacterianos

Dentre os 169 isolados iniciais foram selecionados para identificagdo
30 que representavam tipos morfologicos distintos. A lista dos isolados identificados
o respectivo género a que pertencem sdo indicados na Tabela 4.5. As Tabelas 4.6 e
4.7 trazem as caracteristicas bioquimicas e morfologicas apresentadas pelos
diferentes géneros identificados neste trabalho. As identificagdes foram realizadas
na Fundagdo Tropical de Tecnologia "Andre Tosello", Campinas (SP), de acordo
com métodos bioquimicos e morfologicos classicos

O género mais frequente foi Bacillus, perfazendo 55% dos isolados
identificados. A Figura 4.7 mostra a distribui¢do dos géneros identificados. Lalande
et al. (1989) relataram em raiz de 20 plantas de hibridos de milho, a ocorréncia de
88% de endofiticos pertencentes ao género Bacillus, 11% de Pseudomonas ¢ 1% de
Corynebacterium. Mclnroy & Kloepper (1991), também em milho, relataram o
género Bacillus como o mais ocorrente , seguido por Pseudomonas, verificando a
ocorréncia destes géneros tanto em fase poés germinativa, quanto na fase de
maturidade das plantas.

Os resultados acima relatados, diferem parcialmente dos encontrados
por Fisher et al. (1992) em haste de milho, onde os géneros isolados foram
Enterobacter, Pseudomonas, Klebsiela e Vibrio.
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Tabela 4.5. Identificagfo dos isolados de bactérias endofiticas de milho quanto ao género.

Género Isolados

Bacillus EN160/EN125/EN94/EN44/EN31/EN45/
ENI166/EN159/EN164/EN43/EN152/ENS0/
ENO1/EN06/ EN57

Corynebacterium | EN156/EN57/EN69/EN113/EN122

Erwinia EN96

Listeria EN104/EN121/EN75

Micrococcus EN65/EN19/EN112/EN101

Pseudomonas ENS6/ENT8

De acordo com Holt et al. (1994), os géneros identificados tém as
seguintes ocorréncias: Bacillus, encontrados numa grande variedade de habitates,
com poucas espécies sendo patogénicas a vertebrados ou invertebrados;
Corynebacterium, fundamentalmente parasitas obrigatorios de membranas mucosas
ou pele de mamiferos, ocorrem ocasionalmente em outras fontes, com algumas
espécies sendo patogé€nicas aos mamiferos; Erwinia, género associado a plantas
como patogenos, saprofitas, ou constituintes da flora epifitica, sendo muito
raramente isolados de seres humanos; Pseudomonas, género amplamente distribuido
na natureza, sendo algumas espécies patogénicas para o homem, animais e plantas;
Micrococcus, género que ocorre fundamentalmente na pele de mamiferos e no solo,
sendo também muito isolado de produtos alimenticios e do ar.

Entretanto, numerosos trabalhos atuais vém relatando alguns desses
géneros como endéfitos de diversas culturas. O género Bacillus ja foi isolado, como
endofito, também em plantas de algoddo (Misaghi & Donndelinger, 1990) ¢ de
beterraba (Jacobs et al., 1985).

Cother & Dowling (1986) isolaram de cebola dentre outros, o género
Erwinia; em plantas de soja Volksch et al. (1992) isolaram Erwinia e Pseudomonas,
em algoddo Misaghi & Donndelinger (1990) isolaram Bacillus e Erwinia. Em
plantas de cactus os géneros Pseudomonas e Erwinia foram isolados por Foster &
Fogleman (1993); em girassol (Helianthus annuus) o género Pseudomonas foi
encontrado por Fages & Lux (1991). Ainda em beterraba foram encontrados os
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géneros Corynebacterium, Erwinia e Pseudomonas ( Jacobs et al., 1985), todos na
forma endofitica.

Certamente esta lista de géneros de bactérias endofiticas poderia se
estender bastante, visto que atualmente vém se intensificando os estudos de
isolamento destes microrganismos em intmeras culturas agricolas, mas o intuito
aqui foi simplesmente o de enumerar alguns dos géneros encontrados na forma
endofitica e associar com os resultados obtidos neste trabalho com os dados ja
citados anteriormente na literatura, o que vem complementar os dados de ocorréncia
para alguns desses géneros citados por Holt ez al. (1994).



19

€0 eaed oysinboy

(o]1y9IoB0INIW) OqoIsE 0190108 01408 OATIBJ[NOBY 01GOIIBUR OATIB}[NOBY 01qOISBUE {o]1yoIeBOIdIW) 01q0IS8
[PAFLIBA - - - + - dA
aN aN aN anN aN aN WA
+ aN - - - + 1240
OATIBIUAULIS /OATBPIX0 (cAnEpIx(y) opau] (oAnEpIXQ) FHYY 950013 8p "JUSULIY/PIXO (oAnEpIXQ) 2pouY (oAnepIxQ) 2psu] ISL
[PABLIBA - + + - - 958pIXQ
aN - - - + - BURIUI
[PABLIBA JPABLIBA SHauf |prouy syauy [PABLIEA 40
[PABLIBA [PABLIEA + - + + OBIIN
1PABUBA + + + - - ApBPINON
aN - aN - + - KaxquodopW
aN - - [PABLIBA - - BuISI]
- - - - - - Topug
+ + aN aN aN - BUNBD
anN aN aN aN + aN Wdd
+ - - [PABLIEA + - SEET)
+ + + + + + IsBIBIE])
+ - aN [PABLIBA aN - BUSSE)
aN - - - - aN s3Iy
PAgLBA - aN - (N aN opruy
aN + aN + aN aN BUINOSOY
snjjeyg BLISISY] SBUOUIOPNIS ] WNLARYIVAIOD) vpupMIy SNII0201ITA BI[ISLIa3I8IB])

"OYJI 9P SY[OJ 9P SLONIJOPUS SBLIPIOR] 3P SOIOUYF SOP OBSEOLIUAPI BU SOPRZI[NN SOoNuInboiq $9159] SOB $905831 3 SEONSLISIORIE)) ‘9'f B[aqRL



sajuasoxd sojuasne SojuAsne sojuasne sajosne sojuasne solodsy
[PABLIBA sjuasaxd ayuasaxd auasaxd Juasne ojuasne apepINoN
Seropes umn SB[y sodni3 SEINP0 7XT sodnig no
NO SOPE[OSI :[9ABLIBA X 1O SOpeJosI SOPRIOSI MO SBIN[PO 7X7 N0 SOPEJOSI no sepedied  semypo 7Xg NO SOPBIOSI ofuerry
sojouolseq SO7108G0202 sejauolseq $3j0U0158q $919u0ISBq $0200 BULIOY
oanisod oanisod oanedau oanisod oAnegou oamsod  wrein) op ogdero[o)
snyoey BLIQ)SI]  SEUOWOPNIsS] WNLIANIEQIULI0) erurALyg SNII0I0IINA] SBRINSLIdIRIR)

9

"OY[SW 9 SBY[OJ 9P SEONIJOPUD STLRIORq 9P S015U3 SOP 0BIBOYTIUSPI BU SEPRZI[IN SEOIFO[0HOW SLsnSLsIoeIe)) 'L ' BoqeR L,



63

12%

6% B Bacillus sp.

M Corynebacterium sp.

304 . yn p:
» O Micrococcus sp.

Listeria sp.

W Pseudomonas sp.

Erwinia sp.

55%

Figura 4.7. Distribuicdo em percentagem de géneros de bactérias endofiticas isoladas de folhas de plantas de
milho (Zea mays L.).

4.3. Teste antagonistico in vitro

Os resultados obtidos com este ensaio mostram que ndo houve
producdo de compostos toxicos pelos fungos endofiticos isolados de milho, capazes
de afetar ou inibir o crescimento das bactérias endofiticas selecionadas ao acaso e
ensaiadas in vitro (Tabela 4.8), indicando um tipo de associagdo diferente da que
ocorreu entre os isolados ENO1 e ENO7, pertencentes ao género Bacillus e duas
linhagens sabidamente produtoras de penicilina de Penicillium crhysogenum
utilizadas como controle. Nesse caso, ocorreu uma antibiose.

Diversos aspectos poderiam ser discutidos aqui, quanto a n#o
incidéncia de reagdo antagonistica entre os fungos e as bactérias endofiticas
ensaiadas, neste caso isolados de plantas pertencentes as mesmas populagdes. Mas
um aspecto interessante € que tais resultados trazem indicios de uma associagio
benéfica entre os diferentes microrganismos endofiticos. Entretanto, Assis et
al.(1995) utilizaram com sucesso Bacillus spp e bactérias endofiticas obtidas do
filoplano de couve, repolho, rabanete e couve-flor, como agentes antagonistas a
Xanthomonas campestris, sob condigdes de casa de vegetagdo, indicando a
utilizagdo desses microrganismos no controle biolégico de doengas causadas por este
fitopatogeno.
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Em estudos posteriores seria de grande valia no entendimento da
associagdo planta-microrganismos endofiticos, estudos de reinfec¢do desses
microrganismos em plantas axénicas de milho, em condi¢des de casa de vegetagdo.
Desta forma alguns dos mecanismos envolvidos na associagdo poderiam ser
investigados de maneira mais abrangente. Entretanto, os resultados aqui obtidos
endossam a possivel ocorréncia destes microganismos como enddfitos simultineos
de plantas de milho. Dentro deste contexto, seriam de grande valia também
investigagdes abordando o referido tema, com relagdo a especificidade e
estabelecimento desse fenomeno; fungdes regulatérias dos microrganismos
endofiticos na planta; e sobre o controle das interagdes microrganismos-planta
durante a fase endofitica (ndo-patogénica).

Tabela 4.8. Crescimento in vitro de isolados de bactérias endofiticas de milho, em associagio com
linhagens de fungos endofiticos Penicillium spinulosum (PsL2), P. purpurogenum (PpL19) ¢ Fusarium
moniliforme (FmL.38), e ndo endofiticos ¢ produtores de penicilina P. chrysogenum (Pc4626 e Pcl1671).

Isolado Pc4626 Pci1671 PsL2 PpL19 FmL38
EO1 Bacillus - - + + +
EO5 N.L.* + + + + +
EO06 Bacillus + + + + +
E16 N.I + + + + +
E19 Micrococcus - - + + +
E57 Bacillus + + + + +
E65 N.I + + + + +
E69 Corynebacterium + + + + +
E101 Micrococcus + + + + +
E112 Micrococcus + + + + +

(+)= Crescimento bacteriano
(=)= Auséncia de crescimento bacteriano

N.I*= Isolado nfo identificado
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4.4. Andlise de RAPD
4.4.1. Padronizacdo da técnica e seleciio de oligonucleotidios

Inicialmente o DNA gendmico de dois isolados, denominados EN103
e ENO6, foram utilizados para ajuste da reacdo de amplificagdo, onde variaram as
concentragdes de DNA gendmico, magnésio e Tag-DNA polimerase. De acordo
com Williams (1993) as principais variaveis a serem ensaiadas sdo as concentragdes
de DNA genomico e de Mg, pois uma concentragéo alta desses componentes pode
causar perda de bandas e quando muito baixa, pode originar bandas ndo
reproduziveis. A escolha do "primer" pode influenciar a quantidade de informagio
genética obtida sobre as relag3es entre os isolados ensaiados e a utilizagdo de outros
"primers" com os mesmos isolados pode clarear as similaridades ou diferengas que
de outra forma poderiam permanecer ndo detectaveis (Harrison et al, 1992).
Portanto, este pré-teste serviu também para selegdo de primers, cujos padrdes de
amplificagdo se encontram na Figura 4.8.

Segundo Williams er al. (1990) "primers" com menos de 9
nucleotidios sdo ineficientes para produzir amplificagio em soja. Entretanto o
tamanho do genoma de bactérias é muito menor e, com o uso de "primers" mais
longos pode-se esperar menos informag#o, devido ao tamanho limitado dos genomas
desses procariotos, que possuem poucos sitios alvo (Harrison et al., 1992). Em vista
disso foram utilizados no presente trabalho "primers" de 10 nucleotidios, onde
verificou-se a habilidade de amplificar DNA de Bacillus spp. Um outro fato
relevante foi descrito por Williams ef al. (1990), onde demonstraram que "primers"
usados para amplificar DNA de soja deveriam ter pelo menos 40% de contetido de
bases CG e que um bom padrdo de amplificagdo foi obtido com até 100% de CG.
Também a temperatura de anelamento deve ser maior para "primers" com alto
conteido CG e os dados de Caetano-Anollés et al. (1991) indicaram que primers
com alto contetdo CG dido mais produtos de amplificagdo. No presente trabalho os
"primers" utilizados tinham todos 70% de CG, e suas estruturas e composi¢do de
bases estdo na tabela 3.6.1(Material e Métodos).

Foram ensaiadas concentra¢cdes de DNA gendmico de 2,5; 5,0; 10,0 e
25,0ng/reagdo, concentragdes de MgCly variando de 2 a 5 mM e concentragdes de
Tag-DNA polimerase de 0,5 a 2,0U. Vinte oligonucleotidios pertencentes aos "kits"
OPX e OPE (item 3.3.18), foram ensaiados. Em todos os experimentos foram
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realizadas reagdes controle, sem conteudo de DNA genOmico, para verificar a
possivel ocorréncia de amplificag@o por contaminantes.

Foram selecionadas as concentragdes de Tag-DNA polimerase (2,0U);
MgCly (6,5mM) e quantidade de DNA gendmico (5ng), e dos vinte diferentes
oligonucleotidios ensaiados com DNA genomico dos isolados endofiticos (EN103 e
ENO06), foram selecionados para as reagdes de amplificacdo os cinco a seguir:
OPX07, OPE02, OPEll, OPE12 e OPE14 (Tabela 3.6.1). Dentre os vinte
oligonucleotidios ensaiados, ndo apresentaram padrdes de amplificagdo em ambos
isolados utilizados, os oligonucleotidios OPEO1, OPE04, OPE13, OPX01 e OPXO04.
As condigdes de amplificagdo foram padronizadas para todos os oligonucleotidios
ensaiados (item 3.6.2).

4.4.2. Polimorfismo por RAPD

Apbs a otimizagdo da técnica de RAPD, foram ensaiados os DNAs
extraidos de treze isolados endofiticos pertencentes ao gé€nero Bacillus, referentes a
trés populagGes hospedeiras distintas, obtidos em dois diferentes locais (Caterpillar e
Faz. Areido- Areas Experimentais do Depto. Genética da ESALQ/USP), em duas
coletas em cada local respectivo. Juntamente com esses, foram também ensaiadas
duas linhagens de referéncia, nio endofiticas: Bacillus megaterium 3026 e Bacillus
subtilis 2471, para verificar as relagdes entre esses e os isolados endofiticos (Tabela
4.9).

Estudos recentes t€m sido realizados em muitas espécies de bactérias,
visando verificar as relagdes entre dois grupos patogenicamente distintos, para o
estabelecimento de um sistema de subespécies ou patovares, como o realizado por
Chen et al. (1995), em Xylella fastidiosa. Outros autores como Harrison et al.
(1992), tém procurado por meio da técnica de RAPD, um método de identificagdo
de estirpes de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii, que pudesse distingui-las
rapidamente entre um nimero limitado de estirpes em sistemas artificiais e também
pudesse ser utilizado no estudo de populagdes selvagens. Uma técnica como o
RAPD pode ser otimizada, de acordo com as caracteristicas de cada espécie e
aperfeicoada para a utilizagdo em diversos ensaios, evitando técnicas empregadas
com éxito atualmente, mas que consomem muito tempo e s3o relativamente
dispendiosas, como o RFLP.
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Tabela 4.9. Dados referentes ao codigo dos isolados utilizados no ensaio de RAPD, e seus respectivos locais
de coleta, mamero de coleta e populagio de milho hospedeira (P1=BR105; P2=BR106 ¢ P1x2= Hibridos
simples entre P1 e P2). Coleta 1= 6,5 semanas de cultivo; Coleta 2= 10 semanas de cultivo.

Codigo RAPD Isolado Local de Coleta Coleta Populacio Hospedeira

EO1* 2471

E02* 3026

E03 EN43 Caterpillar 1 P2
E04 EN45 Caterpillar 1 P2
EO5 ENO06 Areido 1 P2
E06 ENS82 Caterpillar 1 P1
E07 EN91 Caterpillar 1 Pix2
E08 EN164  Caterpillar 2 P2
E09 EN160  Caterpillar 2 P2
El0 EN159 Caterpillar 2 P2
Ell EN125  Caterpillar 1 Pix2
El2 EN152  Caterpillar 2 P2
E13 EN31 Areido i Pix2
El4 EN103  Caterpillar 1 Pix2
E15 EN166  Caterpillar 2 P2

* Linhagens de referéncia

No presente estudo, obtiveram-se padrdes de bandas distinguiveis
entre os isolados endofiticos de Bacillus, quando utilizados os seus DNA's e cinco
dos oligonucleotidios ensaiados e selecionados previamente: OPX07, OPEO02,
OPE14, OPE12 e OPE11, tendo sido obtidas 67 bandas, onde todas se mostraram
polimorficas. Os oligonucleotidios produziram de 7 a 18 bandas, sendo 13 o niimero
médio de bandas obtidas nos cinco oligonucleotidios wusados. Um padrio
representativo das bandas € mostrado na figura 4.9. Houveram dois tipos de bandas
de DNA, que podem ser definidas como fortes ou fracas, o que ja havia sido
encontrado previamente por Chen et al. (1995), na bactéria Xylella fastidiosa.
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Figura 4.8. Padrdo de selegio de “primers” em linhagens endofiticas de Bacillus sp. isolados de folhas de
milho. {A) "Primers" OPE (01 a 15) e OPX (01, 04, 07, 03), testados no isolado EN103; (B) “primers”
OPX-08, isolado EN103; “primers” OPE (01 a 15) e OPX (01 e 03), testados no isolado ENO6.
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Figura 4.9. Padrdo representativo de bandas obtidas por amplificago com o primer E14, em linhagens
endofiticas de Bacillus sp. isolados de folhas de milho. Da esquerda para a direita da foto observa-se na
primeira canaleta o padrdo A, nas duas canaletas subsequentes os padrdes de bandas dos Bacillus ndo

endofiticos ¢ os restantes sdo os padrdes de bandas dos isolados endofiticos.
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Os padrdes de amplificagdo foram utilizados para a construgdo da
matriz de similaridade (Figura 4.10), e para estabelecimento de uma possivel
associa¢do dos coeficientes de similaridade resultantes da analise UPGMA, com o
local de coleta, coleta e populagdo hospedeira de origem entre os isolados
endofiticos analisados.

O perfil de bandas obtidas com o primer OPE14 mostrado na figura
4.9 mostra que para um primer individual os isolados apresentaram até 14 diferentes
bandas nitidas. Foram ainda obtidas 12 bandas nitidas com o primer OPX07, sete
com o primer OPE02, 18 com o primer OPE12 ¢ 16 com o primer OPE1l. Os

diferentes perfis de DNA obtidos pelos cinco oligonucleotidios foram combinados e
subdivididos dentro dos grupos.

EOL1 ! 1.000

EO2 { 0.375 1.000

EO3 ! 0.150 0.268 1.000

EO4 ! 0.270 0.262 0.196 1.C00

EO5 ! 0.125 0.186 0.353 0.227 1.000

EO6 | 0.129 0.206 0.132 0.158 0.105 1.000

EO7 | 0.268 0.318 0.250 0.525 0.229 0.225 1.000

EO8 | 0.208 0.261 0.224 0.694 0.180 0.225 0.692 1.000

EOS | 0.256 0.250 0.282 0.537 0.271 0.186 0.700 0.744 1.000

E10 | 0.357 0.257 0.243 0.343 0.2186 0.128 0.300 0.368 0.421 1.000

El1l | 0.265 0.324 0.244 0.268 0.250 0.212 0.357 0.326 0.341 0.162 1.000

E12 | O0.171 0.175 0.225 0.351 0.171 0.226 0.528 0.410 0.462 0.171 0.150 1.000

E13 | 0.300 0.406 0.205 0.200 0.243 0.200 0.262 0.205 0.250 0.258 0.257 0.077 1.000

14 ¢ 0.188 0.158 0.243 0.205 0.286 0.094 0.130 0.130 0.174 0.188 0.194 0.171 0.182 1.000
€15 | 0.282 0.273 0.261 0.386 0.213 0.205 0.600 0.730 0.692 0.389 0.310 0.385 0.244 0.190 1.000

Figura 4.10. Matriz de similaridade obtida a partir do coeficiente de Jaccard, para os isolados endofiticos
de Bacillus sp. isolados de folhas de milho.
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RAPD DE BACILLUS ENDOFITICOS DE MILHO
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Figura 4.11. Dendrograma usando “UPGMA algoritmo” para agrupar os treze isolados de Bacillus
endofiticos e as duas espécies de referéncia Bacillus megaterium (3026) e Bacillus subtilis (2471), com base

em seus indices de similaridade.

Os produtos de amplificagdo dos isolados foram diferentes, em sua
maioria, daqueles obtidos para as espécies de referéncia: Bacillus megaterium 3026
e Bacillus subtilis 2471, de origem ndo endéfita e obtidos da colegdo de culturas da
FTPTAT. Exceto para dois dos isolados endofiticos, dentre os 13 isolados
endofiticos de Bacillus e as linhagens 3026 e 2471.

Quatro grupos distintos com baixa similaridade, de aproximadamente
32% puderam ser distinguidos, o que pode ser visto no dendrograma representado na
Figura 4.11. Apenas com o intuito de uma comparagio, a grosso modo, o coeficiente
médio, obtido pelo valor médio da soma dos dados da matriz de similaridade possui
valor igual a 0,283 ou 28,3%. Com base em tais resultados, conclui-se que embora
os isolados endofiticos sejam do género Bacillus, apresentanto portanto
caracteristicas fenotipicas semelhantes aos Bacillus spp. ndo endofiticos (Linhagens
3026 e 2471), estes ndo se apresentam geneticamente muito similares.

Nos trés primeiros grupos, ocorre a divisdo em dois subgrupos. Dentro
do primeiro grupo, estdo no primeiro subgrupo a linhagem tipo de Bacillus subtilis
2471 e o isolado endofitico de Bacillus EN159, com 40% de similaridade; no
subgrupo 2, estdo a linhagem tipo de Bacillus megaterium 3026 e o isolado
endofitico EN31, com 45% de similaridade.
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Os grupos restantes, foram constituidos somente por representantes
dos isolados endofiticos. Para o grupo dois, ambos subgrupos um e dois, continham
individuos provenientes do mesmo local de origem, que era a area experimental da
Caterpillar, e provenientes das duas coletas realizadas durante o experimento (la. e
2a.), e de duas populagdes distintas (P2 e P1x2). No subgrupo um encontram-se
individuos com até¢ 70% de similaridade entre si, como por exemplo os isolados
EN164, EN160 e EN166, o que sugere uma relagéo genética entre eles. Entretanto, o
subgrupo 2 € constituido apenas pelo isolado EN125.

No grupo trés, encontram-se como representantes dos dois subgrupos
individuos provenientes também das populagdes P2 e P1x2, porém todos pertenciam
a primeira coleta, ndo havendo especificidade de locais pois provinham tanto da
Caterpillar quanto da Fazenda Areido. Por tltimo, Ginico no quarto grupo esta o
isolado EN82, que curiosamente era o unico isolado pertencente a populagdo P1,
esta proveniente de uma planta da primeira coleta na Caterpillar, sendo o indice de
dissimilaridade (1-cs) deste com todo o grupo de aproximadamente 84%. Entretanto,
morfologicamente e de acordo com os testes bioquimicos, o isolado EN82 pertence
ao género Bacillus, o que poderia sugerir uma grande diferenga entre os isolados de
Bacillus das duas populagdes. Faz-se portanto, necessario uma melhor investigagéo,
aumentando-se o nimero de isolados pertencentes a populagdo P1, para uma
conclusdo acerca do grau de similaridade dos endofiticos provenientes desta com os
provenientes de outras populagdes.

A variagdo da similaridade em percentagem dentro dos diferentes
grupos indicou uma associagdo entre alguns isolados com a coleta e o local de
coleta, como vistos nos grupos dois e trés, respectivamente. Tais resultados podem
ser considerados como tnicos, visto que até a presente ndo se encontra disponivel
nenhum estudo referente a analise de RAPD de isolados endofiticos. Portanto, a
discussdo dos resultados do presente estudo tem sido realizada em grande parte por
comparagdo com analises de isolados ambientais, derivados de alimentos estragados
ou patogenos de culturas de grande importincia econdmica. Isto vem dificultar a
adequada abordagem do assunto em questdo, pela falta de dados comparativos
referentes a outros endofiticos, e especialmente pertencentes aos taxa das bactérias

Até o momento numerosas técnicas para diferenciagdo de Bacillus spp.
foram descritas na literatura, como a sorotipagem, a tipagem utilizando-se fago
("phagetyping"), eletroforese de proteinas, sistemas de tipagem por bacteriocinas e
métodos moleculares. De acordo com os resultados do presente estudo, a técnica de
RAPD prové uma nova forma de abordagem do assunto em questdo, além de ja ter
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sido utilizada para a tipagem epidemiolégica de Listeria spp. Campylobacter spp.
Brucella spp. e Candida spp., segundo Stephan et al. (1994), os quais por sua vez,
realizaram a caracterizagdo de Bacillus licheniformis, isolados de alimentos
contaminados, por meio da utilizagdo de dois "primers". Os referidos autores
determinaram 10 estirpes dentro do grupo de 46 isolados, e encontraram ainda
diferentes padrdes para oito estirpes de Bacillus spp. de um grupo diferente ao dos
isolados.
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5.CONCLUSOES

1.) Bactérias endofiticas sdo encontradas em milho, tendo sido
identificados no presente trabalho seis géneros: Bacillus sp.; Corynebacterium sp.;
Erwinia sp.; Micrococcus sp.; Listeria sp. € Pseudomonas sp, dentre os 30 isolados
selecionados ao acaso, como amostra dos diferentes grupos morfologicos definidos
entre 169 colonias isoladas.

2.) O género mais freqiiente entre os isolados representativos da flora
bacteriana isoladas de folhas de plantas de milho sadias foi o género Bacillus, com
55% de ocorréncia.

3) O estudo de frequéncia de infecgdo, através da percentagem de
ocorréncia de colonias em diferentes geno6tipos, nas tré€s populagGes citadas, revelou
haver diferengas significativas entre locais, coletas e gendtipos nas diferentes
populagdes analisadas. A diferenca entre locais sendo provavelmente devida a
diferenca de solos das duas areas experimentais testadas; entre coletas refletindo a
fase de desenvolvimento da planta e de gendtipos, sugerindo uma especificidade
entre determinados genotipos hospedeiros e os endofitos analisados.

4.) Existe ampla variabilidade genética entre os treze isolados de
Bacillus endofiticos analisados por meio de marcadores RAPD, diferindo os
produtos de amplificagdo, em sua maioria, daqueles obtidos para as espécies de
referéncia: Bacillus megaterium e Bacillus subtilis, de origem ndo endofitica. A
partir da analise da matriz de similaridade e dendrograma obtidos para os isolados
testados, ndo obsevou-se nos quatro grupos com 32% de similaridade entre si, uma
relagdo geral entre coleta e local de coleta, e os isolados.
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5.) O ensaio de antagonismo in vitro, entre as bactérias e fungos
endofiticos ensaiados no presente estudo, ambos isolados de plantas de milho de
mesma origem, revelou ndo haver produgdo de compostos toxicos pelos fungos
endofiticos, capazes de afetar ou inibir o crescimento das bactérias endofiticas.
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