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"Foi no nosso tempo que a Biologia perdeu a sua inocéncia
multissecular. Dantes ela contava os segmentos dos artrépodes e as
inflorescéncias das fanerogémicas, descrevia a anatomia e a
fisiologia dos corpos, mas estava inocente da maldade dos espiritos.

Mas, um dia, comegou a entrar na pele dos seres vivos, a
estudar a quimica das sensacbes e a dissecar as moléculas da
hereditariedade. Descobriu que desde o primeiro atomo de
hidrogénio até a mente humana, toda a universal diversidade ¢
trespassada por um fio de unidade elementar. Atraves dele, foi
penetrando no mundo do pensamento, & acabou por se ver
envolvida nos problemas sociais, filoséficos, religiosos e politico dos
homens.

De inocente, a Biologia passou a ser considerada responsavel
por boa parte dos caminhos que trilha a nossa civilizagdo.”

(Luis J. Archer)
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ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO
GENETICA DE BACTERIAS ENDOFITICAS DE
PORTA-ENXERTOS DE CITROS

Autor: Welington Luiz de Araujo
Orientador: Prof. Dr. Jodo Lucio de Azevedo

RESUMO

Enddfitos s@o microrganismos que em pelo menos uma fase do seu ciclo de vida,
habitam o interior de tecidos da parte aérea de plantas assintomaticas. Foi realizado um estudo
sobre a populacéo bacteriana endofitica de dez porta-enxertos de citros, mantidos no Centro
de Citricultura Sylvio Moreira-IAC. Foram isolados de explantes foliares principalmente dois
grupos bacterianos: um deles constituido de isolados do género Bacillus (incluindo B. pumilus,
B. megaterium, B. cereus, B. lentus) e outro, constituido por Erwinia herbicola. Verificou-se que
a espécie mais frequente foi E. herbicola (24,45%); entretanto, se for considerado o género,
Bacillus foi o mais frequente (50,98%). A presenca em maior frequéncia de isolados deste
género se deve provavelmente a resisténcia de seus enddsporos ao tratamento para
desinfeccdo superficial dos tecidos foliares, pois resultados obtidos da interacdo destas
bactérias com o fungo endgcfitico Guignardia citricarpa e analise via marcadores de RAPD,
sugerem que Bacillus spp. fazem parte da populagéo epifitica destas plantas, e eventuaimente
podem entrar no hospedeiro por meio de aberturas como estébmatos e/ou ferimentos, sendo
nestes casos considerados como endofitos facultativos. J&, E. herbicola apresenta uma
associagdo simbidtica com o fungo endofitico estudado, o qual deve favorecer a colonizagéo
bacteriana no hospedeiro. Esta caracteristica aliada ao fato de que esta bactéria,
frequentemente isolada de plantas como endéfita, apresentou pequena divergéncia genética,
detectada por marcadores de RAPD e perfil plasmidial, sugerem gque deva ocorrer uma intima
interag&o entre o fungo G. citricarpa, a bactéria endofitica e a planta hospedeira, a qual deve
manter reduzida a variabilidade genética neste grupo bacteriano. A constatag&o do estado
endofitico de £. herbicola, juntamente com esta interagdo com a planta, mostra a possibilidade
de se utilizar esta espécie para a introdugéo de caracteristicas de interesse em porta-enxertos

de citros.
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SUMMARY

Endophytes are microorganisms which live inside aerial tissue of assyntomatic
plants, during at least one phase of their life cycles. Ten rootstocks citrus were used. In order to
get insights about their endophytic bacterial population. Endophytic bacteria were isolated from
foliar tissue and could be divided in two main groups. The first group was formed by Bacillus
(including B. megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. lentus), and a second group was formed by
Erwinia herbicola. The frequencies of bacteria from group one and two were 50,98% and
24,45%, respectively. The high frequency of the genus Bacillus found in the bacterial population
is probably due to the endospore resistance to superficial desinfection of the leaf tissue. This
observation was based on the interaction showed by these bacterias with the endophytic fungi
Guignardia citricarpa and RAPD analysis, suggesting that Baciflus spp. is part of the epiphytic
population of this plants. Eventually these epiphytic bacteria it may penetrate inside the host by
stomats or injuries and in this case they could be considerered facultative endophytes.
However, E. herbicola shows a simbiotic association with the studied endophytic fungi, which
favours the bacterial colonization of the host. This finding, plus the low genetic divergence of
several isolates from this bacteria, detected by RAPD and plasmidial profile, suggested that E.
herbicola occurs in a close interaction with the fungus. The endophytic state of E. herbicola,
added to its interaction with the host plants, suggests the possibility of using this species for the
introduction of characteristics of interest in rootstocks citrus.



1. INTRODUGAO

Endéfitos sdo microrganismos que, em pelo menos uma fase
do seu ciclo de vida, habitam o interior de tecidos da parte aérea de
plantas assintomaticas. Devido ao grau de interagdo entre o endéfito e a
planta hospedeira, estes microrganismos podem ser classificados como
enddéfitos facultativos ou endoéfitos verdadeiros. Embora estes
microrganismos possam ser confundidos com patégenos latentes, estudos
anteriores verificaram que os microrganismos endofiticos apresentam
importante interagdo com a planta hospedeira, pois podem produzir
compostos que diminuem a herbivoria, podem conferir resisténcia a
patbgenos, ou ainda podem aumentar o poder de germinagdo de
sementes infectadas. Em contrapartida, estes endoéfitos podem receber
protecado e nutrientes do hospedeiro.

O estudo desta interagdo possibilitara a utilizacdo destes
endoéfitos em programas de melhoramento de espécies vegetais de
interesse, pois estes microrganismos endofiticos podem ser manipulados
geneticamente e reintroduzidos na planta hospedeira, conferindo novas
caracteristicas a essa planta, como resisténcia a patdégenos e a pragas,
producao de proteinas e vitaminas.

Atualmente, pouco se conhece a respeito dos aspectos
ecoldgicos, fisioldgicos e genéticos envolvidos nesta interacéo, entretanto,
ja se conhece a importancia dos endofitos para a planta e o seu potencial
biotecnologico. Por esses motivos, o0s estudos sobre estes
microrganismos se intensificaram a partir da década de 80, visando o
entendimento desta associacéo.

Dentro deste contexto, para o entendimento desta interacao,
se faz necessario o isolamento dos microrganismos endofiticos do interior



de plantas de interesse, enquanto que para a compreensao dos aspectos
genéticos envolvidos, inicialmente sdo necessarios estudos para se
detectar variabilidade genética nos isolados de interesse.

O RAPD ("Random Amplified Polymorphic DNA"), baseado na
técnica da PCR ("Polymerase Chain Reaction"), € um importante método
para se detectar, rapida e eficientemente variabilidade genética entre
individuos semelhantes, além de apresentar inumeras vantagens sobre
outras técnicas moleculares como o RFLP ("Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms"), e a PCR. Outra forma de se verificar variabilidade
genética em bactérias, € por meio da analise do conteudo de DNA
plasmidial presente em diferentes isolados, pois estas estruturas
extracromossomicas frequentemente sdo associadas a especificidade dos
isolados ao seu habitat de origem.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve por objetivos:

» Isolar e identificar bactérias endofiticas de 10 porta-enxertos utilizados
na citricultura.

» Caracterizar geneticamente estes isolados por meio de marcadores de
RAPD e perfil plasmidial.

« Verificar a ocorréncia de especificidade dos genotipos bacterianos aos
gendtipos das plantas hospedeiras.

» Verificar o efeito dos fungos isolados endofiticamente de citros,
Guignardia citricarpa e Colletotrichum gloeosporioides sobre os
isolados bacterianos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Microrganismos Endofiticos

2.1.1. Conceitos gerais

A interacdo entre plantas e microrganismos € relatada ha
muito tempo, porém, com excessdo da associagdo entre fungos
micorrizicos e plantas e organismos diazotréficos da rizosfera, acreditava-
se que esta interacdo levava a formacgéo de lesdes nos tecidos vegetais,
as quais poderiam causar a morte da planta. Entretanto, vem sendo
registrada a presenca de microrganismos no interior de tecidos vegetais
assintomaticos abrindo novas perspectivas para o estudo da interagdo
planta/microrganismos. Especial aten¢do vem sendo dada a possibilidade
da utilizacdo destes microrganismos como vetores para a introducéo de
caracteristicas desejadas em plantas de interesse.

De acordo com Bary (1866)! citado por Stone (1986), a
microbiota micética do interior de tecidos vegetais assintomaticos ou néo,
incluindo fungos que apresentam interacdes antagbnicas, neutras ou
simbidnticas com a planta, € denominada de endodfita. Entretanto, com a
realizacdo de inumeros trabalhos e a verificagdo da importancia destes
microrganismos do interior de tecidos vegetais, este conceito de enddéfito
foi alterado e atuaimente denomina-se enddfitos todos os microrganismos
capazes de colonizar, em alguma fase do seu ciclo vida, tecidos vegetais

1 BARY, A. de. Morphologie und physiologie der Pilze. Flechten, und Myxomyceten. vol. 1l
Hofmeister's Handbook of Physiological Botany, Leipzig, 1866.



da parte aérea, sem causar danos a planta (Carroll, 19862, modificado por
Petrini, 1991), porém, neste conceito sdo excluidos os fungos micorrizicos
e microrganismos n&o micorrizicos presentes no interior de tecidos
radiculares.

A identificacdo de um microrganismo como endofito deve ser
vista com cautela, pois, segundo Sinclair (1991) a colonizacdo de plantas
por microrganismos endofiticos pode ser semelhante, em muitos casos, a
infeccdes latentes por fitopatogenos. Além disso, esta interacdo entre
endofitos e seus hospedeiros pode ser alterada por meio de mudancas
ambientais e microbiologicas drasticas que ativam o crescimento e a
patogenicidade de microrganismos endofiticos ou presentes no filoplano
(Sanford, 1948; Samish et al., 1963; Meneley & Stanghellini, 1975),
mostrando dessa forma a necessidade de se compreender melhor esta
interacdo. Dentro deste contexto, Bashan et al. (1982) verificaram que
isolados de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria s&o capazes de se
multiplicar endofiticamente em folhas de pimenta e, ocasionalmente, sob
determinadas condicées ambientais, causam sintomas nestes
hospedeiros. Segundo esses autores, esta bactéria pode infectar
sementes de plantas sadias sendo dessa forma, disseminada causando
posteriormente sintomas em plantulas originadas destas sementes.

De acordo com Misaghi & Donndelinger (1990), a intima
relacao entre bactérias endofiticas e seus hospedeiros envolveu
processos coevolutivos podendo, inclusive, influenciar mecanismos
fisiolégicos da planta. Com o objetivo de se entender esta interagéo,
inumeros trabalhos foram desenvolvidos, e varias espécies de fungos e
bactérias foram isoladas de tecidos vegetais sadios (Sanford, 1948;
Samish et al., 1963; Bugbee et al., 1975; Jacobs et al., 1985; Misaghi &
Donndelinger, 1990; Boddey et al., 1991; Dbbereiner, 1992; Fisher et al.,
1992; Tér et al.;1992; Pereira et al.; 1993; Fisher et al., 1995; entre
outros). Até o momento, pouco se sabe sobre os aspectos genéticos,
ecolégicos e fisiologicos da interacdo planta/enddfitos, mas, o

ZCARROLL, G.C. The biology of endophytism in plants with particular eference to woody
perennials. In. FOKKEMA, N.J.; HEUVEL, J. Van den, ed. Microbiology of phyllosphere.
London: Cambridge University Press, 1986. p.205-222.



entendimento desta interacdo podera permitir a utilizacéo pratica destes
microrganismos com fins econbémicos em agricultura, industria
farmacéutica e biotecnologia.

2.1.2. Isolamento de endéfitos.

O estudo de enddfitos inicia-se com o isolamento destes do
interior da planta. Durante este processo cuidados devem ser tomados
para se evitar o crescimento de microrganismos da microbiota epifitica da
planta. Estes cuidados incluem a lavagem das superficies foliares com
agentes desinfetantes (Schulz et al., 1993, Pereira et al., 1993, Dong et
al.,, 1994; Fisher et al., 1995), retirada asséptica da seiva da planta por
esmagamento (James et al., 1994), ou coleta asséptica de tecidos internos
do vegetal desejado (Jacobs et al., 1985). De acordo com Pereira et al.
(1993), os processos e os tempos necessarios para desinfecgéo,
dependem basicamente da espessura da cuticula e da epiderme dos
tecidos do hospedeiro.

Entretanto, mesmo ap6s a desinfecgéo dos tecidos vegetais,
um pequeno numero de esporos e fragmentos de hifas podem sobreviver,
e neste caso, fungos contaminantes comuns da superficie, como
Penicillium spp., podem se desenvolver (Fisher et al.,, 1992). De acordo
com estes autores, outro problema durante o isolamento de
microrganismos endofiticos &€ a presengca de fungos de crescimento

rapido, como Alternaria alternata, que podem mascarar o crescimento de
outros enddfitos.

2.1.3. Ocorréncia e localizacdo de endéfitos.

A presenca de endéfitos ja foi constatada em inumeras
espécies vegetais de interesse econdmico, entre elas citros (Childs et al.,
1965; Glienke, 1995; Araujo & Azevedo, 1995), beterraba agucareira
(Bughee et al, 1975, Jacobs et al.,, 1985), algodao (Misaghi &
Donndelinger, 1990), cana-de-agucar (Boddey et al., 1991; Ddbereiner,



1992; Dong et al., 1994, Reis et al., 1994), trigo (Ruppel et al., 1992),
inhame (Tor et al., 1992), milho (Fisher et al., 1992; Souza, 1996), banana
e estilosantes (Pereira et al.,, 1993). Com a finalidade de se verificar a
localizacdo e a forma de infeccido destes microrganismos endofiticos
nestas plantas hospedeiras, trabalhos foram desenvolvidos utilizando
métodos citoquimicos e microscopia eletrdnica, possibilitando melhor
compreensao deste processo infeccioso (Ruppel et al., 1992).

A entrada de microrganismos em seus hospedeiros pode
ocorrer de forma ativa, por meio de for¢a mecanica ou com auxilio de
enzimas que degradam a parede da célula hospedeira, atraves de vetores
como insetos, por aberturas naturais como estdmatos, hidatdédios e
ferimentos. De acordo com Ruppel et al. (1992), a presenca de células de
Pantoea agglomerans (sin. Enterobacter agglomerans) proximas aos
estdmatos de folhas de trigo sugerem que esta seja uma porta de entrada
desta bactéria diazotrofica.

Entretanto, Paula et al. (1991) verificaram que a penetracao
de Acetobacter diazotrophicus em seu hospedeiro esta associada com a
presenca do fungo micorrizico vesiculo-arbuscular Glomus clarum, pois,
foi constatado que a infeccdo desta bactéria em seu hospedeiro €
dependente da presenca deste fungo. Foi verificado por microscopia
eletrénica a presenca de células bacterianas no interior dos esporos deste
fungo micorrizico, mostrando a intima interacdo desta bactéria com G.
clarum e a planta hospedeira. Segundo Jacobs et al. (1985), bactérias
também podem penetrar no hospedeiro por meio de ferimentos ocorridos
durante a emergéncia de raizes secundarias. Esta hipétese é sustentada
pela observacdo frequente de bactérias no interior de raizes, proximas a
estas regides.

Apés a entrada do enddfito no hospedeiro, estes
microrganismos podem ocupar regides especificas da planta, como
constatado por Fisher et al. (1992) em milho (Zea mays L.). Estes autores
observaram que os fungos colonizam mais intensamente regides apicais
da planta, enquanto as bactérias se localizam, preferencialmente préoximo
a base do caule deste hospedeiro. Concordando com este resultado,



Fisher et al. (1995) verificaram que as folhas apresentam um nuamero
maior de fungos endofiticos que raizes e caules de Dryas octopetala L.
(Rosaceae). Ja, Ddbereiner (1992) verificou que trés novas espécies de
bactérias diazotréficas s&o obrigatérias ou predominantemente enddfitas,
ou seja, ndo ocorrem no solo e atingem numeros mais elevados no caule e
nas folhas de cana-de-agucar.

Apesar de estar bem estabelecida a presenca de enddéfitos no
interior de diferentes orgdos da planta, o tipo de interacdo enddfito/planta
pode depender da localizacdo destes microrganismos no tecido
hospedeiro. Estes microrganismos endofiticos podem permanecer nos
espacos intercelulares do mesoéfilo foliar e do cortex radicular ou nos
vasos xilematicos (Ruppel et al.,, 1992), ou ainda estarem presentes no
interior das células destes tecidos (Jacobs et al., 1985; Tor et al., 1992)
mantendo uma interacdo intracelular mais intima com o hospedeiro,
semelhante a observada para fungos patogénicos biotroficos (Viret &
Petrini, 1994).

Misaghi & Donndelinger (1990) introduziram Erwinia sp. em
sementes germinadas de algod&do, e posteriormente reisolaram esta
bactéria endofitica de todos os tecidos sadios deste hospedeiro,
mostrando a capacidade de disseminacédo sistematica do endéfito na
planta. Esta disseminacdo também foi observada por Ruppel et al. (1992)
em trigo (Triticum aestivum L.), apos inoculacdo de P. agglomerans em
raiz e partes aérea desse cereal.

Observam-se constantemente endéfitos em vasos xilematicos
de hospedeiros (Jacobs et al., 1985; Ruppel et al, 1992), sugerindo que
estas estruturas sejam o caminho mais frequente para a disseminacgéo dos
endofitos no interior da planta, pbdendo também, através destes vasos,
alcancarem as sementes e dai serem disseminados juntamente com estas
estruturas.

Dentro deste contexto, observou-se que Acremonium
coenophialum & disseminado endofiticamente com sementes de Festuca
arundinacea (Knoch et al., 1993), enquanto que A. diazotrophicus endoéfita
de cana-de-agucar pode ser disseminada pelo fungo micorrizico G. clarum



e também por meio de reproducdo vegetativa da planta hospedeira
(Dobereiner, 1992).

2.1.4. Ecologia da associag¢ao endoéfitos/hospedeiro

Como ja discutido anteriormente, a intima relacdo entre
enddfitos e plantas hospedeiras depende basicamente da localizagdo do
microrganismo na planta e de mecanismos fisiologicos compativeis entre
o hospedeiro e o enddéfito, os quais resultam de processos coevolutivos.
Dentro deste contexto, Childs et al. (1965) sugerem que a capacidade do
fungo Physoderma citri em crescer no interior de tecidos assintomaticos de
varias espécies de citros se deve a existéncia de um delicado balanco
entre os requisitos nutricionais deste endoéfito e da planta hospedeira.

De acordo com Howard et al. (1992) a planta pode produzir
alcal6ides em resposta a infeccdo do microrganismo endofitico. Estes
alcalbides também podem ser produzidos pelos fungos endofiticos durante
o processo infeccioso, levando a uma interagdao mutualistica com a planta
hospedeira, pois, estas substancias poderiam resultar numa diminuicdo da
herbivoria sobre a planta (Knoch et al., 1993).

Como citado acima, a disseminacao do endoéfito produtor de
alcaldides via sementes pode protegé-la de predagdo. Esta interagcéo
mutualistica foi verificada por Knoch et al. (1993) em sementes de F.
arundinacea, normalmente predadas por Pogomyrmex rugosus e P.
occidentalis. Nesse trabalho, esses autores verificaram que sementes
infectadas com o endéfito A. coenophialum eram predadas em menor
frequéncia que sementes nao infectadas. Em contraposicdo, muitas
sementes colhidas por P. rugosus séo descartadas e nesse caso
constatou-se que sementes infectadas s&o mais constantemente
eliminadas em locais que aumentam a frequéncia de germinacao destas
sementes, quando comparado com sementes mantidas proéximas as
plantas m&e. Dessa forma, os autores verificaram que a infecgéo
endofitica de A. coenophialum em sementes de F. arundinacea diminui a
predacdo e promove a disseminacdo das sementes infectadas.



Segundo Clay et al. (1993), larvas de Spodoptera frugiperda
sao capazes de discriminar entre espécies de plantas e entre individuos
infectados ou nédo pelo endéfito Acremonium spp. Estes autores sugerem
que o microrganismo endofitico aumenta o vigor do hospedeiro e confere
resisténcia da planta infectada a herbivoria, tornando-a mais competitiva
em relagdo as plantas ndo infectadas. Esta melhor adaptacdo da planta
colonizada pelo endéfito a presenca do predador, pode aumentar a
frequéncia de plantas infectadas pelo endéfito na populacéo.

Os enddfitos também podem, segundo Ranta et al. (1994),
suprimir o crescimento do fungo Gremmeniella abietina, patégeno de
pinheiro escocés. Nesse trabalho foi ainda verificado que estes endéfitos
sdo sensiveis ao niquel (Ni) presente em ambientes poluidos,
possibilitando o crescimento do patdégeno nestas condi¢des, e mostrando
a importancia do endéfito para a planta hospedeira.

Outra forma de interacdo entre plantas e endéfitos é
observada entre bactérias diazotroficas e plantas hospedeiras. Nessa
associagcdo a bactéria fixa uma grande quantidade de N, que €
parcialmente excretado para o meio intercelular da planta hospedeira, a
qual podera entéo utilizar este nitrogénio orgénico.

A bactéria diazotrofica Acetobacter diazotrophicus foi isolada
endofiticamente de colmos e folhas de cana-de-agucar (Ddbereiner, 1992;
Dong et al., 1994; Reis et al., 1994; James et al., 1994) e juntamente com
duas outras bactérias fixadoras de N,,(Herbaspinillum seropedicae e H.
rubrisubalbicans) também encontradas neste ambiente, mostram a
possibilidade de se estender esta interagcdo a outras plantas de interesse
agricola, gerando um aumento na producdo sem elevagcdo dos custos
com adubacéo nitrogenada.

Entretando, nem sempre a presenca de endofitos pode
resultar em beneficios econdmicos, pois, a presenca de bactérias do
género Pseudomonas, Bacillus, Erwinia e Flavobacterium no interior de
tecidos sadios de beterraba acucareira (Beta vulgaris L.), pode estar
relacionada com a hidrdlise de sacarose deste hospedeiro, apds periodos
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de estocagem, resultando em prejuizo econdmico para os produtores
(Bugbee et al. 1975).

Como ja discutido anteriormente, as bactérias endofiticas
devido a processos coevolutivos, apresentam intima relacdo com seus
hospedeiros e podem influenciar na fisiologia da planta (Misaghi &
Donndelinger, 1990). Esta coevolugdo, provavelmente, levou a sele¢éo de
genes nos microrganismos endofiticos, os quais codificam proteinas que
aumentam o vigor (“fitness") da associagcdo, bem como genes da planta
regulados pela presengca do endéfito, que também beneficiam a
associacdo. Portanto, além de processos fisiologicos, inumeros

mecanismos genéticos podem estar associados nesta interacio
planta/endofitos.

2.1.5. Importancia dos endéfitos para o controle biolégico

A capacidade dos endofitos em viverem no interior de tecidos
vegetais sem causar danos ao hospedeiro, aliada ao fato de poderem ser
transmitidos via sementes, torna estes microrganismos candidatos em
potencial para o controle biolégico de pragas e/ou de patégenos de
plantas, vetores de novas caracteristicas para as plantas hospedeiras.

Volksch et al. (1992) realizaram um estudo qualitativo de
populagbes bacterianas presentes em lesdes de folhas de soja, e
verificaram que bactérias do género Erwinia apresentam a capacidade de
sintetizar metabdlitos que inibem o desenvolvimento de Pseudomonas
syringae pv. glycinea, responsavel por essas lesdes. O estudo da
interacdo destas e de outras bactérias isoladas deste local, pode permitir
a utilizacdo dessas bactérias antagbnicas contra P. s. pv. glycinea
responsavel pela queima bacteriana em soja.

Entretanto, nem sempre € necessarioc o isolamento de
bactérias antagbnicas de lesbes, pois, foi verificado que linhagens de
Fusarium oxysporum isolados endofiticamente de raiz de tomate
produzem um metabdlito secundario téxico para o nematodide Meloidogyne
incognita e diminui o crescimento de Phytophthora cactorum, Pythium
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ultimum e Rhyzoctonia solani "in vitro". Estes metabolitos foram utilizados
em bioensaios com alface e em campo também foi verificado o biocontrole
de M. incognita (Hallmann & Sikora, 1996).

De acordo com Johnson & Whitney (1994), hifas e extratos de
hifas de fungos endofiticos de Picea manana apresentam variada
atividade inseticida contra larvas de Choristoneura fumiferana Clem.
Dentro deste contexto, foi verificado que a presenga do fungo endofitico
Acremonium spp. em Festuca spp. aumenta a susceptibilidade de larvas
de Popillia japonica ao nematbide entomopatogénico Heterorhabditis
bacteriophora (Grewal et al., 1995). Segundo esses autores o0 aumento da
susceptibilidade da praga ao nematodide ocorre devido a producdo de
metabdlitos secundarios pelo enddfito que inibe o desenvolvimento das
larvas tornando-as menos resistentes. Esta constatacdo mostra a
possibilidade da utilizacdo desses microrganismos para a producéo de
compostos com acgéo inseticida ou fungicida, ou a utilizacdo direta destes
endofitos visando este biocontrole.

2.1.6. Utilizagao biotecnolégica de microrganismos endofiticos

O entendimento dos mecanismos genéticos da associagéo
entre plantas e microrganismos endofitos podera contribuir em programas
de melhoramento vegetal que envolvam microganismos endofiticos
manipulados geneticamente. Apds esta manipulagcao genética, esses
microganismos poderiam ser reintroduzidos no hospedeiro, conferindo
novas caracteristicas como resisténcia a pragas, produgédo de proteinas e
vitaminas as plantas de interesse.

O primeiro relato da utilizacdo de um microrganismo
endofitico manipulado geneticamente foi realizado por Fahey (1988), o
qual utilizou a bactéria Clavibacter xily subsp. cynodontis com o gene da
delta endotoxina de B. thuringiensis para o controle da broca do colmo de
milho. Posteriormente, inumeros trabalhos foram realizados para se
verificar a acdo desta bactéria transformada em plantas de milho. Tester
(1992) verificou que o enddfito alterado geneticamente influenciava as
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propriedades quimicas e fisicas da planta, porém, ndo havia diferenca
significativa no grau de decomposicdo no solo entre plantas nao
inoculadas ou inoculadas com o transformante ou 0 ndo transformante. De
acordo com este autor, C. x. subsp. cynodontis nao sobrevive
naturalmente fora da planta hospedeira, sendo, por esse motivo um
modelo interessante para se realizar estudos desse tipo.

Este gene de B. thuringiensis também foi utilizado para
transformar uma linhagem de Bradyrhizobium que induz a nodulacio de
Cajanus cajan (Nambiar et al., 1990). Foi verificado que estes
transformantes se mantiveram estaveis e que o gene de interesse se
expressou, tornando a planta resistente as larvas de Rivelia angulata.

Fungos endofiticos também estdo sendo ensaiados como
vetores para a introducdo de caracteristicas novas em plantas de
interesse. Murray et al. (1992) obtiveram em alta frequéncia
transformantes do fungo endofitico Acremonium, resistentes a higromicina,
utilizando o plasmidio pAN7-1 em sua forma linear e circular. Esses
autores também descreveram a transformacéo desse fungo com o gene
da B-glucuronidase, e constataram, "in vitro" e "in vivo" apoés reintroducéo
do endofito na planta hospedeira, a expressao desse gene.

Estes trabalhos mostram a possibilidade de se manipular
geneticamente um microrganismo endofitico e reintroduzi-io na planta
hospedeira, determinando novas caracteristicas a essas plantas.
Entretanto, mais estudos devem ser realizados para se verificar o impacto
destes microrganismos no ambiente, ou verificar a possibilidade destes
organismos transferirem estes genes para outras bactérias, as quais
poderiam causar danos ao ambiente.

2.2. Bacterioses em Citros

2.2.1. Cancro citrico

O cancro citrico € uma das mais importantes bacterioses de
citros. Esta doenca é causada pela bactéria gram negativa Xanthomonas
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campestris pv. citn. Segundo Namekata (1991), a origem desta doenca &
tao remota que deve coincidir com a origem dos citros, entretanto, o mais
antigo material com sintomas de cancro citrico conhecido, data do ano de
1827.

De acordo com Namekata (1991) s&o conhecidos quatro tipos
de cancrose causadas por diferentes estirpes ou patoétipos de X. ¢. pv. citr.
A cancrose "A", ou asiatica, foi a primeira a ser constatada, afeta todas as
espécies e variedades de Citrus e esta disseminada por quase todos os
continentes. A cancrose "B", ou sul-americana, afeta apenas a laranja
azeda, enquanto que a cancrose "C" atinge apenas o limao galego e foi
constatada no estado de S&o Paulo na década de 60 e a Cancrose dos

Viveiros, constatada em 1984 na Florida (EUA), ataca apenas plantas
jovens de viveiros.

2.2.1.1. Sintomas

Os sintomas da doenca, segundo Namekata (1991), séo
observados nas faces superior e inferior de folhas, ramos e frutos das
plantas afetadas. Estes sintomas, inicialmente, sdo caracterizados por um
halo amarelo em torno de pontuacdes de cor castanha clara que evolui
para lesdes corticosas de coloracdo castanha. A medida que a lesdo
envelhece, uma faixa de aspecto aquoso junto a leséo corticosa torna-se
escura, quase preta. Entretanto, pequenas variagées nesta sintomatologia
podem ser observadas, dependendo do cultivar ou variedade afetada do
patotipo ou estirpe bacteriana, ou ainda, das condi¢gdes ambientais.

De acordo com Dutta & Gibbs (1991), significante producéo
de etileno foi verificada em folhas de citrumelo "Swingle" (Poncirus
trifoliata X Citrus paradisi) inoculadas com X. c¢. pv. citn. Segundo estes
autores, esta sintese de etileno pode ser uma forma de defesa da planta,
visando a abscis&o das folhas infectadas pelo patogeno.
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2.2.1.2. Controle

Embora inumeros métodos de controle do cancro citrico
sejam descritos na literatura, a erradicacéo de ramos, plantas afetadas ou
proximas ao foco da doenca ainda € o método mais eficiente de controle
da doenca (Namekata, 1991), pois segundo Leite (1990) e Leite & Mohan
(1990) X. c. pv. citi nao sobrevive por longo periodo no solo em

associacdo com plantas ndo hospedeiras, nem tdo pouco em restos da
planta.

2.2.1.3. Disseminagao

A disseminac¢ao do cancro citrico entre plantas de um mesmo
pomar ocorre com auxilio da chuva, principalmente acompanhada de
ventos fortes. Determinados tratos culturais também podem auxiliar na
disseminacdo da doenca (Namekata, 1991). Portanto, o diagnédstico
precoce da doenga e cuidados durante o trato cultural evitam a
disseminagao do cancro citrico no pomar e também em regides proximas.

2.2.2. Clorose variegada dos citros (CVC)

A clorose variegada dos citros ou "amarelinho” foi detectada
em 1987 em pomares de Minas Gerais e S4o Paulo e vem se alastrando
para os estados de Goias, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Argentina, onde é conhecida como pecosita.

Inicialmente, imaginava-se que a CVC era causada por
Spiroplasma citri, agente causal do "greening", mas, observacgdes por meio
de microscopia eletrénica indicaram grandes quantidades de bactérias no
interior do xilema de plantas infectadas (Rosseti et al., 1990), enquanto
que S. citri afeta o floema. Segundo estes autores, estas bactérias do
xilema s&o semelhantes a bactéria gram negativa Xyllela fastidiosa, que
causa a doenca de Pierce em videiras, escaldadura da ameixeira e a
"phony peach" em pessegueiros. Anteriormente ja se havia verificado



infeccdo cruzada em citros utilizando X. fastidiosa de videiras com a
doenca de Pierce (Brlansky et al.,, 1984). Portanto, este e outros
resultados confirmaram as suspeitas existentes de que X. fastidiosa é o
agente causal do CVC.

Segundo Hopkins (1989) inimeros isolados de X. fastidiosa
podem viver no xilema da planta assintomatica, mas quando o hospedeiro
encontra-se estressado, principalmente por fatores ambientais, os
sintomas podem se desenvolver. Por essa caracteristica, o autor sugere
que esta bactéria seja um patégeno fraco e oportunista.

2.2.2.1. Sintomas

De acordo com Rosseti (1991) os sintomas do CVC se
assemelham a sintomas de deficiéncia de zinco e potassio e toxicidade a
boro. A clorose variegada das folhas mais desenvolvidas &€ observada
inicialmente na parte mediana e superior da copa, mas, em casos Severos
da doenca pode tomar toda a copa. Os frutos podem tornar-se pequenos e
endurecidos, ou seja, imprestaveis para o comeércio.

2.2.2.2. Disseminacao

Brlansky et al. (1984), verificaram por meio de microscopia
eletronica que este patdégeno pode ser transmitido por Oncometopia
nigricans Walker. Sabe-se ainda, que as Xyllela s&o faciimente
transmitidas por cigarrinhas da familia Cicadelideos as quais ocorrem
abundantemente em pomares citricolas (Rossetti, 1991) ou por meio de
enxertia.

Portanto, para se evitar a disseminacdo da doenca deve se
tomar medidas basicas como eliminacdo do vetor, poda dos ramos
afetados e a utilizacdo de mudas provenientes de pomares sem CVC.
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2.3. Caracterizaciao Molecular

A existéncia de variabilidade € o principio basico para
estudos genéticos e programas de melhoramento, permitindo-se
selecionar e estudar a heranca de caracteres. Até meados da década de
60 esta variabilidade era observada somente por meio de caracteres
morfolégicos, limitando o numero de marcadores possiveis de serem
estudados. Posteriormente, passou-se a utilizar marcadores bioquimicos
como as isoenzimas, as quais sdo consideradas marcadores moleculares
pela definicdo de Ferreira e Grattapaglia (1995), permitindo a analise de
um numero maior de caracteres. Entretanto, tanto marcadores
morfolégicos como bioquimicos podem sofrer interacéo direta com o
ambiente, e em alguns casos polimorfismo pode ser observado devido a
essa interacéo.

A partir da década de 70 foram desenvolvidas inumeras
técnicas de verificagcao de polimorfismo diretamente no DNA, permitindo
um numero praticamente ilimitado de marcadores e também evitando
interacdo direta com o ambiente. Entre outras técnicas, inicialmente se
utilizou uma enzima de restricdo associada a uma sonda, permitindo a
observacéo de polimorfismo no tamanho dos fragmento de restricdo. Esta
técnica foi denominada de RFLP ("Restriction Fragment Length
Polymorphisms") (Grodzicker et al., 1974). Embora esta técnica tenha se
mostrado eficiente, a necessidade de grande quantidade de DNA de alto
peso molecular e a utilizacdo de sondas radioativas dificultou a utilizacao
deste método em organismos de dificil cuitivo, ou em laboratorios sem
estrutura para manipulacio de produtos radioativos.

Ao contrario, a técnica da PCR ("polymerase chain reaction"),
que consiste na amplificacdo de uma sequéncia conhecida através da
reacdo em cadeia da DNA polimerase (Mullis e Faloona, 1987; Saiki et al.,
1988), permitiu que variabilidade fosse observada mesmo em organismos
de dificil cultivo, pois ndo necessita de DNA de alto peso molecular,
altamente purificado, e também n&o necessita de sondas radioativas. Em
1990, utilizando o principio da PCR, foi desenvolvido um método
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denominado RAPD ("Random Amplified Polymorphic DNA"), que nao
necessita do conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada, e
possibilita um numero ainda maior de marcadores possiveis de serem
mapeados, aumentando a possibilidade de se localizar locos ligados a
caracteres quantitativos (QTL's).

2.3.1. Reagdao em cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain
Reaction)

A técnica da PCR baseia-se na amplificacdo exponencial in
vitro de uma sequéncia de DNA especifica, sem no entanto necessitar da
clonagem desse gene. Esta amplificacdo consiste de trés etapas que sdo
repetidas de forma ciclica. Estas etapas basicas s&o: a desnaturacdo do
DNA, anelamento dos "primers" com as fitas de DNA e elongacdo deste
"primer”. Porém para que ocorra esta amplificagdo, a solucdo de DNA
molde ("template”) deve conter DNA polimerase, desoxirribonucleotideos
trifosfatados, magnésio e oligonucleotideos ("primers") que atuardo como
iniciadores.

Como colocado acima, a PCR inicia-se com a desnaturagéo
do DNA devido a elevacdo da temperatua a = 92°C. Apés esta
desnaturacdo, os "primers" sdo adicionados e a temperatura é reduzida a
+ 37°C, para que ocorra o anelamento destes "primers" com a sequéncia
alvo. Finalmente a temperatura é elevada para + 72°C, seguindo da
adicdo da DNA polimerase para que esta enzima sintetize DNA a partir
dos iniciadores ("extensdo do primer"). Ao fim do ciclo sera obtida uma
copia do DNA alvo, que servira de molde durante os ciclos seguintes
(figura 2.1), fazendo com que o numero de copias desta sequéncia
aumente em progressao geométrica enquanto que outras regiées que se
hibridizaram inespecificamente com apenas um dos "primers" aumentem
em progresséo linear, e nao sejam detectadas posteriormente no gel.

Segundo Henson & French (1993), vale ressaltar que as
temperaturas acima citadas podem ser alteradas, pois DNAs ricos em
C+G suportam temperaturas mais elevadas de desnaturacdo devido a
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presenca de trés pontes de hidrogénio entre estas bases. O anelamento
dos oligonucleotideos com o DNA ailvo em temperatura mais elevada faz
com que apenas "primers” especificos se liguem a este DNA, diminuindo a
possibilidade de ocorrer amplificacdo de sequéncias que se parearam
inespecificamente. Sabe-se porém que a especificidade destes "primers”
depende de inumeros fatores, como a sequéncia e o tamanho destes
oligonucleotideos, temperatura de anelamento e concentracdo de
magneésio (Henson & French, 1993).

Os "primers" para PCR s&o oligonucleotideos de 18 a 30
nucleotideos, os quais podem ser obtidos através de ,,RNAs (cDNA), por
meio de sequéncias de DNA gendmico ou também pela sintese in vitro.
Portanto, a obtencdo destes segmentos iniciadores depende de um estudo
prévio da sequéncia de DNA a ser amplificada. Como mostra a figura 2.1,
na PCR utilizam-se dois "primers" distintos, que se anelam com a
extremidade 3'OH da fita "sense" e da fita "non-sense" da sequéncia alvo.

Inicialmente foi utilizado o fragmento "Kilenow" da DNA
polimerase de Escherichia coli para a amplificacdo do DNA, porém esta
enzima por ser termolabil, se desnatura ao final de cada ciclo, sendo
portanto necessario a colocacdo de nova enzima apds cada ciclo,
tornando o método trabalhoso e demorado (Loureiro, 1994).

Entretanto, apdés 1988 a técnica da PCR desenvolveu-se
rapidamente com a introducdo de uma DNA polimerase termoestavel
(Tag DNA polimerase) obtida de Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988).
Esta bactéria habita aguas quentes, e por esse motivo sua enzima DNA
polimerase apresenta relativa estabilidade em temperatura de
desnaturacdo do DNA, sendo possivel a sua reutilizacdo apos cada ciclo
de amplificacdo, diminuindo os custos e permitindo a automatizagao do
ciclo térmico (Henson & French, 1993).
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Primers: TAGACG....C , A...GGACTG
sequéncia alvo a ser amplificada
5P T...CCTGAC-3'OH
3'OH-ATCTGC...G 5P
inicio do primeiro cicio desnaturagdo e anelamento dos primers
5P T...CCTGAC-3'OH
A...GGACTG
TAGACG....C
3'OH-ATCTGC....G 5'P
i
extens&o dos primers
5P T....CCTGAC-3'OH
.................................................................... A....GGACTG
+
TAGACG....C. e
J'OH-ATCTGC...G 5P
M
segundo ciclo (resultado final)
5P T...CCTGAC-3'0OH
ATCTGC .G, A...GGACTG
+
TAGACG....C..oii e
JOH-ATCTGC...Guieinrci e A.....GGACTG
+
S'P-TAGACG...Coooiiiii i T....CCACTG-3'OH
.............................................................. A...GGACTG
+
ATGACG....C....ooiiiiii e T...CCTGAC..
3'OH-ATCTGC...G 5P
v
terceiro ciclo
5P T....CCTGAC-3'COH
JATCTGC.. .Gl A...GGACTG
+
TAGACG....C...ooiiiii e
SOH-ATCTGC....G i A...GGACTG
+
TAGACG....C..ooiie e
JOH-ATCTGC....Gu.rii e A....GGACTG
+

Figura 2.1 - Ciclos de amplificacdo de uma sequéncia alvo de DNA via reagdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR). Observar a desnaturagdo do DNA,
anelamento dos dois “primers” e a extenséo dos “primers’.
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TAGACG....Coo e T.....CCTGAC
.............................................................. A...GGACTG
+
............................................................... T....CCTGAC
ATCTGC....G A....GGACTG
+
AGACG....Coiiiii e T.....CCACTG-3'OH
......................................................... A...GGACTG
+
TAGACG....Coo T.....CCACTG-3'OH
........................................................... A....GGACTG
+
ATGACG....C........iiiecs T.....CCTGAC..
3OH-ATCTGC....G 5'P
4
e assim sucessivamente apds varios ciclos.

Figura 2.1 - Continuagéo

2.3.2. Amplificagcdo ao acaso de DNA polimérfico-RAPD (Random
Ampilified Polimorphic DNA).

2.3.2.1. Condicdes e caracteristicas do RAPD.

Como ja mencionado, a analise de polimorfismo gerado por
marcadores de RAPD, esta baseada na técnica da PCR, ou seja, promove
a amplificacdo de uma sequéncia de DNA por meio da extensao de um
"primer”.

Entretanto, no RAPD pode-se utilizar um unico "primer” de
sequéncia arbitraria, para se obter produtos de amplificacdo de diferentes
isolados, espécies e géneros (Williams et al.,1990; Welsh et al., 1990).

Estes oligonucleotideos de sequéncia arbitraria, sofrerdo
anelamento ao acaso com o DNA gendmico, e por essa razao "primers" de
6 a 10 nucleotideos, terdo maior probabilidade de encontrarem sequéncias
homologas do DNA alvo. No entanto, por serem utilizados "primers"” de
sequéncia unica, para que ocorra amplificacdo de regides do genoma em
estudo, & necessario que estas sequéncias homologas estejam nas duas
fitas complementares do DNA, numa distancia maxima de 4 kb (limite do
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Primer: TAGACGA
sequéncia alvo a ser amplificada
5P TCGTCTA-3'CH
3'OH-ATCTGCT 5P
desnaturacao e anelamento dos primers
N
5P TCGTCTA-3'OH
AGCAGAT
TAGACGA
3'OH-ATCTGCT 5P
extenséo dos primers
1
5P TCGTCTA-3'OH
......................................................... AGCAGAT
+
TAGACGA .
J'OH-ATCTGCT 5P
4
ciclos seguintes semelhantes aos verificados para PCR.

Figura 2.2 - Amplificacdo de uma sequéncia alvo de DNA via reacdo em cadeia da
DNA Polimerase (PCR) com '"primer" arbitrario (RAPD). Observar
anelamento dos "primers" nas duas fitas complementares do DNA.

RAPD), para que ocorra uma amplificacdo semelhante a da PCR (figura
2.2).

Antes de verificar o polimorfismo gerado por marcadores de
RAPD, é necessario realizar uma selecéo de "primers" que amplifiquem
um numero maior de sequéncias do DNA, e que possibilitem uma melhor
caracterizacdo do material em estudo.

De acordo com Williams et al. (1990) a sequéncia e a
composicdo de bases C+G dos "primers" sdo fundamentais para a
geracao de polimorfismo, pois a troca de um unico nucleotideo do "primer”
pode alterar o padrdo de bandas amplificadas por ele, bem como para se
obter niveis detectaveis de produtos de ampilificagcdo, & necessario que
estes iniciadores sejam constituidos de 40% ou mais de bases C+G.

Os marcadores gerados por RAPD s&do dominantes, ou seja,
ndo permitem verificar heterozigosidade nos individuos em estudo, como
os marcadores de RFLPs. Eventualmente, devido a mutagdes de ponto ou
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alteracdes estruturais na sequéncia de DNA como insercdes e delecoes,
os marcadores de RAPD podem apresentar codominéncia comportando-
se como marcadores de RFLPs (Ferreira & Grattapaglia, 1995; Williams et
al, 1990). Entretanto, de acordo com Williams et al, 1990, sabe-se que
esse fato € muito raro, ndo sendo considerado durante analises desses
marcadores, pois, para determinar essa codominancia seria necessério a
elaboragdo de sondas a partir desse DNA e promover a hibridizagcdo em
outro gel, tornando o método mais trabalhoso e com custos mais
elevados.

O RAPD apresenta inumeras vantagens em relacao ao RFLP
e a PCR, pois o tempo e os custos desta analise sdo inferiores, ja que sao
desnecessarios estudos prévios para determinar a sequéncia do DNA alvo
a ser amplificada, nem tdo pouco necessita de filamento duplo de DNA
altamente purificado e de alto peso molecular como o RFLP (Wang et al.,
1993), e ao contrario desta técnica, a analise via RAPD n&o necessita de
sondas radioativas e pode ser realizada com apenas poucos nanogramas
de DNA (Williams et al. 1993). A necessidade de pouco DNA é
especiaimente util para a analise de parasitas obrigatorios como Puccinia
striiformis, onde a quantidade de DNA obtida em extracbes de 20 mg de
urediésporos € insuficiente para a técnica de RFLP mas suficiente para
realizar mais de uma centena de ensaios de RAPD (Chen et al., 1993).

Neste contexto, vale ressaltar que os marcadores de RAPD
sdo obtidos com maior eficiéncia e com densidade maior de marcas, pois
apresentam a capacidade de detectar variabilidade em regides nao
acessadas por marcadores de RFLP devido a presengca de sequéncias
repetitivas como regides teloméricas do mapa genético de soja (Williams
et al.,1990), possibilitando no futuro a construcdo de mapas genéticos
mais saturados que auxiliarao em programas de melhoramento,

mapeamento genético e verificacdo de variabilidade em estudos
evolutivos.
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2.3.2.2. Aplicactes da técnica de RAPD

A capacidade do RAPD em fornecer mapas mais saturados,
aliada as facilidades desta técnica em relacdo a outros métodos
moleculares de caracterizacdo geneética, permitem que rapidamente
estudos de sistematica e divergéncia evolutiva sejam conduzidos com
expressivos resultados.

E importante enfatizar que os marcadores de RAPD sé&o
importantes ferramentas para se verificar a variabilidade existente entre
diferentes isolados dentro de uma espécie, pois geram muito
polimorfismo. De acordo com Aufavre-Brown et al. (1992), a analise
destes marcadores permite a elaboracdo de coeficientes de similaridade
que possibilitam verificar o grau de relagdo genética entre estes isolados.
Estes marcadores aliados a testes de patogenicidade podem também
permitir que relacdes evolutivas entre racas de P. striformis sejam
postuladas, bem como estudos de estrutura e evolugcao de populacdes
deste patégeno sejam realizados (Chen et al., 1993).

Dentro deste contexto, Megnegneau et al. (1993) realizaram
um estudo comparativo de diversas técnicas de caracterizacdo de
microrganismos, e concluiram que os resultados obtidos com RAPD s&o
semelhantes aos obtidos com RFLP e isoenzimas, porém permitem uma
analise mais detalhada. Entretanto Correl et al. (1993) verificaram que a
analise de RAPD, com excessdo a um "primer" foi semelhante a analise
do DNA mitocondrial e RFLP, ndo distinguindo diferentes isolados de
Colletotrichum orbiculare. De acordo com estes autores, embora o RAPD
nao tenha sido capaz de distinguir isolados dentro de varios haplétipos de
DNAmt, este "primer" polimorfico, pode ser utilizado em estudos
epidemiologicos de C. orbiculare em cucurbitas.

Espécies de Fusanium sp. sdo correntemente identificadas
através de microscopia e caracteristicas morfolégicas de coldnias, porém
segundo Ouellet & Seifert (1993), diferentes isolados podem ser
morfologicamente idénticos, dificultando estudos de persisténcia deste
patogeno em restos de cultura agricola. Entretanto, a técnica de RAPD foi
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capaz de detectar variabilidade entre diferentes isolados, permitindo a
realizacdo deste estudo de persisténcia do patégeno em restos de cultura.

Como citado acima, o RAPD pode verificar variabilidade entre
isolados morfologicamente idénticos, sendo, por esse motivo, uma
importante ferramenta para se distinguir isolados patogénicos de nao
patogénicos de Fusanium oxysporum f. sp. dianthi (Manulis et al., 1994),
como também para verificar polimorfismo entre isolados de F. solani sp
cucurbita (Crowhurst et al., 1991), Bipolaris mayds (Nicholson et al., 1993),
C. orbiculare (Correl et al., 1993), C. truncatum (Vasconcelos et al., 1994),
C. gloeosporioides (Hayden et al., 1994), Leptosphaeria maculans
(Plummer et al., 1994),

Segundo Nicholson et al. (1993), a existéncia de fragmentos
de DNA raca-especifico gerados por RAPD podem ser clonados,
sequenciados e utilizados na construgdo de "primers" especificos, que
podem ser empregados na identificacdo de racas de fitopatdgenos em
material doente, sem a necessidade de isolamento do microrganismo.

2.3.2.3. Utilizagao de RAPD em estudos bacteriolégicos.

Em bactérias, Williams et al. (1990) sugerem que 0 numero
de fragmentos de DNA amplificados por RAPD somente pode ser
explicado pelo pareamento errado entre os "primers" utilizados e o DNA
molde, pois o0 seu genoma é menor que o de fungos e plantas. Entretanto,
Farber & Addison (1994) utilizando duas extracées de DNA de Listeria
monocytogenes, observaram resultados idénticos com estes DNAs,
repetindo um mesmo "primer”, mostrando a reprodutibilidade desta técnica
para bactérias.

Portanto, a anélise via RAPD pode ser perfeitamente utilizada
em estudos bacteriologicos. Por exemplo, de acordo com Wang et al.
(1993) estes marcadores de RAPD s&o mais eficientes que a eletroforese
de enzimas para distinguir linhagens enteropatogénicas de Escherichia
coli. Estes autores utilizaram 5 "primers" combinados e conseguiram
distinguir 74 de 75 isolados desta bactéria, o que n&o foi possivel com a
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utilizacdo do diagnédstico eletroforético, utilizando-se de vinte sistemas
enzimaticos como marcadores. Portanto esta técnica também se mostra
muito sensivel para analise de variabilidade em bactérias, e por esse
motivo, pode ser utilizada para subtipar diferentes isolados, explorando a
variabilidade existente na espécie em estudo.

Dentro desse contexto, a técnica de RAPD foi utilizada para
distinguir isolados clinicos de isolados ambientais de Legionella
pneumophifa (Sandery et al., 1994), e também para distinguir isolados de
Bacillus spp., Bacillus licheniformis (Stephan et al., 1994) e Vibrio sp.
(Martin-Kearley et al., 1994).

Esta técnica, como ja colocado anteriormente, permite
determinar distancias e similaridades entre materiais genéticos,
possibilitando a elaboracdoc de dendrogramas que podem auxiliar o
melhorista durante programas de melhoramento genético, como também
elaborar questdes a respeito da evolucdo filogenética dentro de um
determinado grupo.

2.3.3. Perfil plasmidial

Plasmidios s&o moléculas de DNA extracromossomais,
circulares, que se duplicam de forma autébnoma na célula hospedeira
(replicons), e podem ser encontrados em grande numero de diversas
formas em uma mesma célula. Plasmidios normalmente compreendem
2% do genoma bacteriano, porém em alguns casos podem constituir até
um terco do total de DNA da célula. Entretanto estas estruturas circulares
n&o apresentam genes que codificam proteinas essenciais para a célula,
mas em determinadas condicées ambientais podem conferir vantagens
adaptativas ao hospedeiro, como resisténcia a antibi6ticos, degradacao de
compostos organicos, produg¢do de bacteriocinas, fatores de viruléncia e
especificidade a diferentes habitats.

Os plasmidios apresentam dois grupos de genes: o primeiro,
responsavel pela sua duplicacéo e disseminacéo, e outro, responsavel por
conferir novas caracteristicas fenotipicas a célula hospedeira (Coplin,
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1989), as quais podem, como ja citado anteriormente, determinar a
especificidade do hospedeiro a diferentes habitats.

2.3.3.1. Ocorréncia de plasmidios em bactérias fitopatogénicas.

A descoberta de plasmidios de viruléncia em bactérias do
género Agrobacterium despertou ainda mais o interesse nestas estruturas.
Segundo Panopoulos & Peet (1985) o estudo de plasmidios como
elementos acessorios em bactérias se concentra principalmente em: a) na
deteccdo e caracterizacdo de varios isolados, patovares e espécies; b) em
pesquisa de caracteristicas associadas a plasmidios; c) transmissao entre
isolados; d) no desenvolvimento de ferramentas para analise genética in
vivo e in vitro, e e) sistemas de transformacdo em plantas.

Plasmidios sédo estruturas observadas em praticamente todas
as bactérias fitopatogénicas de importéncia econdmica, entretanto, o
nuimero e o tamanho destes plasmidios s&o variadveis entre espécies e
podem ser altamente conservados entre grupos que colonizam habitats
semelhantes. Segundo Coplin (1989), plasmidios ou sequéncias altamente
conservadas em bactérias coevoluiram com o hospedeiro, e por esse
motivo se mantiveram estaveis nesses procariotos.

Neste contexto, foi observado que isolados de E. stewartii
apresentam oito classes de plasmidios altamente conservados (Coplin et
al., 1981), enquanto que para E. amylovora foi verificada a presenca de
um unico plasmidio de 30 kb conservado entre diferentes isolados
(Falkenstein et al., 1988). Plasmidios com variaveis niveis de homologia
e/ou fragmentos de restricdo conservados sdo comuns entre diferentes
patovares de Pseudomonas syringae, entretanto, ndo foram observados
plasmidios em comum entre as linhagens estudadas (Coplin, 1989),
mostrando que sequéncias génicas de interesse sao mantidas mesmo
apos alteracdes estruturais.

Esta coevolugdo associada a patogenicidade pode ser
observada também em Agrobacterium, pois, a capacidade de infectar o
hospedeiro estda associada a genes localizados em plasmidios,
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denominados Ti (inducdo de tumor) e Ri (inducdo de raiz) e somente
bactérias que apresentam estes plasmidios infectam e causam tumores
em seus hospedeiros (Brasileiro, 1993).

2.3.3.2. Aplica¢des da determinacéo do perfil plasmidial

O perfil plasmidial permite caracterizar isolados bacterianos
quanto ao numero e tamanho dos plasmidios presentes, bem como
associar caracteristicas fenotipicas de interesse com a informagao
genética contida nesses DNAs extracromossomais. Porém, o sucesso
desta caracterizacdo depende principalmente da extracdo plasmidial e
para essa finalidade, varias metodologias foram desenvolvidas (Birnboim
& Doly,1979; Kado & Liu,1981; De Sal et al., 1988).

Portanto, por meio do perfil plasmidial & possivel identificar
bactérias patogénicas apds cultivo em meio sintético ou diretamente em
amostras de tecido vegetal, entretanto, esta identificacdo in sifu depende
da constru¢do de sondas de DNA plasmidial especifico. Zhao & Aoki
(1992), sugerem que estas sondas sintetizadas a partir de plasmidio raca-
especifico também permitram que fossem realizados estudos
epidemiolégicos em isolados patogénicos de Pasteurella piscicida de
varias regides do Japao. Foi verificado que estes isolados apresentam um
plasmidio de 5,1 kb, o qual esta ausente em todas as bactérias
taxonomicamente relacionadas, estudadas nesse trabalho, bem como em
isolados de P. piscicida dos Estados Unidos. Portanto, além de permitir a
elaboracido de sondas especificas, a presenca deste plasmidio em todos
os isolados japoneses sugere que o mesmo esteja relacionado com a
sobrevivéncia e patogenicidade dessa bactéria.

Como ja citado, os plasmidios apresentam genes que podem
resultar em vantagens adaptativas para a célula hopedeira. Quando estas
vantagens estdo presentes em organismos de ambientes especificos,
estes genes sdo conservados na populacdo. Neste contexto, Moénne-
Loccoz et al. (1994) estudaram a persisténcia de inoculantes de Rhizobium
no campo, e constataram a presenca de um plasmidio de 176 MDa (277,2
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kb), instavel "in vitro", mas presente em uma linhagem comercial (162Y16)
utilizada neste campo. Portanto, este plasmidio deve se manter nesta
linhagem por conferir importante vantagem adaptativa neste ambiente.

Em isolados de Salmonella entertidis foi verificada a
presenca de plasmidios "conservados" de 59,85 kb em humanos (Erdem
et al., 1994), e 54 kb em perus (Bichler et al., 1994). Segundo os autores,
estes plasmidios podem estar associados a viruléncia destas bactérias.

Caballero-Mellado & Martinez-Romero (1994) constataram
baixa divergéncia genética, em isolados endofiticos de Acetobacter
diazotrophicus, por meio de DNA "fingerprints", isoenzimas e perfil
plasmidial, @ embora caracteristicas fenotipicas tenham sido mapeadas
em genes cromossOmicos, 0s autores sugerem que 0s genes plasmidiais
altamente conservados devem contribuir para o vigor da interacéo entre A.
diazotrophicus e cana-de-acucar. Esses resultados sugerem que
populagbes adaptadas a ambientes especificos apresentam baixa
divergéncia genética, pois, a selecdo ambiental imposta a estes
microrganismos diminui a variabilidade da populagéo, tornando-os mais
especificos a estes locais.

Entretanto, Wiebe & Campbell (1993) e Liang et al. (1994),
observaram baixa similaridade plasmidial entre diferentes patovares de P.
syringae e concluiram que existe pequena quantidade de trocas genéticas
entre estes patovares. Porém, estudos de homologia DNA-DNA e restricdo
de fragmentos devem ser realizados para se verificar a existéncia de
fragmentos conservados nestes plasmidios mesmo apés alteragoes
estruturais dos mesmos, pois, como afirmou Coplin (1989) em sua revisao,
plasmidios de diferentes patovares de P. syringae apresentam niveis
variados de homologia.

Pode-se entao verificar que o perfil plasmidial como qualquer
outra técnica de caracterizacdo molecular possibilita a obtencdo de
informacdes genéticas diretamente a partir do conteudo de DNA, evitando
possiveis distorcoes decorrentes de interacbes com o ambiente, porém
resultados mais consistentes sao obtidos quando diferentes técnicas (tanto
moleculares como classicas) séo utilizadas em conjunto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Vegetal

3.1.1. Local de Coleta das amostras

O material vegetal utilizado no presente trabalho foi coletado
no Centro de Citricultura Sylvio Moreira (CCSM) do Instituto Agronémico
de Campinas (IAC), localizado no municipio de Cordeirépolis-S.P, no més
de setembro de 1994. Nesta época foi observado um periodo de seca
entre os meses de julho a outubro de 1994 .

3.1.2. Porta-enxertos

Foram coletadas folhas e sementes de 8 cultivares e 2
hibridos (tabela 3.1), utilizados como porta-enxertos de citros. Todas as
plantas utilizadas fazem parte da colecdo de porta enxertos do CCSM,
para producdo de sementes. Os quais sdo mantidos em campo
enxertados sobre liméo cravo limeira (Citrus limonia).

Para melhor padronizacdo da coleta, foi retirada apenas a
terceira ou quarta folha de ramos localizados na face externa da planta, a
uma altura aproximada de um metro do solo.

Para coleta de sementes, foram retirados frutos maduros
assintomaticos a uma altura de aproximadamente um metro do solo.
Estes frutos foram levados para o laboratorio, retiradas suas sementes e
tratadas para desinfeccio superficial.



Tabela 3.1 - Relacao de porta-enxertos de citros utilizados no trabalho.

Nome vuigar Cédigo  Categoria Nome cientifico
Laranja caipira comum CL cultivar Citrus sinensis
Laranja caipira D.A.C. LD cultivar C. sinensis
Limao cravo limeira LC cultivar C. limonia
Limao volcameriano LV cultivar C. volcamerian
Tangerina cleopatra TC cultivar C. resnhi
Tangerina sunki T8 cultivar C. sunki
Trifoliata kryder CK cultivar Poncirus trifoliata
Trifoliata limeira LT cultivar P. trifoliata
Citrange troyer CT hibrido P. trifoliata X C. sinensis
Tangelo orlando T0 hibrido C. paradisi X C. reticulata
3.2. Meios de Cultura
3.2.1. Meio TSA - Tryptic Soy Agar
Bacto-triptona ...l 1,50%
Bacto-soytone .............cccoeeevneennnl 0,50%
NaCl .. 0,50%
Bacto-agar .......cccccooeevvvevneeeenne.n. 1,50%
pH=7,3

Para esterilizacéo, este meio foi autoclavado a 115°C por 20

minutos.

3.2.2. Caldo LB - Luria e Bertani.

Bacto-triptona ....................ce
Bacto-extrato de levedura ...........

pH=75

Para esterilizacdo, este meio foi autoclavado a 115°C por 20

minutos.



3.2.3. Meio LBA - Luria e Bertani Agar.

Este meio foi preparado segundo o item 3.2.2, acrescido de
1,5% de agar.

3.2.4. Meio NA - Nutriente Agar

Peptona .......ccccoceeieiiiiie e, 0,50%

Extratodecamne .......................... 0,30%

AGAr .o 1,50%
pH=7,0

Para esterilizacdo, este meio foi autoclavado a 115°C por 20
minutos.

3.2.5. Meio Aveia

pH =68
A aveia foi fervida em agua destilada durante 30 minutos e

filtrada em gaze. Apés a filtragem acrescentou-se a glicose e autoclavou
a 115°C por 20 minutos.

3.2.6. Meio Aveia solido.

Ao meio aveia (item 3.2.5) foi adicionado 1,5% de agar.
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3.2.7. Meio EPM (Toledo et al.,1982)

Solucdo Base A (composicéo e preparo do meio):

Triptona ... 1,00%
Extratodecarne .......................... 0,20%
NaCl .., 0,50%
NaH,PO,4 . 5HO ..o, 0,20%
L-triptofano ............ccccooeeeen 0,10%
Azul de bromotimol (sol 1%) ....... 0,20%
AGAr ..o 1,10%
pH=74

Apbés dissolucdo dos componentes, ajustou o pH,
acrescentou o agar e esterilizou a 115°C durante 20 minutos.

Solucéo Base B (indicador e substratos):

Citrato de ferro amoniacal ........... 2,35%
N823203 .5 Hzo ......................... 2,35%
GlICOSE .o 11,76%
Uréia ... 47,06%

Os compostos foram misturados em agua e aqueceu em
banho-maria a 65°C por 1 hora, agitando constantemente até a completa

dissolucéo.
Preparo final:
SOIUGAO A ... 1000,0mli
SOIUGEO B ... 17,5mi

Ap6s misturar as duas solugbes, foi distribuido
assepticamente 4 ml deste meio por tubo e inclinados.



|95}
V3

3.2.8. Meio MILL.
Extrato de levedura .................... 0,30%
Peptona .........cooovviiiiieiiieeeeeee, 1,00%
Triptona ..o 1,00%
L-lisina ..., 1,00%
GliCOSE ..o 0,10%
Bromo cresol purpura .................. 0,002%
AGar ..o 0,20%

pH =65
Apds o preparo, o meio foi distribuido em volume de 5,0 mi
por tubos, e autoclavado a 115°C por 20 minutos.

3.2.9. Meio Citrato de Simmons

NaCl .., 0,50%
MGSO04.7Ho0 oo, 0,02%
NH4H2PO4 oo 0,10%
KogHP O oveeoeeeeeeeeeeeeee e 0,10%
Acido CItrico .....ocooeeeeeeeee. 0,20%
Azul de bromotimol (sol 1%) ....... 0,08%
AGAr ..o 2,00%

Os sais foram solubilizados em agua destilada e
posteriormente foi acrescentado o acido citrico e o pH ajustado para 6,8.
Foi adicionado a solugcéo de azul de bromotimol, o agar e autoclavado a
115°C por 20 minutos No momento do uso o meio foi distribuido em tubos
contendo 3,0 mi, os quais foram deixados solidificar inclinados.



3.2.10. Meio basico para agucares

Peptona ... 1,00%

NaCl ..., 0,50%

Azul de bromotimol (sol. 1%) ...... 0,20%
pH=7,2

O este meio foi autoclavado a 115°C por 20 minutos.

3.2.11. Meio para oxida¢ao-fermentacao da glicose (O/F)

Peptona ..., 0,20%

NaCl ... 0,50%

KHoPO4 .o 0,03%

Azul de bromotimol (sol. 1%) ...... 0,08%

AQEr .o 0,30%
pH =71

O indicador (azul de bromotimol) e o agar foram adicionados
apés a solubilizacdo dos sais e da peptona. Foi autoclavado a 115°C por
20 minutos. A este meio foi acrescentada glicose esterilizada numa
concentracéo final de 1% e distribuido assepticamente 10 ml por tubo.

3.2.12. Meio para verificacido de atividade amilolitica

Ao meio NA (item 3.2.4) foi acrescentado 1,0% de amido e
autoclavado a 115°C por 20 minutos.

3.2.13. Meio para verificagao de atividade gelatinasica

Extratodecamne .........c.cccceeeiiiil 0,30%
Peptona ...........ooovriiiiiieeeee 0,50%
Gelatina ... 12,00%



Para esterilizagdo, este meio foi autoclavado a 115°C por 20
minutos.

3.2.14. Meio para detecc¢do de indol

Triptona ......ooeeeiiii e 1,00%
Extratodecamne ...........ccccc.uee 0,30%
pH=74
Para esterilizagdo, este meio foi autoclavado a 115°C por 20
minutos.

3.2.15. Meio para reducgao de Nitrato
Ao meio NA (item 3.2.4) foi acrescentado 0,1% de KNOg3 e

distribuido em tubos com 5,0 mi de meio cada. Foi autoclavado a 115°C

por 20 minutos, e os tubos foram inclinados para obter uma superficie
ampla.

3.2.16. Meio para reagao de Voges-Proskauer (VP)

Peptona .......ccoooeeviii e 0,50%

KoHPO4 ..o 0,50%

GlCoSe ..o, 0,50%
pH=75

A peptona e o KoHPQ4 foram dissolvidos em agua destilada,
o pH foi ajustado, o meio foi distribuido em tubos com 1,5 ml cada e

autoclavado a 115°C por 20 minutos. Posteriormente a glicose foi
adicionada.



3.3. Solucdes e Tampoes

3.3.1. Solucao de cristal violeta.

Solucédo A: Cristal violeta ........... 0,010%
Etanol 95% ................ 20,00 mi
Solucdo B: Oxalato de aménio ....  0,001%
Agua destilada ........... 80,00 mi

As solucdes A e B foram misturadas e estocadas.

3.3.2. Solugao de lugol

10O ..o 0,33%
lodeto de potassio ...................... 0,67%
Aguadestilada ............................. 300,0 mi

3.3.3. Solugao de safranina

Safranina ........oeeeveee 0,025%
Btanol ... 50,0 mi
Agua destilada .................occoon... 50,0 mi

Para o uso, dilui-se esta solucdo (1:10) em agua destilada.

3.3.4. Solucgao de verde malaquita

Verde malaquita ......................... 0,005%
Aguadestilada .............cccoueeennnn. 20,0 mi

3.3.5. Solugao de RNAse

RNASE ... 10mg/ml
Tris-HCIpH =8,0 ..., 10 mM



3.3.6. Solugio de fenol saturado (modificado de Sambrook et al., 1989)

Foi solubilizado 50 g de fenol cristalizado em banho-maria e
adicionado um volume de tampé&o Tris-HCI (0,2M, pH = 8,0). Foi deixado
sob agitacdo por 30 minutos para equilibrar o pH, a fase aquosa foi
retirada e acrescentado novamente o tamp&o. Este processo foi repetido
até que o pH da fase fenodlica estivesse em 8,0. A fase aquosa foi
novamente retirada, adicionado 1/10 do volume final de tampao Tris-HCI
(0,2M, pH = 8,0) e estocado em frasco escuro a 4°C.

3.3.7. Solugdo de a-naftol

a-naftol ... 0,005%
Etanol ... 20,0 mi

3.3.8. Reagentes para o teste do nitrato

Solugéo A: Acido sulfanilico ........ 0,80%
Acido acético 5N ....... 20,0 mi
Solugéo B: a-naftilamina ............. 0,50%
Acido acético 5N ....... 20,0 mi

3.3.9. Reagente de Kovacs

p-dimetilaminobenzaldeido .......... 0,005%
Alcool amilico .....ooveeeveeeeeeea 75,0 mi
HCl concentrado .........ccocoeeiiiin. 25,0 mi

Solubilizou-se o p-dimetilaminobenzaldeido no alcool em
banho-maria (50-55°C) e adicionou-se o acido. Este reagente foi
armazenado em frasco escuro a 4°C.



3.3.10. Clorofane
Fenolsaturado ...............ccoooeiien. 50,00%
Cloroformio .....oooeeeveeeiieeeenn. 50,00%
3.3.11. Clorofil
Cloroformio .....ocooveeeiiiieee. 96,00%
Alcool isoamilico ..........oovvnnnn ... 4.00%
3.3.12. Tampao TEN
Tris-HCIpH =80 .....cccoeeeeeenn 0,10 M
EDTA e, 0,10 M
NaCl e 0.15M
3.3.13. Tampao TE
Tris-HCIpH=8,0 ..ccccovvnnnn, 10,0 mM
EDTA ol 1,0 mM
3.3.14. Tampao TEB 10X
Trizma basepH=80................. 10,80%
Acido BOrCO ...ovveeeeeeeeeeee 5,50%
EDTA e, 0,93%

A solucdo foi autoclavada a 115°C por 20 minutos e
guardada em temperatura ambiente. No momento do uso foi diluida (1:10)
em agua milli-Q.



3.3.15. Tampao STET

..........................................

3.3.17. Gel de agarose (0,8%)

AQarose .........ccocceieiiieieee e,
Tampa@o TEB 1X .o,

3.3.18. Gel de agarose (1,4%)

AQarosSe ..........coevviiiirieiieeeenenn,
Tampao TEB 1X ...

3.3.19. Solugdo estoque de dNTP's

8,00%
0,10%
50,0mM
50,0mM

0,25%
0,25%
15,00%

0,80%
100,0 mi

Os 4 dNTP's (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) foram adquiridos
(Gibco) numa concentracdo de 100mM. Para uso os dNTP's foram
misturados e diluidos em agua de modo a se obter uma concentragio

estoque de 2,5 mM de cada dNTP.
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3.4. Isolamento de Microrganismos Endofiticos

3.4.1. Desinfecgdo das folhas e isolamento dos microrganismos

As folhas foram lavadas em agua corrente, e deixadas
durante 20 horas com o peciolo mergulhado em solugdo aquosa do
fungicida benomyl (80 ug/ml). Posteriormente, as bordas destas folhas
foram recortadas e desinfectadas com banhos sucessivos de alcool 70%
(1 minuto), solucdo de hipoclorito de sédio 3% (3 minutos) e alcool 70%
(30 segundos). O excesso de alcool foi retirado com banho de agua
esterilizada.

Apés a desinfecc¢do, a borda dos fragmentos foliares tratados
foram recortadas e estes fragmentos divididos em 6 pedagos de
aproximadamente 4 X 4 mm, os quais foram colocados em placas de Petri
contendo meio TSA (item 3.2.1) + fungicida benomyl (40 pg/ml) e
incubados a 28°C durante 4 dias.

As bactérias endofiticas que cresceram a partir do primeiro
dia ao quarto dia de cultivo, foram retiradas com alca de platina ou palito
esterilizado e semeadas em meio LBA (item 3.2.3) inclinado em tubos, as
quais posteriormente foram purificadas.

3.4.2. Purificagdo das coldnias bacterianas

As colénias foram purificadas através da técnica de
esgotamento por estrias cruzadas, em placas contendo o meio LBA (item
3.2.3). Este processo foi repetido duas vezes com a finalidade de se obter
colbnias isoladas.

Apés a obtencio de coldnias puras, estas foram semeadas
em tubos de LBA (item 3.2.3) e/ou NA (item 3.2.4) para estoque.
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3.4.3. Verificagdo da frequéncia de isolamento

A frequéncia de isolamento (Fl) foi obtida por meio da
férmula:
Fl = B/F, onde:
F é o numero de fragmentos foliares plagueados, e B o
numero de fragmentos foliares infectados.

3.5. Identificacdo das bactérias isoladas

Para a identificacdo dos isolados bacterianos, foi utilizado
como padréo, bactérias ja identificadas: Enterobacter cloacae isoladas
em Londrina (gentilmente cedida pela Profa. Dra. Halha O. Saridakis do
Depto. de Patologia Geral/Universidade Estadual de Londrina), Bacillus
megatenium, B. thuringiensis, B. polymixa, Clavibacter sp., Erwinia
herbicola (gentilmente cedidas pelo Dr. Rui P. Leite do Instituto
Agronémico do Parana/IAPAR/Londrina)

3.5.1. Verificagao da morfologia

3.5.1.1. Colbnia bacteriana

A morfologia das coldnias bacterianas foi verificada apés o
crescimento das bactérias em meio LBA (item 3.2.3), onde observou-se
forma, borda, pigmentacgao, superficie, consisténcia e odor.

3.5.1.2. Célula bacteriana

Para a verificacdo da morfologia da célula bacteriana, foi
realizada a coloragdo de Gram (item 3.5.2) e a seguir as laminas foram
observadas em microscépio Optico, sendo entdo verificados forma,
tamanho, grupamento, e quando presentes a posi¢do de endésporos.
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3.5.1.3. Motilidade

A verificacdo da motilidade foi feita em lamina cdncava em
microscopio optico, com ceélulas bacterianas previamente crescidas em

meio indol (item 3.2.14), ou por meio do crescimento em meio MILI (item
3.2.8)

3.5.2. Coloracgdo de Gram

Foi preparado um fino esfregaco de células jovens em
lamina, e secado levemente para fixar. Em seguida foi tratado como a
seguir:

- corado em solucdo de cristal violeta (item 3.3.1) por 1
minuto,

- corado em solucao de lugol (item 3.3.2) por 1 minuto e
lavado em solucdo de etanol : acetona (3:1), e lavado em agua.

- corado em solucdo de safranina (item 3.3.3) por 30
segundos, lavado em agua corrente e secado em papel absorvente.

As células gram positivas se coraram de violeta devido a
retencdo dos corantes iniciais (cristal violeta e lugol), enquanto que as
células gram negativas se coraram de rosa devido a coloragdo de
contraste com safranina.

3.5.3. Coloragéo de Wirtz (coloragido para esporos)

Apos feito um esfregaco de cultura bacteriana em lamina, e
secado levemente no calor para fixar. Este foi em seguida recoberto com
solucao de verde malaquita (item 3.3.4), permanecendo por 15 minutos.
Em seguida, foi lavado com agua corrente e corado com safranina (3.3.3)
por 30 segundos. A 1amina foi novamente lavada em agua corrente, seca
e observada ao microscépio o6tico.
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Devido a retencédo do corante verde malaquita, esporos se
coram de verde, enquanto que células vegetativas se coram de rosa
(safranina).

3.5.4. Identificacao bioquimica
3.5.4.1. ldentificagdo presuntiva de bastonetes gram negativos
3.5.4.1.1. EPM (Acido e gas de glicose, urease, H,S, L-triptofano desaminase)

Com uma agulha, foram inoculadas as bactérias por meio de
picada profunda no meio EPM (item 3.2.7) e incubadas a 28°C por 24
horas. A formacdo de bolhas indicou a producdo de gas a partir da
glicose, a passagem da cor do meio de verde para amarelo, na base do
tubo, indicou que houve producdo de acido a partir da glicose, porém,
quando houve producdo de H2S neste mesmo local houve formacgéo de
pigmentos pretos. A coloracdo verde escura na superficie do meio indicou
producéo de L-triptofano desaminase. A produgéo de urease foi verificada
quando a cor do meio passou de verde para azul

3.5.4.1.2. MILI (motilidade, indol-lisina)

As culturas bacterianas foram inoculadas com auxilio de uma
agulha no interior do tubo contendo o meio MILI (item 3.2.8), e incubadas
a 28°C por 24 horas. Ap6s o crescimento bacteriano foi feito a leitura: a
presenca de zonas turbidas ao redor da picada indicou motilidade
positiva, quando a cor do meio passou de roxo-violeta para amarelo
indicou lisina descarboxilase negativa, enquanto que a producao de indol
a partir de triptofano foi verificada colocando 3-5 gotas do reagente de
Kovacs (item 3.3.9), o teste foi considerado positivo quando ocorreu
formacao de anel vermelho (anel indélico).
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3.5.4.1.3. Utilizacao de citrato

A bactéria foi inoculada por meio de estrias na superficie do
meio de citrato de Simmons (item 3.2.9) e incubada a 28°C. O
crescimento bacteriano e a alteracdo da coloracdo do meio foram
examinados diariamente durante 7 dias. O resultado positivo foi
caracterizado pela passagem da cor do meio de verde para azul.

3.5.4.2. Utilizacdo de diferentes fontes de carbono

No momento do uso, foi adicionada a fonte de carbono*
(glicose, arabinose, manitol, amido, raffinose, trealose e melibiose) numa
concentracdo final de 1% ao meio basico para acucares (item 3.2.10), e
distribuidos 5,0 mi em tubos esterilizados. O in6culo foi feito com alca de
platina e incubado a 28°C por 7 dias. O resultado positivo foi
caracterizado pela passagem da cor do meio de verde para amarela
devido a acidificacdo do meio e queda do pH.

* solugao estoque esterilizada (a 20% em agua).
3.5.4.3. Teste de oxidacao e fermentacao da glicose (O/F glicose)

Com auxilio de uma agulha, foi feito um inéculo por picada
profunda em dois tubos contendo o meio para teste de O/F (item 3.2.11).
Sobre a superficie de um dos tubos foi colocado 3,0 mi de 6leo mineral
esterilizado e ambos o0s tubos foram incubados a 28°C por 72 horas.

A mudanca da cor do meio de verde para amarela nos dois
tubos indicou a fermentacao da glicose (F), mas se esta alteracao ocorreu
apenas na superficie do tubo sem 6leo indicou oxidagdo da glicose (O).
Entretanto, se houve crescimento bacteriano € o meio passou de verde
para azul, ndo ocorreu utilizacdo da glicose, mas houve elevacdo do pH
devido a produtos do metabolismo proteico.
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3.5.4 4, Hidrblise do amido

Os isolados bacterianos foram inoculados em placas de petri
contendo o meio de amido (item 3.2.12) e incubados a 28°C por 48 horas.
Apobs o crescimento estas coldnias foram cobertas com solugédo de lugol
(item 3.3.2). O resultado positivo foi caracterizado por um halo incolor ao
redor da colbnia bacteriana.

3.5.4.5. Hidrdlise da gelatina

O meio de gelatina (item 3.2.13) foi deixado a 4°C durante 2
horas para solidificar. O inéculo foi por picada profunda neste meio com
aguiha. Incubou-se a 28°C durante 30 dias.

Para observagdes diarias, os tubos inoculados juntamente
com um tubo controle (sem inéculo) foram colocados em refrigerador a
4°C por 1 hora. A manutencdo do estado liquido do meio indicou a
hidrélise da gelatina.

3.5.4.6. Crescimento em diferentes temperaturas

As bactérias foram inoculadas em meio NA (item 3.2.4) e
incubadas em diferentes temperaturas (10, 28 e 45°C) durante 7 dias,
para se verificar o crescimento.

3.5.4.7. Crescimento em NaCl 5%

Foi utilizado o meio NA (item 3.2.4) acrescido de NaCl na
concentracao de 5%. Apds o indculo, incubou-se a 28°C por 72 horas,
para se verificar o crescimento bacteriano.
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3.5.4.8. Crescimento em diferentes pHs

Foi utilizado o meio LB (item 3.2.2) com o pH desejado (5,8
6,7). Apbs o ino6culo, incubou-se a 28°C por 72 horas para se verificar o
crescimento bacteriano.

3.5.4.9. Catalase

Com auxilio de um palito de madeira, foi coletado uma
amostra de colbnia bacteriana, e colocada sobre uma gota de H,0O, (3%).
O resultado positivo foi caracterizado pelo desprendimento de gas
imediatamente ou apds 5 minutos.

3.5.4.10. Oxidase

Sobre um papel de filtro impregnado com 2-3 gotas de
dimetil-p-fenilenediamina (1%), colocou-se amostras de colbnia
bacteriana. O resultado positivo foi determinado pelo aparecimento de
coloracgdo violeta sobre o papel em 10 segundos.

3.5.4.11. Producao de indol

As bactérias foram semeadas em caldo para determinacao
da producédo de Indol (item 3.2.14) e incubadas a 28°C por 48 horas. Ap6s
o crescimento, foi adicionado 4 gotas do reagente de Kovacs (item 3.3.9).
Um halo vermelho na fase aicéolica indicou presenca de indol.

3.5.4.12. Reducéo de nitrato a nitrito

As bactérias foram inoculadas em meio com nitrato (item
3.2.15) e incubadas a 28°C por 48 horas. Apdés o crescimento foram
adicionadas 2 gotas da solucdo A e 2 gotas da solugéo B dos reagentes
para o teste do nitrato (item 3.3.8). O resultado positivo foi caracterizado
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pelo aparecimento de uma coloragcdo vermelha intensa na superficie do
meio.

3.5.4.13. Reacéao de Voges-Proskauer (VP)

Com auxilio de uma alga de piatina, as bactérias foram
inoculadas em tubos contendo o meio para VP (item 3.2.16) e incubadas
a 28°C por 72 horas. A leitura da reagao foi feita alcalinizando o meio com
2-3 gotas de KOH (40%) e posteriormente adicionaram-se 3-5 gotas de
solucdo de a-naftol (item 3.3.7). O teste positivo foi caracterizado pela
presenca de um halo vermelho, alguns segundos apds a colocagéao do
reagente. Este halo se fromou a partir da superficie de contato com o O,,
devido a axidacao da acetoina.

3.6. Verificacdo da interacao fungo-bactéria

3.6.1.Isolados fangicos utilizados

Foram utilizados os isolados M131 e C145 de Guignardia
citicarpa (Glienke, 1995) e um de Colletotrichum gloeosponoides,
isolados como endéfitos de folhas de tangerina cravo (Citrus reticulata),
tangor murcote (C. reticulata X C. sinensis) e pétala de laranja doce (C.
sinensis) respectivamente. O isolado de C. gloeosporioides foi
gentilmente cedido pelo pesquisador Carlos |. Aguilar-Vildoso do CCSM.

3.6.2. Obtencao de metabélitos fingicos

Foram inoculados 5 fragmentos de 0,8 cm de cada colbnia
fungica, crescida em meio aveia soélido (item 3.2.6), em erienmeyr
contendo 50 mi de meio aveia liquido (item 3.2.5), e incubados sob
agitacdo (150 rpm) a 28°C durante 5 dias. Apdés o crescimento,
centrifugou-se o conteudo desses frascos a 5000 rpm (3000 G) durante 10
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minutos e coletado o sobrenadante, o qual foi armazenado em
refrigerador a 4°C.

3.6.3. Acdo dos metabdlitos fiingicos sobre colénias bacterianas

Inocularam-se bactérias em 10 mi de meio LB (item 3.2.2), e
incubou a 28°C por 20 horas a 200 rpm. Com auxilio de uma alca de
Drigalski, 100 pl desta cultura foram semeadas sobre 20 mi de meio NA
(item 3.2.4). Esperou-se 30 minutos e retirou-se um disco de 0,8 cm do
centro da placa contendo o meio NA, e colocou neste recorte 150 ul da
solucéo obtida de acordo com o item 3.6.2, e incubou a 28°C por 24
horas. Apés, foi verificada a agcdo dos metabdlitos fungicos pela presencga
ou auséncia de halos de inibicAo ou de estimulo do crescimento
bacteriano.

3.6.4. Verificagdo da estabilidade térmica dos metabdlitos fangicos
Os metabalitos fungicos obtidos de acordo com o item 3.6.2,
foram autoclavados a 115°C por 20 minutos, € novamente ensaiado o seu

efeito sobre o crescimento bacteriano (item 3.6.3).

3.7. Técnicas moleculares

3.7.1. Extracdo de DNA
3.7.1.1. Extracdo de DNA total genémico

As bactérias foram inoculadas em 5 ml de meio LB (item
3.2.2) e incubadas por 60 minutos a 28°C (200 rpm). Em seguida 2 ml
deste meio foram transferidos para 50 mi de meio LB e a cultura incubada
nas condicbes anteriores por, 20 horas.

ApOGs o crescimento, as culturas bacterianas foram
centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm (3000 g), o sobrenadante foi
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desprezado e o precipitado foi lavado em solugcdo salina (0,85%) e
novamente centrifugado, e tratado como descrito a seguir:

- o precipitado foi ressuspendido em 2 ml de tampéo TEN
(item 3.3.12)/ lisozima (4mg/ml), e em seguida incubado a 37°C por 45
minutos,

- foi acrescentado 0,5 mi de solucédo de SDS (8,5%), e
incubou a solucéo a 75°C até clarear (30 minutos), para que ocorresse a
lise celular,

- ap6s a lise, foram adicionados 1,5 ml de acetato de
potassio (5M; pH = 5,2), e incubo-se em gelo por 20 minutos,

- foram adicionados 4 ml de fenol saturado (item 3.3.6),
agitado suavemente por inversao e centrifugado por 10 minutos a 9000
rpm (9700 G),

- 0 sobrenadante foi recuperado e a ele foram acrescentados
4 ml de clorofane (item 3.3.10), agitado suavemente por inverséo e
centrifugado por 10 minutos a 9000 rpm (9700 G),

- 0 sobrenadante foi novamente recuperado, e neste foram
adicionados 4 ml de clorofil (item 3.3.11), foi agitado suavemente por
inversdo e centrifugado por 10 minutos a 9000 rpm (9700 G),

- foi recuperado o sobrenadante, adicionados 4 mi de
isopropanol 4°C e incubado a -20°C por 30 minutos para a precipitacdo
do DNA,

- ap6s a incubacéo, a solucio foi centrifugado por 20 minutos
a 12000 rpm (17200 G), e posteriormente o precipitado de DNA foi lavado
com alcool 70% gelado e secado a 37°C por 30 minutos,

- finalmente o DNA foi ressuspendido em 200 pl de tampéao
TE (item 3.3.13), e estocado a -20°C.

3.7.1.2. Extracdo de DNA plasmidial (Del Sal et al., 1988).
As bactérias foram inoculadas em 5 mi de meio LB (item

3.2.2), e incubadas a 28°C por 20 horas a 200 rpm. Apos o crescimento,
1,5 ml desta cultura foram coletados em tubos eppendorfs, centrifugado
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5000 rpm (418,88 G) por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado de células ressuspendido em 150 ul tampao STET (item
3.3.15), e tratado como descrito a seguir:

- foram adicionados 5 ul de lisozima (50 mg/ml) e incubado
por 5 minutos a temperatura ambiente,

- foi novamente incubado a 95°C por 45 segundos e
centrifugado a 12000 rpm (1005,3 G) por 10 minutos,

- 0 precipitado foi retirado com auxilio de um palito de
madeira esterilizado, adicionado 8 ul de CTAB 5%, incubou por 5 minutos
a temperatura ambiente e centrifugado a 12000 rpm (1005,3 G) por 5
minutos,

- 0 precipitado foi ressuspendido em 300 pl de NaCl (1,2 M),
foi adicionado 750 pi de etanol gelado, incubado a -20°C por 20 minutos
e centrifugado a 12000 rpm (1005,3 G) por 10 minutos,

-foi lavado o precipitado com etanol 70%, e secado a 37°C
por 30 minutos. Posteriormente este precipitado foi novamente
ressuspendido em 20 ul de tampéao TE (item 3.3.13).

3.7.1.3. Verificacao da integridade do DNA

A integridade do DNA plasmidial e genomico foi verificada
por meio de eletroforese do DNA em gel de agarose 0,8% (item 3.3.17) a
4 volts/cm, juntamente com marcador de peso molecular (DNA lambda
clivado com Hind lll), apds a eletroforese, o gel foi corado com brometo
de etidio (1,0 pg/ml) e observado em transiluminador de luz ultravioleta.
Este método juntamente com a leitura em espectrofotdmetro (260 nm)*
também possibilitou a quantificacdo do DNA total genémico.

* Spectrofotometer Hitachi U-3300.
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3.7.2. Verificagao do perfil plasmidial
3.7.2.1. Perfil plasmidial

Apods a verificacdo da integridade do DNA plasmidial (item
3.7.1.3), foi realizado eletroforese em gel de agarose 0,8% a 3 volts/cm,
durante 3,5 horas, corado com brometo de etidio (1,0 pg/ml), visualizado
em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado (camara ZENIT, filme
preto e branco liford - ASA 50).

3.7.2.2. Clivagem do DNA plasmidial

Em eppendorf foram colocados 20 yl de DNA plamidial, 3,0
yl do tampéo da enzima, 1,0 yl de enzima de restricdo (tabela 3.2) e 6,0
ul de agua mili-Q autoclavada. Esta soluc&o foi incubada a 37°C por 20
horas.

Apés a clivagem, foi realizado eletroforese dos fragmentos
em gel de agarose 0,8% (item 3.3.17) a 3 volts/cm, seguindo-se a
observacdo ap6s coloragdo com brometo de etidio (1,0 ug/ml) e fotografia
com camara ZENIT, filme preto e branco liford - ASA 50, sobre
transiluminador de luz ultravioleta.

3.7.3. Analise de polimorfismo gerado por marcadores de RAPD
3.7.3.1. Amplificacdo do DNA gendmico

Regides do DNA gendmico foram amplificadas através da
técnica de RAPD (PCR com primer arbitrario), em termociclador Perkin-
Elmer-Cetus, programado para realizar uma desnaturacdo inicial de 4
minutos a 92°C, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 2 minutos a
37°C, 3 minutos a 72°C, e apds os ciclos uma extenséo final de 3 minutos
a 72°C. A concentragdo e os componentes utilizados na reacéo estao
listados na tabela 3.3.



Tabela 3.2 - Relacdo de enzimas de restricdo e respectivas sequéncias de

reconhecimento.
Enzima Sequéncia de
reconhecimento

Sau 3Al 5-GATC-3'

Hind 1 5-AAGCTT-3'
Xba | 5-TCTAGA-3'

Eco Ri 5-GAATTC-3
Kpn | 5-GGTACC-3'
Xhoi 5'-CTCGAG-3
Not | 5.GCGGCCGC-3
Sfil 5'-GGCCNsGGCC-3'

Tabela 3.3 - Componentes e respectivas concentragdes utilizadas em uma reacio de

RAPD.
Componentes Estoque Volume Concentragao final

_Agua (milli-Q estéril) 10,7 pl -

Tampao (Gibco) 10X 2,5 ul -
_MgCl» (Gibco) 50mM 2,0 ul 4,0 mM

dNTP 2,5 mM 2,0l 0,2 mM de cada

Primer 4 uM 2,5l 0,4 mM

Taqg DNA pol. (Cenbiotec) 5U/ul 0,3 ul 15U

DNA ing/ul 504l 5.0 ng

Total 25,0 yl -

Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,4% (item 3.3.18) a 3 volts/cm,
juntamente com DNA A clivado com Hind lll como marcador de peso
molecular. Apos a eletroforese o gel foi corado em solugdo de brometo de
etidio (1,0 ug/ml) e fotografado (cAmara ZENIT, filme preto e branco liford
- ASA 50), sobre transiluminador de luz ultravioleta.
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Tabela 3.4 - Lista de "primers" selecionados e respectivas sequéncias de
nucleotideos.

Primer Sequéncia C+G PM.
OPE-14 5-TCGGGCTGAG-3' 70% 3075
OPE-19 5-ACGGCGTATG-3' 60% 3059
OPE-20 5-AACGGTGACC-3' 60% 3028
OPX-09 5-GGTCTGGTTG-3' 60% 3081
OPX-13 5-ACGGGAGCAA-3 60% 3077

3.7.3.2. "Primers" selecionados

Os "primers" utilizados foram produzidos pela Operon
Technologies (Alameda, CA, EUA) e apresentam sequéncia de
nucleotideos e peso molecular listados na tabela 3.4.

Estes "primers" foram adquiridos na forma de "peliets”
liofilizados. Para o uso foram diluidos em agua mili-Q autoclavada para se
obter uma concentracéo estoque de 4 uM.

3.7.3.3. Construgéo de dendrogramas

Os dados obtidos por ampilificacdo ao acaso do DNA
gendmico (RAPD) foram transformados em variaveis binarias, ou seja, o
namero 1 significou presenca de banda e o numero 0 a auséncia de
banda, e desta forma foram introduzidos no programa NTSYS-PC
(Applied Biostatistics, Inc.). Este programa produziu uma matriz de
similaridade com os dados introduzidos, utilizando o coeficiente de
similaridade de JACCARD, calculado de acordo com a formula:

J=M/P,

onde M é o numero de concordancias positivas € P 0 numero total de
variaveis, menos concordancias negativas. Estes dados da matriz de
similaridade, foram entdo utilizados pelo programa para a construgao do
dendrograma pelo método de UPGMA. Este dendrograma agrupou o0s
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diferentes isolados mostrando o nivel de similaridade genética entre os
isolados bacterianos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento de Bactérias Endofiticas

Utilizando a metodologia de isolamento descrita por Pereira
(1993) e utilizada por Souza (1996), ndo foi possivel o isolamento de
bactérias endofiticas de porta-enxertos de citros, pois, como mostra a
figura 4.1 e também constatado por Glienke (1995), a populagdo micética
no interior de folhas de plantas de citros € intensa, inibindo o
desenvolvimento de bactérias. Dessa forma, para o isolamento de
bactérias endofiticas foi necessaria a utilizacdo de um agente que
promovesse a inibicdo do crescimento fungico antes e durante o
isolamento. Como citado no item 3.4.1, o fungicida benlate foi utilizado
com a finalidade de inibir o crescimento flngico, antes da desinfeccdo e
durante o isolamento em meio de cultura. Como mostra a figura 4.2, ap6s
o fratamento com este fungicida, nenhum crescimento fungico foi
observado a partir dos tecidos foliares.

A figura 4.2 mostra aspectos do isolamento de bactérias
endofiticas de explantes foliares de porta-enxertos de citros, apés
tratamento com benlate. Foram isoladas 530 bactérias numa frequéncia
total de isolamento (FTI) de 73,61% (tabela 4.1). Nao foi observada
diferenca significativa na frequéncia de isolamento (Fl) entre plantas,
entretanto, foi verificada diferenca significativa na Fl entre porta-enxertos
(figura 4.3 e apéndice 1). Esta diferenca ocorreu devido a baixa Fl de
endofitos nos porta-enxertos trifoliata limeira e trifoliata kryder, entretanto

no teste de tukey, somente trifoliata limeira foi significativamente diferente
(tabela 4.1).



Figura 4.1 - Crescimento de fungos endofiticos a partir de explantes foliares de porta-
enxertos de citros, apos 4 dias de incubacgao.

Figura 4.2 - Aspectos do isolamento de bactérias endofiticas de explantes foliares de

porta-enxertos de citros. Observar crescimento de bactérias das bordas
dos fragmentos foliares, apos 24 (a) e 72 horas (b) de incubacao.
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Tabela 4.1 - Frequéncia de isolamento (FI) de bactérias endofiticas de folhas de
porta-enxertos de citros.

planta 1 (%)* planta 2 (%)* planta 3 (%)* (%) total**

T. orlando 100,00 100,00 91,67 97.22a

L.c. DAC 100,00 100,00 91,67 97 22a

T. sunki 91,67 66,67 100,00 86,11ab
L. c. limeira 91,67 91,67 75,00 86,11ab
C. troyer 91,67 75,00 83,33 83,33ab
L. volcameriano 91,67 75,00 83,33 83,33ab
T. cledpatra 58,33 100,00 33,33 63,89ab
L. cravo 100,00 50,00 33,33 61,11ab
T. kryder 58,33 25,00 33,33 38,89ab
T. limeira 25,00 8,33 58,33 30,56 b
Total 83,33 69,17 68,33 73,61

* frequéncia média de duas coletas, com trés folhas por planta; ** valores

seguidos de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% no teste de
Tukey.

As folhas destes dois porta-enxertos sdo menores e
tripartidas, e por esse motivo, resultam em fragmentos menores quando
se eliminam as bordas antes da desinfeccédo (item 3.4.1). Como séo
menores, estes fragmentos devem sofrer uma acdo mais intensa dos
agentes desinfectantes, os quais podem eliminar também os enddfitos
destas folhas, resuitando numa frequéncia menor de isolamento,
causando um erro na frequéncia.

Utilizando esta metodologia de isolamento de bactérias
endofiticas, ndo foram observadas coldnias bacterianas a partir de
sementes desinfectadas, sugerindo que estas bactérias isoladas de folhas
n&o sao transmitidas via sementes. Como mostrou Glienke (1995), fungos
endofiticos de citros também n&o s&o transmitidos via sementes,
entretanto, Bashan et al. (1982) observaram que Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria pode colonizar endofiticamente plantas de pimenta e
posteriormente, ser transmitida via sementes, porém, estas sementes

possuem menos protecdo fisica do que sementes de citros, que
apresentam frutos carnosos.
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4.2. ldentificacdo Bioguimica dos Isolados Bacterianos

Devido a impossibilidade de se trabalhar com os 530
isolados, foram tomadas ao acaso, 51 bactérias para identificacdo. Isso
foi feito entre isolados de um mesmo porta-enxerto, permitindo a
execucio do trabalho com uma amostra da populacdo bacteriana de cada
porta-enxerto.

A identificacdo foi feita por etapas, ou seja, testes
bioquimicos foram selecionados para cada grupo de acordo com Sneath
et al. (1986), apos coloragcdo de Gram. Verificou-se que 64,7% dos
isolados eram gram positivos, e 35,3% bactérias gram negativas. Os
numeros de bactérias endofiticas gram positivas € negativas por porta-
enxertos estio listados na tabela 4.2.

T.otando L.c.DAC T.sunki L. c.limeira C.troyer L. T.cledpatra L.cravo  T.kiyder T.limeira
volcamerfiano

Figura 4.3 - Frequéncia total de isolamento de bactérias endofiticas de porta enxertos
de citros.
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Tabela 4.2 - Distribuicdo das bactérias gram positivas e gram negativas por porta-

enxertos.
Porta-enxertos Caodigo Gram positivas Gram negativas  Total
T. oriando TO 3 2 5
L.c. DAC LD 3 2 5
T. sunki TS 2 2 4
L. c. limeira CL 4 1 5
C. troyer CT 2 3 5
L. voicameriano LV 5 2 7
T. cle6patra TC 2 2 4
L. cravo LC 4 2 6
T. kryder CK 3 1 4
T. limeira LT 5 1 6
Total 33 18 51

4.2.1. Bactérias gram positivas

Os 33 isolados gram positivos foram submetidos aos testes
sugeridos por Sneath et al. (1986), listados nas tabelas 4.3 e 4.4. Os
resultados obtidos permitiram a identificacdo de 26 isolados, os quais
pertencem ao género Bacillus (incluindo B. pumilus, B. megaterium, B.
cereus e B. lentus) e os 7 isolados restantes foram reunidos de acordo
com suas caracteristicas bioquimicas em dois grupos (tabela 4.4).

O género Bacillus ja foi descrito como endodfito de varias
espécies de plantas, entre elas beterraba agucareira (Bugbee et al., 1975;
Jacobs et al.,, 1985), algoddo (Misaghi & Donndelinger, 1990) milho
(Fisher et al., 1992; Souza, 1996), e esta associado a rizosfera de Lolium
perenne (Chanway et al., 1990). No entanto, esses autores ndo utilizaram
métodos de visualizacdo das células bacterianas no interior dos tecidos
vegetais e também ndo discutiram a possibilidade dos esporos
produzidos por estas bactérias terem resistido a desinfecgao.
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Tabela 4.3 - Caracteristicas bioquimicas de bastonetes gram positivos produtores de esporos.

Produgéo de acido a Hidrélise Utilizagao Redugio Produgdo  Crescimento NaCl Crescimento em
partir de aclcares de de de em pH temperaturas de:

Identificagdo isolados Catalase ~ O/F V-P  gluc arab mani | gelat* amido Citrato Nitrato Indol 6.7 5,8 5% $C  27°C  30%
Bacillus pumilus LC 08 + 0 + + + + +4+ - + - - + + + - + +
B. pumilus LV 22 + o + + + + +44 - + - - + + + . + +
B. pumiius LD 28 + 0 + + + + ++ - + - - + + + - + +
B. pumilus LT 38 + <] + + + + 44 - + - - + + + . + +
B. pumilus TC 40 + o + + . + +++ - + - - + + + N + +
B. megaterium LV 25 + o + + - + 4+ + + + " + + + - + +
B. megaterium LD 33 + ] + + - + +++ + + + - + + + - + +
B. cereus LV 27 + o + + - + 44 + - + . + + + . + +
B. lentus TS 52 + (] NC + + + - + - + - + - + - + +
Baclllus sp.1 CT 03 + ] + + + B +++ - - - - + + + . + +
Bacillus sp.1 CL 13 + o + + + - +4++ - - - - + + + . - +
Bacilius sp.1 CK19 + o + + + - +44 - - - A + + + N + +
Bacillus sp.1 CK 20 + 0 + + + - ++4+ - - - - + + ¥ N + ¥
Bacillus sp.1 LV 21 + [ + + + - 44 - - - - + + + . + +
Bacillus 8p.1 LV 26 + [] + + + - +4++ - - - - + + * - + +
Baclllus sp.1 CL 14 + [ + + + + 44+ - - - - + + + - + +
Bacillus sp.1 TC 43 + o + + + + +4+ - - - - + + + - + +
Baclllus sp.1 CK17 + -] + + - - +4+ - - - - + + + - + +
Baclllus sp.2 CT 01 + o B + - + +4++ - - - - + + + - + +
Bacillus sp.2 L.C 07 + <] + + - + +4++ - - - N + + + - + +
Bacllius sp.2 L.C 09 + [ - + + + s - - - . + + + M T +
Bacillus sp.2 LD 30 + [ “ + + + +4+ - B - - + + + . + +
Bacillus sp.2 TO 46 + [-] - + + + ++ - - - - + + + - + +
Bacillus sp.2 TS SO + [ - + + + ++ - - - - + + + - + +
Bacillus sp.2 CL15 + 0 - + + - +4 N N . - + + T - + "
Baclllus sp.3 LT 34 + [} NR NR NR +++ NR NR NR NR NR NR NR

o: oxidativo; NC: ndo crescimento, NR: néo realizad
+ hidroliza a gelatina em 21 a 33 dias;

0; “+++ hidroliza a gelatina

em 1 a 10 dias, ++ hidroli

za a gelatina em 11 a 20 dias,
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Tabela 4.4 - Caracteristicas bioquimicas de bastonetes gram positivos ndo esporulados.

Produgdo de acido a Hidrélise Utilizagdo Redugio Produgdio  Crescimentoem  NaCl Crescimento em
partir de agtcares de de de pH: temperatura de:
Isolados Catalase O/F V-P gluc arab man gelat®  amido Citrato Nitrato Indol 6.7 5,8 5% 9°C 27°C 30°C

LC 10 + [ + + + + +44 - + - B + + + - + +
LD 31 + ) + + + + +++ - + - - + + + - + +
LT 36 + 0 - + + + +4 - + - - + + + - + +
LT 35 + 0 NR + + + NR . + - - + + + - + +
TO 44 + 0 NR - - - NR - + - - + + + - + +
CL 16 + 0 + + - + 444 - + - - + + + - + +
TO 48 + [ + + - + + + + - + +

NC : ndo crescimento, NR néo realizado; * +++ hidroliza a gelatina de 1 a 10 dias, ++ hidroliza a gelatina de 11 a 20 dias,
+ hidroliza a gelatina de 21 a 33 dias.
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No presente trabalho, foi realizado o teste de vitalidade
descrito por Petrini (1984)! citado por Schulz et al. (1993) para verificar se
estes Bacillus sao endofitos. Os resultados mostraram que os esporos
sdo sensiveis ao tratamento de isolamento utilizado, entretanto, a
mudanca do substrato (folha de citros para papel de filtro) pode ter
colaborado para este resultado. Posteriormente serdo discutidos outros
resultados que sugerem a possibilidade destes isolados do género
Bacillus nao serem endofitos obrigatérios (verdadeiros).

Os isolados do grupo NI-1 (tabela 4.5) s&o bioguimicamente
semelhantes ao isolados identificados como B. pumilus (tabela 4.3 e
tabela 4.4), entretanto, esporos nao foram visualizados, sugerindo que se
trata de isolados desta espécie que perderam a capacidade de
esporulacdo, pois, estas estruturas de resisténcia ndo sdo necessarias
para a sobrevivéncia neste habitat (interior de tecidos vegetais), porém
outros estudos como a utilizacdo de microscopia eletronica e analise
molecular destes isolados, devem ser realizados para a confirmagéo
desta hipotese.

Os isolados do grupo N.I.2 n&o apresentaram semelhanca
morfolégica ou bioquimica com os isolados do género Bacillus, e
apresentam um crescimento lento quando comparado aos demais grupos.

4.2.2. Bactérias gram negativas

A identificacdo das bactérias gram negativas foi feita por
meio dos resultados obtidos com os testes bioquimicos listados na tabela
4.6. Foi verificado que 14 dos 18 isolados gram negativos pertencem ao
género Erwinia, sendo, provavelmente, todos Erwinia herbicola (sin.:
Enterobacer agglomerans), 1 isolado foi identificado como Alcaligenes sp.
e 3 isolados nao foram identificados (tabela 4.7), entretanto os resuitados
sugerem que se tratam de bactérias do género Pseudomonas.

LPETRINI, O. Endophytic fungi in British Ericaceae: A preliminary study. Transactions of the
British Mycological Society, v.83, p.510-512, 1984.
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Tabela 4.5 - Desdobramento em grupos bioquimicos de bastonetes gram positivos.

Identificagao N° de isolados Porcentagem
Bacillus sp. 1 9 17,65
Bacillus sp. 2 7 13,73
B. pumilus 5 9,80
B. megaterium 2 3,92
B. lentus 1 1,96
B. cereus 1 1,96
Bacillus sp. 3 1 1,96
N.I.* 1 5 9,80
N.L* 2 2 3,92

* nao identificados

Portanto, como mostra a figura 4.5, E. herbicola foi a espécie
mais frequente neste trabalho. Este resultado confirma estudos anteriores
de que esta espécie bacteriana esta frequentemente associada ao
filoplano e em inUmeros casos, como ja relatado na literatura, encontra-se
como enddfito (Bugbee et al., 1975; Jacobs et al., 1985; Misaghi &
Donndelinger, 1990; Vdlksch et al., 1992; Fisher et al., 1992).

Foi verificado também que apenas E. herbicola foi isolada de
todos os porta-enxertos (tabela 4.8), sugerindo que esta bactéria € um
importante endoéfito de porta-enxertos de citros, onde deve apresentar
intima interagcdo com estas plantas.

Entretanto, o fato destas bactérias ndo serem isoladas de
sementes pode indicar que ou ndo sdo sistémicas ou s&o especificas para
outros tecidos da planta, como folhas, caules etc. Como descrito por
Fisher et al. (1992), as bactérias podem apresentar especificidade a
regides do caule proximas ao solo. Trabalhos de microscopia eletronica
poderao auxiliar em investigacbes posteriores sobre a interacdo entre
estas plantas hospedeiras e suas bactérias endofiticas.
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Tabela 4.6 - Caracteristicas bioquimicas de bastonetes gram negativos isolados de porta-enxertos.

EPM MILI
Glicose Acldo de:
Espécies/grupos Isolados HsS Urease * Ac. Gas LTD Mot Indol Lis Citr Oxid NO, OF Rf Tr Mi Am Gelat
NGQE u—mﬂ. ke ek Wik Rk FoledN Ak

Erwinig herbicola CT 02 - - + + - + - - + - + f + + + + +
E. herbicola CcT oS - (+) + + - + - - + - + f + + + + +
E. herbicola LC 06 - (+) + + B + N A + M + f + + + + +
E. herbicola CL 12 - - + + - + - - + . + f + + + + T
E. herbicola CK 18 - (+) + + - + N - + - + f + + + + +
E. herbicola LV 23 - - + + - + - - + - + f + + + 4+ +
E. herbicola Lv24 - - + + - + - - + - + f + + + + +
E. herbicola LD 32 - - + + “ + - - + - + f + + + + +
E. herbicola LT 37 - (+) + + - + - - + + + f + + + + +
E. herbicola TC 41 - + + + - + - - + - + f + + + + +
E. herbicola TO 45 - - + + - + - - + - + f + + + + +
E. herbicola TO 47 - - + + - + - - + - + f + + + + +
E. herbicola TS 49 - (+) + + - + - - + - + f + + + + +
E. herbicola TS 51 - - + + - + - - + B + f + + + + ++
Alcaligenes sp. CT 04 - + - - - - - - - - - ] NR NR NR NR 4
N.I3 LD 29 - - - - - - - - + + - 0 NR NR NR NR ++
N.I.3 TC 42 - - - - - - - - + + - [} NR NR NR NR N
N.L4 LC 11 - + - - - - - - + {+} - o NR NR NR NR -

* (+) fraco positivo; **raffinose; ***trehalose; ****melibiose; *****amido; ******+++ hidroliza a gelatina em 1 a 10 dias, ++
hidroliza a gelatina em 11 a 20 dias, + hidroliza a gelatina em 21 a 33 dias; o: oxidativo; f: fermentativo; NR: ndo realizado
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Tabela 4.7 - Desdobramento em grupos bioquimicos de bastonetes gram negativos.

Identificacao N° de isolados Porcentagem
Erwinia herbicola 14 24,45
Alcaligenes sp. 1 1,96
N.L.3 2 3,92
N.lL.4 1 1,96

4.3. Acdo de Metabdlitos Fungicos Sobre Bactérias Endofiticas

4.3.1. Bactérias gram positivas

Como mostra a tabela 4.9, a maioria das bactérias gram
positivas foi inibida pelos metabdlitos fungicos presentes no sobrenadante
da cultura. Esta inibicao foi observada pela formacdo de um halo de
inibicdo do crescimento bacteriano em torno do ponto contendo os
metabdlitos fungicos (figura 4.6).

Os resultados acima citados, evidenciam a hipotese de que
estes microganismos nao coexistem no interior da planta hospedeira e
que a presenca de Bacillus spp. esta condicionada a auséncia de G.
citricarpa, pois, a presenca deste fungo deve inibir o desenvolvimento da
infeccdo pela bactéria. Esta interagcdo antagdnica entre este fungo
endofitico e Bacillus spp. reforca a idéia de que estas bactérias devem
fazer parte da microbiota epifitica e ndo endofitica destes hospedeiros.

O isolado de C. gloeosporioides inibiu apenas trés isolados
bacterianos. Esta baixa atividade inibitéria pode ter sido observada devido
ao fato de que este fungo foi obtido de pétalas, ou seja em outra parte da
planta, e em condicdes normais isolados de C. gloeosporioides obtidos de
folhas podem apresentam outras caracteristicas fisioldgicas, que
poderiam auxilar na interagdo deste fungo com microrganismos presente
nos tecidos foliares destes hospedeiros.

Portanto, com excesséao do isolado TO44 e dos isolados que
nao sofreram inibicdo pelos compostos fungicos, pode-se afirmar que
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estas bactérias sdo epifiticas de folhas, e que em determinadas
condicbes podem tornar-se endéfitos. O isolado TO44 também deve ser
um enddfito, entretanto devido a baixa frequéncia de isolamento torna-se
dificil aqui uma discussdo mais conclusiva. Segundo Petrini (1986),
microrganismos epifiticos que eventualmente passam para o interior da
planta hospedeira por aberturas como estdmatos ou ferimentos, sdo
denominados de enddfitos facultativos, ressaltando que esta interacéo
nao deve ser tdo intima como aquela existente entre a planta hospedeira
e endofitos verdadeiros.

Bacilius Bacilhs Bacilius Bacilius Gp* Erwinia GN*=
sp.1 sp.2 purmilus spp* herbicola

* inclui B. cereus, B. megaterium, B. lentus e Bacillus sp.3;
** isolados gram positivos ndo identificados;
*** isolados gram negativos ndo pertencentes ao género Erwinia.

Figura 4.4 - Porcentagem dos grupos bacterianos na populacao total estudada.



Tabela 4.8 - Isolados bacterianos identificados e seus respectivos hospedeiros.

Porta-enxertos Cédigo dos isolados Identificagao

TO45; TO47 E. herbicola
T. orlando TO46 Bacillus sp.1
TO44; TO48 N.1.
LD32 E. herbicola
LD28 B. pumilus
L.c. DAC LD33 B. cereus
1.D30 Baciilus sp.2
LD29; LD31 N.IL
TS49; TS51 E. herbicola
T. sunki TS52 B. lentus
TS50 Bacillus sp.2
CL12 E. herbicola
L. c. limeira CL13; CL14 Bacillus sp.1
CL15 Bacillus sp.2
CL16 NI
CT02; CTO5 E. herbicola
C. troyer CT04 Alcaligenes sp.
CTO03 Bacillus sp.1
CTO01 Bacillus sp.2
LV23; LV24 E. herbicola
L. volcameriano LV25; LV27 B. megatenium
Lv22 B. pumilus
LV21; LV26 Bacillus sp.1
TC41 E. herbicola
T. cledpatra TC40 B. pumilus
TCA43 Bacillus sp.1
TC42 N.1.
LCO6 E. herbicola
L. cravo LCO8 B. pumilus
LCO7; LCO9 Bacillus sp.2
LC11 NI
T. kryder CK18 E. herbicola
CK17, CK19; CK20 Bacillus sp.1
LT37 E. herbicola
T. limeira LT38 B. pumilus
LT34 Bacillus sp.3
LT35; LT36; NI
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Tabela 4.9 - Acdo de metabdlitos excretados por fungos endofiticos de plantas
citricas em bactérias endofiticas gram positivas.

Espécie Isolados Metabélitos fungicos de:
M131* C145*  C. gloeosporioides™

B. pumilus 1.D28; LV22; TC40; LC08 - - -

B. pumilus LT38 inibicao - -

B. lentus TS52 inibicAo - -

B. cereus LD33 - - -

B. megaterium LV25; Lv27 - - -
Bagillus spp. CK19 inibicAo  inibicao inibicao
Bacillus spp. CL14; LV26; CK17;, CK20; inibicdo  inibicdo -

CT01;LT34

Bagillus spp. Lv21; CL15 inibicao - -
Bacillus spp. LD30; TS50; LCO7 - inibicdo -
Bacillus spp. CcT03 - - inibicdo
Bacillus spp. LC09; CL13; TC43; TO46 - - -
N.I. TO44 estimulo _ estimulo -
N.L LD31 inibicdo __inibicéo inibigcdo
N.L LT35 inibicdo - -

* G. citricarpa; **(-). nenhuma alteragdo no padrdo de crescimento bacteriano foi
observado. *** isolado de pétalas de laranja doce.

4.3.2. Bactérias gram negativas

A acdo dos metabdlitos flngicos sobre bactérias endofiticas
gram negativas foi verificada como descrito no item 3.6. Observou-se que
C. gloeosporioides isolado de pétalas de laranja doce (C. sinensis) nao
produziu qualquer composto que afetasse de alguma maneira o
crescimento dos isolados bacterianos gram negativos (tabela 4.10).
Souza (1996), verificou resultado semelhante entre Penicillium spp. e
Bacillus spp., endéfitos de milho. O autor sugeriu que esta neutralidade
confirma a presenca simultédnea destes microrganismos no interior da
planta hospedeira. Dessa forma, €& possivel sugerir que tanto C.
gloeosporioides como estas bactérias gram negativas endofiticas isoladas
no presente trabalho devem coexistir no interior dos tecidos vegetais
destas plantas.
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Por outro lado, os isolados de G. citricarpa isolados de folhas
de Citrus spp., produziram compostos que estimularam o crescimento da
maioria das bactérias gram negativas (tabela 4.10 e figura 4.6),
mostrando a existéncia de uma associacao benéfica entre estas bactérias
e estes fungos, com vantagem para as bactérias.

Todos os isolados de E. herbicola foram estimulados a
crescerem quando na presenca do sobrenadante de cultura do isolado
C145, enquanto que os metabolitos excretados pelo isolado M131
estimulou apenas 78,5% das bactérias desta espécie. Os resultados
indicam que estes microrganismos podem coexistir no interior da planta e
gue a infec¢do do hospedeiro por E. herbicola pode ser estimulada pela
presenca de G. citricarpa.

Figura 4.5 - Aspecto do crescimento bacteriano na presenca dos metabdlitos fungicos:
a)Bacillus sp. com halo de inibicao, devido a acdo de metabdlitos do
isolado M131 de G. citricarpa; b)E. herbicola com crescimento normal;
C)E. herbicola com halo de crescimento estimulado por metabdlitos
produzidos pelo isolado M131 de G. citricarpa.
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Tabela 4.10 - Acdo de metabdlitos excretados por fungos endofiticos de plantas
citricas sobre bactérias endofiticas gram negativas.

Espécie Isolados Metabdlitos fungicos de:
M131* C145*  Colletotrichum sp.

E. herbicola CT02; CTO5; CL12; CK18;

CK23:; LV24; LT37; TC41; estimulo  estimulo S

TO45; TS49; TS51

E. herbicola LCO6; LD32; TO47 - estimulo -
Alcaligenes sp. CT04 - - -
N.L3 LD29; TC42 - - -
N.IL4 LC11 - estimulo -

*

isolados de G. citricarpa; **(-). nenhuma alteracdo no padrdo de crescimento
bacteriano foi observado.

Outros estudos devem ser realizados para se entender
melhor esta interacdo, pois, além da associacdo entre estes
microrganismos endofiticos devem haver outros mecanismos regulatérios
e/lou responsaveis pela manutencdo destes enddfitos no interior da
planta.

4.3.3. Termoestabilidade dos metabdlitos fungicos.

Com o objetivo de se fazer um estudo qualitativo dos
metabdlitos fungicos, que apresentaram a capacidade de inibir ou
estimular o crescimento de diferentes isolados bacterianos, estes
metabdlitos foram tratados como descrito no item 3.6.4.

Foi verificado que os metabdlitos fungicos tiveram a mesma
atuacgao sobre os isolados bacterianos apo6s o tratamento térmico. Este
resultado, juntamente com o fato de que estes compostos sao
rapidamente difundidos no meio, sugerem que se trata de uma molécula
pequena e termoestavel, provavelmente um mono ou oligossacarideo.
Entretanto, para confirmar esta hipotese, estudos de cromatografia
devem ser realizados para se verificar a natureza e propriedades
quimicas destes compostos. Posteriormente, estes metabélitos poderdo
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ser utilizados para inibir ou estimular infeccdes em plantas de interesse,
por bactérias patogénicas ou endofiticas respectivamente.

4.4. Variabilidade Genética por RAPD

4.4.1. Padronizagao da técnica e escolha dos "primers"

Para a padronizagdo da reagdo de RAPD, foi escolhido ao
acaso DNA do isolado CK17, o qual foi submetido a ensaios de
concentracdo de DNA e MgCl,, e apo6s esta padronizacdo foi feita a
escolha dos “"primers" capazes de amplificar o DNA gendémico dos
isolados endofiticos.

23,13 kb._

2,322 kb
2,027 kb

0,564 kb——

Figura 4.6 - Padrao de bandas obtidos no ensaio para ajuste da concentracao de DNA
com os "primers" (b)OPX04; (c)OPX09; (d)OPX14 e (e)OPX10. As
concentragées utilizadas foram: 1)5,0 ng; 2)2,5 ng; 3)10 ng. (a)marcador
de peso molecular (DNA A clivado com Hind lll) - (* concentragéo de taq
DNA polimerase alterada).
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Foram ensaiadas concentragdes de 10, 20, 40, 80 e 100 ng
de DNA genbmico para 25 ul de reacdo, utilizando isoladamente 4
"primers”. Estas concentragbes foram escolhidas pois Wiliams et al.
(1990) obteve produtos de amplificacdo de diferentes DNAs bacterianos
utilizando 25 ng de DNA gendmico por reacgdo. Entretanto, no presente
trabalho nenhum produto de amplificacdo foi observado nestas
condicdes.

Dentro deste contexto, verificou-se que inameros autores
obtinham produtos de amplificagdo em bactérias com concentractes
menores que 10 ng de DNA (Welsh et al., 1990; Sandery et al., 1994;
Farber & Addison, 1994), e por esse motivo foram ensaiadas
concentracdes menores (2,5; 5,0 e 10 ng) de DNA gendmico por reagao.
Este ensaio permitiu verificar que o espectro de concentragdo de DNA em
bactérias € baixo, sendo 5,0 ng de DNA por reagdo a quantidade ideal
para se observar um nuamero maior de bandas com os 4 "primers"
utilizados (figura 4.6).

Também foram ensaiadas diferentes concentragbes de
MgCl, (2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 7,0 mM de MgCl, por reacdo). Os resultados
mostraram que 4,0 mM de MgCl, foi a melhor concentracdo para se obter
bandas claras e nitidas. Apés a padronizagdo, as condi¢cbes foram
determinadas (ver tabela 3.3 do material e métodos) e partiu-se para a
escolha dos melhores "primers", os quais deveriam produzir bandas
fortes e bem definidas que permitissem posteriormente a visualizagédo de
polimorfismo entre os isolados estudados. Com essa finalidade, foram
ensaiados 20 "primers" do Kit OPE e 20 “primers" do KIT OPX,
produzidos pela Operon Technologies, e destes foram escolhidos
inicialmente 10 "primers". Entretanto, apenas 5 destes oligonucleotideos
foram utilizados no presente trabalho (ver tabela 3.4 do materiais e
meétodos).

De acordo com Williams et al. (1990), os oligonucleotideos
iniciadores utilizados na reacdo de RAPD desempenham importante
funcdo na amplificacdo do DNA alvo, pois verificou-se que a mudanca de
um unico nucleotideo na sequéncia pode alterar todo o padréo de
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bandas, provaveimente por alterar o sitio de homologia do "primer" com o
DNA molde. Estes autores também verificaram que “"primers" muito
pequenos (menos de nove nucleotideos) nao produzem fragmentos de
amplificacdo. Entretanto observou-se que "primers" maiores, de até 20
nucleotideos, sao capazes de amplificar DNA gendmico de diferentes
bactérias (Welsh et al., 1990).

4.4.2. Verificagao de polimorfismo por RAPD

Para a verificacdo da variabilidade existente entre os isolados
bacterianos estudados, foi extraido DNA (item 3.7.1.1) de 34 isolados,
escolhidos aleatoriamente entre os 51 isolados identificados. Estes DNAs
foram amplificados com auxilio dos "primers", listados na tabela 3.4,
permitindo por meio de marcadores de RAPD se verificar as relagdes
geneticas entre estes isolados.

A técnica de RAPD por ter a propriedade de se detectar
variabilidade entre individuos muito semelhantes, pode ser utilizada para
distinguir isolados adaptados a diferentes locais, ou linhagens
patogénicas das ndo patogénicas. Esta distingdo € viavel, pois, para que
ocorra adaptacdo a um habitat especifico, pode ser aventado que
conjuntos de genes devem ser selecionados, 0s quais, ap6s analise,
geram polimorfismo.

Dentro deste contexto, Manulis et al. (1994), por meio de
analise via marcadores de RAPD conseguiram distinguir isolados
fitopatogénicos de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi de isolados nédo
patogénicos de cravo. Da mesma forma, Farber & Addison (1994),
discriminaram linhagens patogénicas das nao patogénicas de Listeria
spp. Estes resultados mostram a importancia da utilizagdo do RAPD para
a analise de variabilidade. Portanto esta técnica se mostra como uma boa
alternativa para varios estudos na area de'microbiologia, porém o RAPD
ndo devera substituir as demais metodologias utilizadas atualmente na
biologia molecular (Loureiro, 1994), mas, com estas técnicas
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moleculares, o RAPD podera aumentar o numero de informagdes a
respeito das relagdes genéticas entre diferentes grupos.

No presente trabalho, os 5 "primers" utilizados produziram
110 bandas polimoérficas, ou seja, estas bandas estiveram presentes ou
ausentes em pelo menos um isolado. O numero médio de bandas por
"primer" foi de 22, entretanto o decaoligonucleotideo OPX09 produziu
apenas 7 bandas, das quais uma de 2,027 kb esteve presente em 30 dos
34 isolados (figura 4.7).

A analise conjunta dos 5 "primers" permitiu a construgdo de
uma matriz de similaridade, por meio do coeficiente de JACCARD (item
3.7.3.3), e posteriormente a elaboracdo de um dendrograma (figura 4.8) a
partir desta matriz, através do método de UPGMA.

E possivel verificar no dendrograma (figura 4.8) que as
bactérias analisadas via marcadores de RAPD formaram um grupo muito
similar constituido por 9 isolados identificados como E. herbicola e varios
outros grupos com pouca similaridade. Este grupo de E. herbicola
apresentou um coeficiente de similariedade (cs) médio de 87,5%, e
compartilhou apenas 8% do total de bandas com os demais isolados,
mostrando alta divergéncia entre este e 0s demais grupos.

Dentro deste grupo de E. herbicola, verificou-se que o0s
isolados LV24 e LT37, obtidos respectivamente de lim&o volcameriano e
trifoliata limeira, foram os mais similares, pois, apresentaram um
coeficiente de dissimilaridade (1-cs) de apenas 2%. Ja o isolado TO45 foi
o mais distinto do grupo, com um coeficiente de dissimilaridade de 23%
em relacdo aos demais isolados. Verificou-se também que se for tragado
uma linha imaginaria ao nivel de 85% de similaridade (15% de
dissimilaridade) neste grupo de E. herbicola, os isolados se agrupam dois
a dois, independente do porta-enxerto de origem (comparar figura 4.10
com tabela 4.8), pois os isolados LV23 e LV24 foram obtidos do mesmo
porta-enxerto, e apresentam um coeficiente de dissimilaridade de 14%,
maior do que o observado entre os isolados LV23 e LD32 e os isolados
LV24 e LT37 que séo dissimilares 8 e 2% respectivamente.
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Bacterias Zngofiticas de Porta-enxericsz de Liros
0.00 0.22 0.50 0.7 !

Figura 4.8 - Dendrograma obtido a partir de uma matriz de similaridade genética entre
os isolados endofiticos de porta-enxertos de citros. Para a construgdo da
matriz, foi utilizado o coeficiente de JACCARD.

Estes dados mostram que ndo deve ocorrer especificidade
dos genétipos bacterianos a porta-enxertos especificos, entretanto a
baixa divergéncia genética verificada neste grupo, sugere que estes
isolados endofiticos tenham mantido esta informagéo genética devido a
especificidade ao habitat. Caballero-Mellado & Martinez-Romero (1994),
também sugeriram que a baixa divergéncia genética verificada em
isolados endofiticos de A. diazotrophicus, por meio de marcadores
isoenzimaticos, perfil plasmidial e DNA "fingerprints" € devido a adaptacéao
destes isolados a ambientes especificos, como o interior do caule de
cana-de agucar. Outros autores como Falkenstein et al. (1988) e Coplin
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(1989) também citam que plasmidios e sequéncias altamente
conservadas em bactérias coevoluiram com seus hospedeiros, e por
esse motivo se mantém estaveis nestes procariotos.

Os resultados obtidos com os DNAs extraidos de bactérias
do género Bacillus, juntamente com os isolados nao identificados CL16,
LD31, LC11 e Alcaligenes sp., mostraram que ocorre uma alta
divergéncia genética entre estes isolados, independentemente da origem
e da espécie utilizada. O dendrograma obtido dos resuitados, mostra que
os isolados mais similares sdo CK20 e LD30, que apresentaram um
coeficiente de similaridade em torno de 65%, entretanto o coeficiente de
similaridade meédio do grupo foi de 38,5%, ou seja, muito inferior ao
observado entre os isolados de E. herbicola.

O baixo coeficiente de similaridade observado entre estes
isolados acima citado, mostra que esta divergéncia genética ocorreu
independentemente da origem e das caracteristicas bioquimicas
utilizadas para identificacéo, pois os isolados CK19 e CK20, obtidos de
trifoliata limeira (tabela 4.8) apresentam caracteristicas bioquimicas
idénticas (tabela 4.3), mas compartiham apenas 14% das bandas
geradas por RAPD e analisadas no presente trabalho, como mostra o
resultado obtido com o "primer" OPE14 (figura 4.9). Estes resultados
sugerem que as regides do genoma destes individuos amplificados por
RAPD, ndo devem sofrer uma forte pressao de selecdo, pois, esta alta
divergéncia ndo se expressou nas caracteristicas fisiolégicas observadas
por meio da analise bioquimica.

Esta alta variabilidade verificada no género Bacillus, isolado
de plantas, também foi constatada por Souza (1986). Este autor analisou
13 isolados de diferentes plantas de milho em locais distintos. Este
resultado juntamente com os obtidos no presente trabalho, reforcam a
hipbtese de que bactérias do género Bacillus devem ser epifitas ou
endofitas facultativas, ou seja ndo apresentam intima associagdo com a
planta hospedeira. Entretanto, sua presenga pode indicar que elas
possam ser utilizadas como antagonistas a patégenos que inicialmente
colonizam a superficie da planta antes da infecgao.
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A divergéncia observada entre o agrupamento feito com os
testes bioquimicos e o obtido por meio dos marcadores de RAPD, mostra
que a metodologia atualmente utilizada para classificacdo e posterior
identificacdo de bactérias ndo é totalmente concordante, pois, delega
pouca importancia a técnicas moleculares.

Entretanto, devemos ressaltar que o numero de testes
bioquimicos utilizados neste trabalho foi pequeno, sendo talvez
necessario um numero maior de testes bioquimicos para um
agrupamento mais adequado. Portanto, quando técnicas de genética
molecular como hibridizacdo DNA/RNA e DNA/DNA, RFLP, PCR e RAPD
entre outras, forem utllizadas juntamente com caracteristicas
bioquimicas, talvez seja possivel elaborar uma classificagdo adequada e
consistente dos diferentes taxons bacterianos.

4.5. Perfil plasmidial

Apo6s a extracdo do DNA total dos isolados bacterianos, foi
verificado em eletroforese em gel de agarose a presenca de DNA
plasmidial nas amostras. Os isolados analizados apresentaram de 0 a §
bandas. Quando presentes, migraram no gel mais que o DNA
cromossomico.

Para se realizar um estudo mais detalhado foi feito um a
extracdo de DNA plasmidial (item 3.7.1.2) dos isolados gram negativos e
do isolado LT34 (Bacillus sp.).

Observou-se que os isolados CTO4 (Alcaligenes sp), LC11,
LD29 E LT34 ndo apresentaram plasmidios nestas condigbes. O isolado
TC42 apresentou um plasmidio, enquanto que os isolados de E. herbicola
apresentaram varias bandas plasmidiais (figura 4.10). Com excecédo do
isolado CL12, todos os isolados de E. herbicola apresentaram o mesmo
perfil plasmidial, embora o numero e o tamanho desses plasmidios ndo
puderam ser verificados neste gel.



9 12 13 14 6 8 20

23,13 kb
~—_ %

9,416 kb
6,557 kb\—‘
\_—-

4,361 kb |

-CRM

2,322 kb.
2,027 kb

S~——

80

Figura 4.10 - Padréo de bandas plasmidiais ndo clivadas, obtidas apés extragéo.
1)marcador de peso molecular (DNA A clivado com hind lll), 2)CT02,
3)CTO05, 4)LCO6, 5)CL12, 6)CK18, 7)LV23, 8)LV24, 9)LD32, 10)LT37,
11)TC41, 12)TO45, 13)TO47, 14)TS49, 15)TS51, 16)CT04, 17)LC11,

18)LD29, 19)LT34, 20)TC42; CRM (DNA cromossdmico)

Com o objetivo de se determinar o nimero e o tamanho dos
plasmidios presentes em E. herbicola, foi realizada uma reacdo de
digestao (item 3.7.2.2) com o DNA plasmidial do isolados CK18 com 8
enzimas de resfricao (tabela 3.2). O resultado obtido nao pemitiu
determinar o numero e o tamanho dos plasmidios (figura 4.11a), mas
pode-se sugerir que devam existir 2 ou 3 plasmidios distintos nestes

isolados.
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Figura 4.11 - Perfil de bandas obtidos apds clivagem de DNA plasmidial. a)DNA

plasmidial do isolado CK18 clivado com diferentes enzimas de
restricdo. 1)marcador de peso molecular (DNA A clivado com hind Ilf),
2)Hind llI, 3)Sau 3Al, 4)Kpn |, 5)Xba 1, 6)Xho |, 7)Not |, 8)Sfi I, 9)Eco
RI, 10)DNA plasmidial ndo clivado; b)DNA plasmidial de diferentes
isolados clivados com Not |: 1)LC06, 2)LCK18, 3)LD32, 4)TO47,
5)DNA plasmidial ndo clivado, 6)marcador de peso molecular (DNA A
clivado com hind Ill).

A digestdo do DNA plasmidial dos isolados LC06, CK18,

LD32 e TO47 com a enzima de restricdo Not | (figura 4.11b), permitiu a
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verificacdo de que entre estes isolados ndo ocorre variabilidade no sitio
de restricdo desta enzima, pois o perfil plasmidial foi idéntico para os 4
isolados, com excecdo do isolado LC0O6 que manteve duas bandas na
regido inferior do gel, semelhante a duas bandas do DNA néo clivado do
isolado CK18, sugerindo que estas bandas presentes no DNA deste
isolado, tratado com a enzima Not | seja DNA néo clivado. Foi constatado
também em outras espécies de Erwinia a presenga de grupos de
plasmidios altamente conservados (Coplin et al., 1981; Falkenstein et al,,
1988), os quais podem estar envolvidos com a patogenicidade destas
bactérias.

Os resultados obtidos com o perfil plasmidial, da mesma
forma que os dados obtidos com marcadores de RAPD mostram que a
variabilidade genética nestes isolados de E. herbicola € pequena,
reforgando a hipétese de que estes isolados bacterianos s&o endofitos
verdadeiros que devem apresentar intima interagdo com as plantas
hospedeiras, e também com outros microrganismos endofiticos destas
plantas.

A presenca destas bactérias endofiticas em porta-enxertos
de citros, mostra a possibilidade de obter isolados manipulados
geneticamente e reintroduzi-los novamente na planta hospedeira,
conferindo-the novas caracteristicas. Estas bactérias podem também ser
reintroduzidas em plantas axénicas e utilizadas em estudos da interacdo
entre plantas/endéfitos.
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. CONCLUSOES
Com os resultados obtidos pode-se concluir que:

. Folhas de todos os porta-enxertos de citros analizados, apresentaram
alta incidéncia de bactérias endofiticas, entretanto, estas bactérias néo
foram encontradas em sementes, sugerindo que ndo séo transmitidas
via sementes. Estas bactérias foram divididas em dois grupos
principais: endoéfitas verdadeiras ou obrigatérias, constituido
basicamente pela espécie E. herbicola,e enddfitas facultativas ou
epifitas, constituido basicamente por bactérias do género Bacillus.

. A baixa divergéncia genética, detectada por RAPD e perfil plasmidial
entre os isolados de E. herbicola, indica que esta variabilidade limitada
deve estar associada a especificidade ao habitat. Ja em isolados do
género Bacillus a variabilidade genética detectada por RAPD foi alta,
ndo coincidindo com a analise bioquimica utilizada na identificacdo
destes isolados.

. Nao ocorreu especificidade entre os genétipos bacterianos e os

gendtipos das plantas hospedeiras analizadas, pois o0 agrupamento via

marcadores de RAPD ocorreu independentemente do porta-enxerto de
origem.

Os isolados de E. herbicola apresentam intima associacdo com o

fungo endofitico de citros G. citricarpa, o qual estimula o crescimento

desta bactéria, por meio da excre¢cdo de uma molécula pequena e

termoestavel, provavelmente um mono ou oligossacarideo, ja os

isolados do género Bacillus nao devem coexistir no interior das plantas
com este fungo endofitico, pois estas bactérias sé@o inibidas por
metabdlitos excretados pelo fungo endofitico.



84

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

- ARAUJO, W.L. & AZEVEDO, J.L. Isolamento e identificacdo de
microrganismos endofiticos de 11 porta-enxertos de Citrus sp.
Anais da 20° Reunidao Anual de Genética de Microrganismos,
Piracicaba: ESALQ/USP, v.20, p.111, 1995.

- AUFAUVRE-BROWN, A.; COHEN, J.; HOLDEN, D.W. Use randomly
amplified polymorphic DNA markers to distinguish isolates of
Aspergillus fumigatus. Journal of Clinical Microbiology, v.30,
p.2991-2993, 1992.

- BASHAN, Y.; DIAB, S.; OKON, Y. Survival of Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria in pepper seeds and root in symptomiess and dry
leaves in non-host plants and in the soil. Plant and Soil, v.68,
p.161-170, 1982.

- BICHLER, L.A.; NAGARAJA, K.V.; POMEROQY, B.S. Plasmid diversity in
Salmonella enteridis of animal, poultry, and human origin. Journal
of Food Protection, v.57, p.4-11, 1994.

- BIRNBOIM, H.C.; DOLY, J.. A rapid alkaline extraction procedure for
screening recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Research,
v.7, p.1513-1523, 1979.

- BRLANSKY, R.H.; TIMMER, LW, LEE, R.F. A xylem-limited bacterium
detected in sharpshooters and ragweed in blight-affected citru
groves. The Citrus Industry, p.40-46, 1984.



85

- BODDEY, R.M.; URQUIAGA, S.; REIS, V.; DOBEREINER, J. Biological
nitrogen fixation associated with sugar cane. Plant and Soil, v.137,
p.111-117, 1991.

- BRASILEIRO, A.C.M. Biologia de Agrobacterium. ABCTP Noticias,
n.20, p.1-6,10, 1993.

-BUGBEE, W.M.; COLE, D.F.; NIELSEN, G. Microflora and invert sugars
in juice from healthy tissue of stored sugarbeets. Applied
Microbiology, v.29, p.780-781, 1975.

- CABALLERO-MELLADO, J.; MARTINEZ-ROMERO, E.. Limited genetic
diversity in the endophytic sugarcane bacterium Acetobacter
diazotrophicus. Applied and Environmental Microbiology, v.60,
n.5, p.1532-1537, may1994.

- CHANWAY, C.P; HOLL,F.B.; TURKINGTON, R. Specificity of
association between Bacillus isolates and genotypes of Lolium
perenne and Trifolium repens from a grass - legume pasture.
Canadian Journal of Botany, v.68, p.1126-1130, 1990.

- CHEN, X.; LINE, R.F.; LEUNG, H. Relationship between virulence
variation and DNA polymorphism in Puccinia striiformis.
Phytopathology, v.83, 1993.

- CHILDS, J.F.L.; KOPP, L.E.; JOHNSON, R.E. A species of Physoderma
present in citrus and related species. Phytopathology, v.55, p.681-
687, 1965.

- CLAY, K,; MARKS, S.; CHEPLICK, G.P. Effects of insect herbivory and
fungal endophyte infection on competitive interactions among
grasses. Ecology, v.74, p.1767-1777, 1993.

- COPLIN, D.L. Plasmids and their role in the evolution of plant
pathogenic bacteria. Annual Review of Phytopathology, v.27,
p.187-212, 1989.



86

- COPLIN, D.L.; ROWAN, R.G,,CHISHOLM, D.A.;; WHITMOYER, R.E.
Characterization of plasmids in Erwinia stewarti. Applied and
Environmental Microbiology, v.42, p.599-604, 1981.

- CORREL, J.C.; RHOADS,D.D.; GUERBER, J.C. Examination of
mitochondrial DNA restriction fragment length polymorphisms, DNA
fingerprints, and randomly amplified polymorphic DNA of
Colletotrichum orbiculare. Phytopathology, v.83, p.1199-1204,
1993.

- CROWHURST, R.N.; HAWTHORNE, B.T.; RIKKERINK, E.H.A;
TEMPLETON, M.D. Differentiation of Fusarium solani f. sp.
cucurbitae races 1 and 2 by random amplification of polymorphic
DNA. Current Genetics, v.20, p.391-396, 1991.

- De SAL, G.; MANFIOLETTI, G.; SCHNEIDER, C. A one-tube plasmid
DNA mini-preparation suitable for sequencing. Nucleic Acids
Research, v.16, p.9878, 1988.

- DOBEREINER, J. Recent changes in concepts of plant bacteria
interactions: endophytic N, fixing bacteria. Ciéncia e Cultura, v.44,
p.310-313, 1992.

- DONG, Z.; CANNY, M.J.; McCULLY, M.E.;ROBOREDO, MR,
CABADILLA, C.F.; ORTEGA, E.; RODES, R. A nitogen-fixing
endophyte of sugarcane stems: a new role for the apoplast. Plant
Physiology, v.105, p.1139-1147, 1994.

- DUTTA, S.; GIBBS, R.H. Regulation of ethylene biosynthesis in citrus
leaves infected with Xanthomonas campestris pv citri. Physiologia
Plantarum, v.82, p.225-230, 1991.

- ERDEM, B.; THRELFALL, E.J.; SCHOFIELD, S.L.; WARD, L.R.; ROWE,
B. Plasmid profile typing provides a method for the differentiation of
strains of Salmonella enteridis phage type 4 isolated in Turkey.
Letters in Applied Microbiology, v.19, p.265-267, 1994.



87

- FAHEY, J.W. Endophytic bacteria for the delivery of agrochemicals to
plants. In: CUTLER, H.O. ed. Biologically Active Natural
Products. Potential Use in Agriculture. Washington, American
Chemical Society Symposium Ser. 380, 1988, p.120-128.

- FALKENSTEIN, H.; BELLEMANN, P.; WALTER, S.; ZELLER, W,
GEIDER, K.. lIdentification of Erwinia amylovora, the fireblight
pathogen, by colony hibridization with DNA from plasmid pEA29.
Applied and Environmental Microbiology, v.54, p.2798-2802,
1988.

- FARBER, J.M.; ADDISON, C.J. RAPD typing for distinguishing species
and strains in the genus Listeria. Journal of Applied Bacteriology,
v.77, p.242-250, 1994

- FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdugdo ao uso de
marcadores RAPD e RFLP em analise genética. Brasilia:
EMBRAPA/CENARGEN, 1995, 219p.

- FISHER, P.J.; GRAF. F.; PETRINI, L.E.; SUTTON, B.C.;WOOKEY, P.A.
Fungal endophytes of Dryas octopetala from a high artic polar
semidesert and from the Swiss alps. Mycologia, v.87, p.319-323,
1995.

- FISHER, P.J.; PETRINI, O.; SCOTT, HM.L. The distribution of some
fungal and bacterial endophytes in maize (Zea mays L.). New
Phytologist, v.122, p.299-305, 1992.

- GLIENKE, C. Variabilidade genética no fungo endéfito Guignardia
citricarpa Kiely detectada por RAPD. Curitiba, 1995, 115p. Diss.
(Mestrado) - Universidade Federal do Parana.

- GREWAL, S.K.; GREWAL, P.S.; GAUGLER, R. Endophytes of fescue
grasses enhance susceptibility of Popillia japonica larvae to an
entomopathogenic nematode. Entomologia Experimentalis et
Applicata, v.74, p.219-224, 1995.



88

- GRODZICKER, T.; WILLIAMS, J.; SHARP, P.; SAMBROOK, J. Physical
mapping of temperature-sensitive mutations of adenoviruses. Coid
Spring Harbor Symposia Quantitative Biology, v.39, p.439-446,
1974,

-HALLMANN, J.; SIKORA, R.A. Toxicity of fungal endophyte secondary
metabolites to plant parasitic nematodes and soil-borne plant
pathogenic fungi. European Journal of Plant Pathology, v.102,
p.155-162, 1996.

- HAYDEN, H.L.; PEGG, K.G.; AITKEN, E.AB.; IRWIN, JA.G. Genetic
relationships as assessed by molecular markers and cross-
infections among strains of Colletotrichum gloeosporioides.
Australian Journal of Botany, v.42, p.9-18, 1994.

- HENSON, J.M., FRENCH, R. The polymerase chain reaction and plant
disease diagnosis. Annual Review of Phytophatology, v.31, p.81-
109, 1993.

- HOPKINS, D.L. Xylella fastidiosa: xylem-limited bacterial pathogen of
plants. Annual Review of Phytopathology, v.27, p.271-290, 1989.

- HOWARD, M.D.; MUNTIFERING, R.B.; BRADLEY, N.W.; MITCHELL
Jr., G.E.; LOWRY, S.R. Voluntary intake and ingestive behavior of
steers grazing johnstone or endophyte-infected kentucky-31 tall
fescue. Journal of Animal Science, v.70, p.1227-1237, 1992.

- JACOBS, M.J.; BUGBEE, W.M.; GABRIELSON, D.A. Enumeration,
location, and characterization of endophytic bacteria within sugar
beet roots. Canadian Journal of Botany, v.63, p.1262-1265, 1985.

- JAMES, EK. REIS, V.M, OLIARES, F.L.; BALDANI, Jl,;
DOBEREINER,J. Infection of sugar cane by the nitrogen-fixing
bacterium Acetobacter diazotrophicus. Journal of Experimental
Botany, v.45, p.757-766, 1994.



89

- JOHNSON, J.A.; WHITNEY, N.J. Citotoxicity and inseticidal activity of
endophytic fungi from black spruce (Picea mariana) needles.
Canadian Journal of Microbiology, v.40, p.24-27, 1994.

- KADO, C.1; LIU, S.-T.. Rapid procedure for detection and isolation of
large and small plasmids. Journal of Bacteriology, v.145, p.1365-
1373, 1981.

KNOCH, T.R.; FAETH, S.H.; ARNOTT, D.L. Endophytic fungi alter
foraging and dispersal by desert seed-harvesting ants. Oecologia,
v.95, p.470-473, 1993.

LEITE, R.P. Citrus canker. Prevention and control in the State of
Parana. Circular do Instituto Agrondmico do Parana, n. 61, 51p.,
1990.

i

LEITE, R.P.; MOHAN, S.K. Integrated management of the citrus
bacterial canker disease caused by Xanthomonas campestris pv.
citri in the State of Parana-Brasil. Crop Protection, v.9, p.3-7, 1990.

LIANG, L.Z.; SOBICZEWSKI, P.; PATERSON, J.M.; JONES, AL.
Variation in virulence, plasmid content, and genes for coronatine
synthesis between Pseudomonas syringae pv. morsprunorum and
P. s. syringae from Prunus. Plant Disease, v.78, p.389-392, 1994.

LOUREIRO, MF. Caracterizagdo das estirpes por técnicas
moleculares: 0 uso dos métodos de PCR e RAPD. In: HUNGRIA,
M. & ARAUJO, R.S. Manual de Métodos Empregados em
Estudos de Microbiologia Agricola, EMBRAPA, Brasilia, 1994,
p.183-199.

- SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T. Molecular cloning - A
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Second
edition, New York, 1989. 545 p.



90

- MANULIS, S.; KOGAN, N.; REUVEN, M.; BEN-YEPHET, Y.. Use of the
RAPD Technique for identification of Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi from carnation. Phytopathology, v.84, p.98-101, 1994.

- MARTIN-KEARLEY, J.; GOW, J.A.; PELOQUIN, M.; GREER, C.W.
Numerical analysis and the application of random amplified
polymorphic DNA polymerase chain reaction to the differentiation of
Vibrio strains from a seasonally cold ocean. Canadian Journal of
Microbiology, v.40, p.446-455, 1994.

- MEGNEGNEAU, P.; DEBETS, F.; HOECKSTRA, R.F. Genetic variability
and relatedness in the complex group of black Aspergilli based on
random amplification of polymorphic DNA. Current Genetic, v.23,
p.323-329, 1993.

- MENELEY, J.C.; STANGHELLINI M.E. Establishment of inactive
population of Erwinia carotovora in healthy cucumber fruit.
Phytopathology, v. 65, p.670-673, 1975.

- MISAGHI, I.J.; DONNDELINGER, C.R. Endophytic bacteria in symptom-
free cotton plants. Phytopathology, v.80, p.808-811, 1990.

- MOENNE-LOCCOZ, Y.; SEN, D.; KRAUSE, E.S.; WEAVER, RW.
Plasmid profiles of Rhizobia used in inoculants and isolated from
clover fields. Agronomy Journal, v.86, p.117-121, 1994.

- MULLIS, K.; FALOONA, F. Specific synthesis of DNA in vitro via a
polymerase catalysed chain reaction. Methods in Enzimology,
v.55, p.335-350, 1987.

- MURRAY, F.R.; LATCH, G.C.M.; SCOTT, D.B. Surrogate
transformation of perennial ryegrass, Lolium perenne, using
genetically modified Acremonium endophyte. Molecular General
Genetics, v. 233, p.1-9, 1992.



91

- NAMEKATA, T. O cancro citrico. In;: RODRIGUES, O.; VIEGAS, F.:
POMPEU Jr., J.; AMARO, A.A. Citricultura brasileira. 2° edicéo.
Campinas: Fundagéao Cargill, 1991. vol.2, p.775-786

- NAMBIAR, P.T.C.; MA, S.-W.; IYER, V.N. Limiting an insect infestation
of nitrogen-fixing root nodules of the Pigeon pea (Cajanus cajan) by
engeenering the expression of an entomocidal gene in its root
nodules. Applied Environmental Microbiology, v.56, p.2866-2869,
1990.

- NICHOLSON, P.; REZANOOR, H.N., SU, H. Use of random amplified
polymorphic DNA (RAPD) analysis and genetic fingerprinting to
differentiate isolates of race O, C and T of Bipolaris maydis. Journal
of Phytopathology, v.139, p.261-267, 1993.

OUELLET, T.; SEIFERT, K. Genetic characterization of Fusarim
graminearum strains using RAPD and PCR amplification.
Phytopathology, v.83, p.1003-1007, 1993.

PANOPOULOS, N.J.; PEET, R.C. The molecular genetics of plant
pathogenic bacteria and their plasmids. Annual Review of
Phytopathology, v.23, p.381-419, 1985.

PAULA, MAA.; REIS, V.M.; DOBEREINER, J. Interactions of Glomus
clarum with Acetobacter diazotrophicus in infection of sweet potato
(lpomoea batatas), sugar cane (Saccharum spp.) and sweet
sorghum (Sorghum bicolor). Biology and Fertility of Soils, v.11,
p.111-115, 1991.

PEREIRA, J.O.; AZEVEDO, J.L.; PETRINL,O. Endophytic fungi of
Stylosanthes: a first report. Mycologia, v.85, p.362-364, 1993,

- PETRINI, O. Taxonomy of endophytic fungi of aerial plant tissues. In:
FOKKEMA, N.J. & HEAVEL, J. Van den, eds. Microbiology of
Phyilosphere. London: Cambridge University Press, 1986, p.175-
187.



92

- PETRINI, O. Fungal endophyte of tree leaves. In: ANDREWS, J. &
HIRANO, S.S. eds. Microbial ecology of leaves. New York:
Spring-Veriag, 1991, p.179-197.

- PLUMMER, K.M.; DUNSE, K.; HOWLETT, B.J. Non aggressive strains
or the blackleg fungus, Leptosphaeria maculans, are present in
Australia and can be distinguished from aggressive strains by
molecular analysis. Australian Journal of Botany, v.42 p.1-8,
1994,

- RANTA H.; NEUVONEN,S.; KAARIAINEN,S.; VESANTO,S. Cooper and
nickel pollution: frequency of endophytic fungi in Scots pine shoots
an endophyte growth in vitro. Canadian Journal of Botany, v.72,
p.93-99, 1994.

- REIS, V.M.; OLIVARES, F.L.; DOBEREINER, J. Improved methodology
for isolation of Acetobacter diazotrophicus and confirmation of its
endophytic habitat. World Journal of Microbiology &
Biotechnology, v.10, p.401-405, 1994.

- ROSSETTI, V. Clorose variegada dos citros (CVC). in: RODRIGUES,
O.; VIEGAS, F.; POMPEU Jr., J.; AMARO, AA. Citricultura
brasileira. 2° edicdo. Campinas: Fundacgéo Cargill, 1991. vol.2,
p.715-721.

- ROSSETTI, V.; GARNIER, M.; BOVE, JM. BERETTA, MJG.
TEIXEIRA, A.R.R.; QUAGGIO, J.A.; DE NEGRI, J.D. Présence de
bactéries dans le xyleme d'orangers atteints de chlorose variégée,
une nouvelle maladie des agrumes au Brésil. Comptes Rencues
Academy and Science, v.310, p.345-349, 1990.

- RUPPEL, S.; HECHT-BUCHHOLZ, C.; REMUS, R.; ORTMANN, U
SCHMELZER, R. Settlement of the diazotrophic, phytoeffective
bacterial strain Pantoea agglomerans on and within winter wheat: an



93

investigation using ELISA and transmission electron microscopy.
Plant and Soil, v.145, p.261-273, 1992.

- SAIKI, R.K,; GELFAND, D.H.; STOEFFEL, S.; SHCARF, S.J.; HIGUCHI,
G.; HORN, G.T.; MULLIS, K.B.; ERLICH, HA. Primer directed
enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA
polymerase. Science, v.239, p.487-491, 1988.

- SAMISH, Z.; ETINGER-RULCZYNSKA, R.; BECK, M. The microflora
within the tissue of fruits and vegetables. Journal of Food Science,
v.28, p.259-266, 1963.

- SANDERY, M.; COBLE, J.; McKERSIE-DONNELLEY, S. Random
amplified polymorphic DNA (RAPD) profiing of Legionella
pneumophila. Letters in Applied Microbiology, v.19, p.184-187,
1994,

- SANFORD, B.B. The ocorrence of bacteria in normal potato plants and
legumes. Scientia Agricol., v.28, p.21-25, 1948.

- SHULZ, B.; WANKE, U.; DRAEGER, S.; AUSTH.J. Endophytes from
herbaceous plants and shrubs: effectiveness of surface sterilization
methods. Mycological Research, v.97, v.1447-1450, 1993.

- SINCLAIR, J.B. Latent infection of soybean plants and seeds by fungi.
Plant Disease, v.75, p.220-224, 1991.

- SNEATH, P HA; MAIR, N.S.; SHARPE, M.E,; HOLT J.G. eds. Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology. vol.2, Baltimore: Williams &
Wilkins, 1986.

- SOUZA, A.O. Bactérias endofiticas de milho (Zea mays L.) e sua
variabilidade genética analisada por RAPD. Piracicaba, 1996, 88p.
Diss. (Mestrado) - Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" -
Universidade de Sao Paulo.



94

- STEPHAN, R.; SCHRAFT, H.; UNTERMANN, F. Characterization of
Bacillus licheniformis with the RAPD technique (randomly amplified
polynorphic DNA). Letters in Applied Microbiology, v.18, p.260-
263, 1994.

- STONE, J. K. Foliar endophytes of Pseudotsuga menziesli (mirb)
Franco. Cytology and physiology of the host-endophyte relationship.
Eugene. 124p. (PhD). University of Oregon, 1986.

- TESTER, C.F. Influence of a geneticaily modified endophytic bacterium
on composition and decomposition of corn residue. Soil Biology
and Biochemistry, v.24, p.1107-1112, 1992.

- TOLEDO, M.R.F.; FONTES, C.F.; TRABULSI, L.R. EPM-Modificagdo do
meio de Rugai e Araujo para a realizagdo simultanea dos testes de
producdo de gas a partir da glicose, H,S, urease e triptofano
desaminase. Revista de Microbiologia, v.13, p.309-315, 1982.

- TOR, M.; MANTELL, S.H.; AINSWORTH, C. Endophytic bacteria
expressing f-glucuronidase cause false positives in transformation
of Dioscorea species. Plant Cell Reports, v.11, p.452-456, 1992.

- VASCONCELOS, M.J.V.; MACHADO, MA, ALMEIDA, AMR,
HENNING, AA.; BARROS, E.G.; MOREIRA, M.A. Defferentiation of
Colletotrichum truncatum isolates by random amplified polymorphic
DNA. Fitopatologia Brasileira, v.19, p.520-523, 1994.

- VIRET, O.; PETRINI, O. Colonization of beech leaves (Fagus sylvatica)
by the endophyte Discula umbrinella (Teleomorph: Apiognomonia
errabunda). Mycological Research, v.98, p.423-432, 1994.

- VOLKSCH, B.; ULLRICH, M.; FRITSCHE, W. Identification and
population dynamics of bacteria in leaf spots of soybean. Microbial
Ecology, v.24, p.305-311, 1992.



95

- WANG, G.; WHITTAM, T.S.; BERG, C.M. et al. RAPD (arbitrary primer
PCR) is more sensitive than multilocus enzyme electrophoresis for
distinguishing related bacterial strains. Nucleic Acids Research,
v.21, p.5930-5933, 1993.

- WELSH, J.; McCLELLAND, M. Fingerprinting genome using PCR with
arbitrary primers. Nucleic Acids Research, v.19, p.303-306, 1990.

- WIEBE, W.L.; CAMPBELL, R.N. Characterization of Pseudomonas
syringae pv. maculicola and comparison with P. s. fomato. Plant
Disease, v.77, p.414-419, 1993.

- WILLIAMS, J.G.K.; HANAFEY, M.K.; RAFALSKI, J.A. et al. Genetic
analysis  using random amplified polymorphic DNA markers.
Methods in Enzymology, v.218, p.706-740, 1993.

- WILLIAMS, J.G.K.; KUBELIK, A.R.; LIVAK, KJ.; RAFALSKI, J.A;
TINGEY, S.V. DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers
are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research, v.18,
p.6531-6535, 1990.

- ZHAO, J.; AOKI, T. Plasmid profile analylis of Pasteurella piscicida and
use of a plasmid DNA probe to identify the species. Journal of
Aquatic Animal Health, v.4, p.198-202, 1992.



APENDICE

96



97

A.1 - Quadro de ANAVA elaborado a partir dos dados contidos na tabela 4.1. Observar
a néo significancia (ns.)da diferenca entre os blocos, entretanto foi significativa ao
nivel de 1% (**) a diferenca observada entre os tratamentos.

ANAVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F.
Blocos 2 60,23 30,12 0,07ns
Tratamento 9 27820,59 3091,18 7,25**
Erro experimental 18 7675,07 426,39
Total 29 35555,89

C.V.= 29,62
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A.2 - Matriz de similaridade genética entre os isolados de bactérias endofiticas de

porta-enxertos de citros, analisados dois a dois segundo o coeficiente de
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