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DIVERSIDADE DE BACTERIAS EPIFITAS E ENDOFITICAS DA CULTURA DO
MILHO

RESUMO - Bactérias que habitam os tecidos externos e internos de plantas sem
lhes causarem prejuizos sdo conhecidas como epifitas e endofiticas, atuando como
promotoras de crescimento em plantas ou agindo como agentes de controle
biolégico. Dentre os beneficios proporcionados por essas bactérias, destacam-se a
solubilizacdo do fésforo, a fixacdo do nitrogénio e a producao de acido indol acético
(fitohorménio), mas também a resisténcia a patdbgenos e a adaptacao a situacdes de
estresse. Os desafios da agricultura moderna e a importancia da cultura do milho
exigem inovacdes como 0 uso de microrganismos promotores de crescimento.
Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi de isolar e caracterizar bactérias
epffitas e endofiticas obtidas da cultura do milho com capacidade solubilizar fosforo,
fixar nitrogénio e produzir &cido indol acético. O isolamento resultou em 320 isolados
retirados das folhas, caules e raizes, sendo 57% epffitas e 43% endofiticas. Foram
selecionados 10 isolados, todas solubilizadoras de fésforo e fixadoras de nitrogénio,
além de produtoras de acido indol acético, que também foi quantificado e
comparadas ao controle positivo. Os microrganismos selecionados foram
submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e analise da por¢cdo 16S do
rDNA, sendo que a identificacdo resultou em trés espécies bacterianas diferentes, 8
Bacillus subtilis, 1 Bacillus velezensis e 1 Lactococcus lactis, encontradas nos
diferentes Orgaos vegetais.

Palavras — Chave: AIA, nitrogénio, PCR, promotoras de crescimento, solubilizacédo
de fésforo.
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DIVERSITY OF EPIPHYTIC AND ENDOPHYTIC BACTERIA FROM CORN

ABSTRACT - Bacteria that inhabit the external and internal tissues of plants without
damaging them are known as epiphytes and endophytes, acting as growth promoters
in plants or acting as biological control agents. Among the benefits provided by these
bacteria, phosphorus solubilization, nitrogen fixation and the production of indole
acetic acid (phytohormone), as well as resistance to pathogens and adaptation to
stress situations are noteworthy. The challenges of modern agriculture and the
importance of maize culture require innovations as the use of plant growth
microorganisms, in this way the present study had as aim to isolate and characterize
the epiphytic and endophytic bacteria obtained from maize culture with the ability to
solubilize phosphorus, fix nitrogen and produce indole acetic acid. Isolation resulted
in 320 isolates from leaves, stems, and roots, being 57% epiphytic and 43%
endophytic. Ten isolates, all phosphorus solubilizers, and nitrogen fixers were
selected, as well as indole acetic acid producers, which were also quantified and
compared to the positive control. The selected microorganisms were submitted to
polymerase chain reaction (PCR) and analysis of the 16S portion of rDNA, and the
identification resulted in three different bacterial species, 8 Bacillus subtilis, 1 Bacillus
velezensis and 1 Lactococcus lactis, found in the different plant organs.

Keywords: AlA, nitrogen, PCR, growth promoters, phosphorus solubilization.
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1. INTRODUCAO

O milho € uma das culturas mais importantes do Brasil, ocupando segundo
lugar na producéo total de graos, perdendo apenas para a soja segundo o 7°
levantamento da Companhia Brasileira de Abastecimento (CONAB) em 2017 e
publicado pelo DEAGRO em abril de 2017.

Somando-se a esse fato, os desafios da agricultura na sociedade, a evolugéo
da industrializacdo permitiu um grande aumento na produgdo, 0 que atendeu a
demanda populacional. Além disso, o desenvolvimento de produtos que ajudam a
aumentar essa producdo, como fertilizantes e agrotoxicos, por exemplo, também

cresceram em larga escala com o avango do processo industrial.

A adubacdo quimica trouxe varias vantagens a agricultura, como aumento da
produtividade com menor custo por unidade. Porém, apesar de extremamente
importantes, os impactos ambientais foram igualmente grandes e podemos citar a
salinizacdo dos solos, eutrofizacdo das aguas, a lixiviagdo e a desertificacao e, hoje
em dia e em um futuro préximo, precisaremos achar solucbes e maneiras de evitar
esses impactos, mas sem deixar a produtividade cair (PEREZ-MONTARNO et al.,
2014).

Uma das maneiras de alcancarmos o objetivo de mantermos a alta producao
com o0 menor impacto possivel € a utilizacdo dos microrganismos promotores de
crescimento vegetal, uma vez que suas habilidades permitem que a planta se
desenvolva em um processo cada vez menos industrializado, ja que todo o
maquinario e recurso encontram-se disponivel na natureza. Dessa maneira, as
principais culturas mundiais podem ser afetadas positivamente pelo aumento na
utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal, podemos citar as culturas
do milho, arroz, soja, trigo e feijio (PEREZ-MONTANO et al., 2014).

Os microrganismos que comumente habitam o vegetal podem ser bactérias,
arqueas, virus ou fungos (BRAGA; DOURADO; ARAUJO, 2016), habitando tanto a

rizosfera, que compreende a area ao redor da raiz e que abriga uma série de
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microrganismos com caracteristicas diversas (CHAUHAN et al., 2017) quanto a parte
area dos vegetais, mas também podem colonizar as partes internas do vegetal. O
sucesso do estabelecimento dos microrganismos em um ambiente depende das
interacdes entre oS microrganismos e o ambiente, que envolve transferéncias de
informacdes moleculares e genéticas (BRAGA; DOURADO; ARAUJO, 2016). O
primeiro passo para 0 estabelecimento da relacdo entre bactérias e plantas é o
reconhecimento dos exudatos da planta no solo pelos microrganismos (BRAGA,;
DOURADO; ARAUJO, 2016). As plantas, entdo, seriam capazes de selecionar os
microrganismos através de seus exudatos, que sdo compostos de aminoacidos,
carboidratos e &cidos organicos que podem variar de acordo com as condi¢cfes
bidticas e abioticas do meio (HALDAR; SENGUPTA, 2015).

Posto isto, o presente estudo teve por objetivos isolar e identificar bactérias
epifitas e endofiticas colonizadoras do milho, com habilidades de solubilizacdo de

fosforo, fixacdo bioldgica do nitrogénio e producdo de acido indol acético.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP)

Microrganismos que podem habitar e colonizar as plantas e possuem a
capacidade de contribuir para seu desenvolvimento s&o conhecidos como
microrganismos promotores de crescimento vegetal. Os beneficios de bactérias
promotoras de crescimento vegetal sdo muitos e possiveis de serem diferenciados
em diretos (KUSS et al.,, 2007) como a fixacdo de nitrogénio (Baldani et. al, 2000),
solubilizacdo de fosforo (KUKLINSKY-SOBRAL et al.,, 2004; GULATI et. al, 2009),
producdo de fitohorménios (MARIANO; KLOEPPER, 2000), ou indiretos (KUSSS et
al., 2007; ASGHAR et. al, 2002) como o controle biologico (YANG; KLOEPPER;
RYU, 2009) crescimento de raizes, atraso na senescéncia (PEREZ-MONTANO et
al., 2014), aumento da superficie foliar, aumento do didmetro do caule e crescimento

das raizes.

2.1.1. Beneficios indiretos dos MPCP

2.1.1.2. Antagonismo

Quanto a atuacao indireta das bactérias promotoras de crescimento de plantas,
o biocontrole pode dar-se por antagonismo, propriedade conhecida de bactérias do
género Bacillus, por exemplo, que inclui a inibicdo do patégeno por antibiéticos,
toxinas, competicdo por minerais, nutrientes e locais de colonizacdo (PEREZ-
MONTANO et al., 2014).

2.1.1.3. Inducéo no sistema de resposta da planta
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A inducdo do sistema de resposta da planta acontece através da associacao
entre organismos ndo patogénicos e a planta, através da sinalizacdo por moléculas
indutoras, como polissacarideos da parede celuar (BERG, 2009; PEREZ-
MONTARO et al., 2014), onde a resposta do vegetal a invasdo é dependente do
etileno e do acido jasménico (VAN LOON, 2007). O género Bacillus esta incluso
entre aqueles que foram descritos como capazes de induzir o sistema de resposta
da planta (PEREZ-MONTARNO et al., 2014).

2.1.1.4. Interferéncia no sistema “quorum sensing”

O quorum sensing é um sistema onde bactérias podem regular a expressao de
seus genes em resposta a mudangas da densidade populacional, através da
comunicacao celular (FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994). O quorum sensing é
mediado por moléculas como a acil-homoserina-lactose (AHL), que induz a
expressdo de genes envolvidos na producéo de fatores de viruléncia ou na formacgéao
de biofilme (QUINONES; DULLA; LINDOW, 2005). Bactérias, como as do género
Bacillus, produzem enzimas lactonase que degradam as moléculas de AHL
interferindo no quorum sensing, impedindo assim o surgimento dos fatores de
viruléncia das bactérias patogénicas (PEREZ-MONTANO et al, 2014), como
comprovado por Dong et al. (2002), onde a viruléncia da Emwinia carotovora,
regulada por quorum sensing, foi atenuada pela acdo da enzima lactonase

produzida por bactérias do género Bacillus.

2.1.1.5. Rizorremediacao

Outro beneficio seria a rizorremediacdo, onde bactérias promotoras de
crescimento de plantas degradam poluentes, compostos organicos e herbicidas,
permitindo o crescimento dos vegetais em locais antes poluidos (PEREZ-MONTANO
et al., 2014). A resisténcia a situacdes de estresse também é aumentada pela

associacao entre os vegetais e as bactérias promotoras de crescimento de plantas.
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Nessas situacOes de estresse as plantas produzem mais etileno (Argueso et. al,
2007), o que pode causar queda das folhas e danos as células vegetais
(DESBROSSES et al.,, 2009). Os microrganismos sédo capazes de inibir a via
bioquimica produtora de etileno e, consequentemente, diminuir os niveis de etileno
no vegetal (PEREZ-MONTANO et al., 2014).

2.1.2. Beneficios diretos dos MPCP

2.1.2.1. Fixagao do nitrogénio

Quando falamos sobre os beneficios diretos da atuagcdo dos microrganismos
promotores de crescimento de plantas, a fixacdo do nitrogénio aparece como a
principal delas. O nitrogénio € o principal elemento exigido pelas plantas sendo
constituinte de aminoacidos, acidos nucleicos, clorofila e hormonios e, que embora
esteja na atmosfera de maneira abundante (78%), sua assimilacdo depende da
conversao para a forma nitrato realizada por microrganismos em um processo
conhecido como fixagdo biolégica do nitrogénio, contribuindo com aproximadamente
65% do nitrogénio fixado (NEWTON; NYMAN, 1999). A maioria dos microrganismos
fixadores de nitrogénio evoluiu no sentido de colonizarem a rizosfera das plantas
(SPRENT; FARIA, 1989), e os resultados dessa associacdo na disponibilidade de
nitrogénio fornecido as plantas € bastante significativa (BODDEY et al., 1983).

As plantas conhecidas como leguminosas apresentam, em suas raizes, uma
associacao simbidtica com bactérias dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, que
formam nodulos nas raizes de plantas como a soja, alfafa, amendoim e ervilha, que
convertem o nitrogénio atmosférico em amonia que pode ser utilizado pelas plantas
como fonte de nitrogénio (MURRAY, 2011). Porém, em plantas ndo leguminosas,
essa relacdo simbiodtica ndo existe, para tanto algumas bactérias ndo simbiontes
presentes na rizosfera sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico para formas

assimildveis pelos vegetais. Das espécies fixadoras é possivel citarmos algumas
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muito estudadas como Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia e Bacillus, e as
plantas que se beneficiam dessa relagdo com essas bactérias de vida livre como o
milho, arroz e sorgo, por exemplo. O género Bacillus é constantemente descrita
como bactéria fixadora de nitrogénio, sendo frequentemente isolada do trigo, cana-
de-acucar e do milho (SELDIN; VAN ELSAS; PENIDO, 1984).

Diversas espécies ja foram documentadas como sendo fixadoras de nitrogénio,
além do género Bacillus, bactérias do género Pseudomonas apresentam dentro de
seu grupo diversas espécies com habilidade de fixar nitrogénio, sendo inclusive
dominantes na rizosfera de algumas espécies vegetais (CHEN et al, 1994). O
género Bacillus apresenta uma caracteristica interessante no que se refere a fixacao
biolégica do nitrogénio, onde sua atividade se mantém elevada mesmo em solos
com alta concentracdo de nitrato (KUSS et al., 2007). As espécies de Azopirillum sp.
apresentam larga distribuicdo nos solos tropicais (DOBEREINER; DEPOLLI, 1980) e
sua habilidade de fixar nitrogénio € amplamente testada. A espécie Azospirillum
brasiliensis foi testada em milho, sorgo e trigo e seu aproveitamento mostrou-se
mais do que satisfatério, principalmente quando relacionado com o aproveitamento
do nitrato no solo (FERREIRA; FERNANDES; DOBEREINER, 1987).

Quanto ao endofitismo, inUmeras bactérias vem sendo testadas para melhor
entendimento da relagdo entre fixacdo do nitrogénio e colonizagdo endofitica. E
possivel salientarmos as bactérias Herbaspirillum seropedicae que pode ser isolada
da cana-de-agucar, milho e arroz (OLIVARES et al., 1996), e o género Burkholderia
isolado do arroz, cana-de-agucar, batata doce e mandioca (TRAN VAN; GILLIS,
1994), onde foi possivel observar a colonizacdo de tecidos vasculares por essas

bactérias diazotréficas.

Tratando especificamente do género Bacillus, a atividade da enzima
nitrogenase foi detectada nas espécies de Bacillus megaterium, Bacillus pumilus,
Bacillus subtilis e Bacillus cereus (XIE; SU; CUI et al., 1998).

As bactérias que realizam a fixacdo bioldégica do nitrogénio possuem essa
habilidade devido ao seu maquinario enzimatico, principalmente a enzima

nitrogenase. Industrialmente existe uma solucdo para a fixacdo do nitrogénio, o
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processo conhecido como Haber-Bosch, no qual o nitrogénio atmosférico é
convertido em amoénia. Porém as exigéncias deste processo sdo muito caras, a
fixacdo industrial do nitrogénio demanda altas pressdes (200 bar ou 197 atm) e
temperaturas de 500 a 600°C (RIBEIRO, 2013). Por isso a fixacdo biolégica do

nitrogénio torna-se uma alternativa interessante ao processo Haber-Bosch.

A fixacdo biolégica do nitrogénio pode ser pouco notada quando relacionamos
seus resultados e eficiéncia a plantas como o milho, que possuem uma via
metabdlica C4 altamente eficiente que € capaz de converter intensidades de energia
solar duas vezes maiores (DOBEREINEIR; BALDANI; BALDANI, 1995) e, nessas
plantas, a maioria das pesquisas com bactérias fixadoras de nitrogénio foi realizada
com inoculagdo do Azospirillum (KENNEDY; CHOUDHURY; KECSKES, 2004). No
entanto, os resultados com a inoculacdo dessa bactéria, geralmente associada a
doses variaveis de fertilizantes nitrogenados (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN,;
OKON, 2003), apesar de positivos sdo muito variaveis, por isso, e pela tendéncia da
pesquisas caminharem no sentido do estudo de bactérias endofiticas, mais trabalhos
tem sido realizados com os géneros Herbaspirillum e Burkholderia, que sé&o

encontrados em alta taxa no interior dos tecidos do milho.

2.1.2.2. Solubilizacdo de fosforo

Outro beneficio direto dos microrganismos promotores de crescimento de
plantas diz respeito ao segundo elemento mais exigido pelos vegetais, o fosforo que
esta relacionado ao armazenamento e transferéncia de energia na planta, na forma
de ATP (FORNASIERI FILHO, 1992). Apesar de o solo apresentar grande reserva
de fésforo, a maior parte esta na forma insolivel (PRINSEN et al., 1999), uma vez
que esta associado ao fosfato de aluminio e de ferro em solos acidos ou a fosfatos
de calcio em solos alcalinos (CHAUHAN et al., 2017), que ndo pode ser absorvida
pelas plantas, limitando seu crescimento (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). A
maior reserva de fésforo sdo as rochas primarias, formadas durante a era geologica
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).



590
591
592
593

594
595
596
597
598

599
600
601
602
603
604
605

606
607
608
609
610
611
612
613
614

615
616
617
618
619

A maior parte dos solos agricolas apresentam grande disponibilidade de
fosforo, em decorréncia das aplicacbes regulares de fertilizantes. No entanto, grande
porcdo desse fosforo é rapidamente imobilizado, tornando-se indisponivel para as
plantas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

As plantas precisam que o fésforo presente no solo esteja na forma solivel
para que elas possam absorvé-lo, solubilizacdo que pode ser realizada pelos
microrganismos promotores de crescimento vegetal, como as bactérias Bacillus,
Azospirillum e Eminia (SUDHAKAR et al., 2000; MEHNAZ; LAZAROVITZ, 2006;
PEREZ-MONTARO et al., 2014), por exemplo

Vale ressaltar que, mesmo que a variedade de bactérias solubilizadoras no
solo seja alto, sua concentracao € baixa e, para que a quantidade de fésforo liberado
pelos microrganismos seja suficiente para o crescimento da planta, € necessario a
inoculacdo dessas bactérias em concentracbes elevadas (BERG et al., 2009). A
inoculacdo conjunta de espécies solubilizadoras de fésforo e fixadoras de nitrogénio
pode prover uma nutricdo mais adequada e promover um efeito sinérgico na
promocao de crescimento (BELIMOV; KOJEMIAKOV; CHUVARLIYEVA, 1995).

Apesar de ainda nao ser totalmente compreendido o mecanismo genético pelo
qual as bactérias conseguem realizar tal solubilizacdo, acredita-se que esteja
relacionado a producdo de &cidos organicos, principalmente o acido glucénico, mas
também é possivel citarmos outros acidos envolvidos na solubilizacdo tais como, o
acido cetogluconico, acido latico e acido acético (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999) e
também pela acdo da glucose desidrogenase (CHAUHAN et al.,, 2017). Outras
enzimas que atuam na solubilizacdo de fésforo, que também pode ser chamada de
mineralizacdo, sdo as fosfatases, que podem ser classificadas como acidas ou
alcalinas, de acordo com o pH 6timo de atividade (RICHARDSON et al., 2009).

Outro mecanismo para a mineralizacdo envolve a liberacdo de prétons H* para
a superficie celular através do auxiio de ATPases, dessa maneira, a quelacédo ou a
producdo de acidos inorganicos (como o acido sulfidrico ou nitrico), constituem um
mecanismo alternativo para a solubilizacdo de fosforo (PEREZ-MONTANO et al.,
2014).



620
621
622

623

624

625

626
627
628
629
630
631

632
633
634

635
636
637

638
639
640
641
642

643
644
645
646
647

Essas bactérias, portanto, sdo capazes de solubilizar o fosforo pela acidificacdo
(RICHARDSON et al., 2009), quelacdo ou por meio de processos enzimaticos
(PEREZ-MONTANO et al., 2014).

2.1.2.3. Producéo de fitohorménios

A fitoestimulagdo também se enquadra em um beneficio direto dos
microrganismos promotores de crescimento vegetal. A producdo de fitohormonios,
que sao hormoénios vegetais reguladores de crescimento e podem ser classificados
como citocinina, giberilina, etilenos e auxinas, também ¢é uma capacidade
encontrada nos microrganismos que vivem em associacdo com as plantas e

estimulam seu crescimento.

As citocininas sao fitohormonios que estimulam a divisdo celular, chamada de
citocinese. Elas sdo produzidas, por embrides, frutos e pelas raizes, de onde séo

transportadas pelo xilema para toda a planta (DEMASON, 2005).

A atuacdo da citocininas se da no controle da dominancia apical (em conjunto
com as auxinas), no atraso da senescéncia e n crescimento das raizes (SKOOG;
MOLEIRO, 1957).

As giberelinas sdo hormdénios produzidos principalmente nas raizes e nos
primordios foliares, estimulando o crescimento de caules e folhas, mas tém pouco
efeito sobre o crescimento das raizes. As giberelinas podem atuar em conjunto com
as auxinas no desenvolvimentos dos frutos e com as citocininas na germinagao
(ROSS et al., 2000).

O etileno, unico fitohormdnio na forma de gas, € produzido em diversas partes
da planta e difunde-se no ar existente entre as células. Sua atuacdo da-se no
amadurecimento dos frutos e na queda das folhas, juntamente com a auxina. O

etileno, enfraquece as células a tal ponto que o peso da folha é suficiente para

romper sua ligagdo com o caule, causando a queda da folha. A auxina e o etileno
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gasoso sao intimamente relacionados, exposicdo da auxina estimula a producéo do
etileno (MORGAN, 1962) com a indugdo de um gene que codifica uma enzima da
biossintese do etileno (ABEL; OELLER; THEOLOGIS, 1994). Ja o etileno inibe
transporte da auxina ao longo do vegetal (BURG; BURG, 1966).

Dentre as auxinas, sua forma predominante e mais encontrada nas plantas é o
acido indol acético (AlA), cujo principal efeito é a promoc¢ao de crescimento vegetal e
que também pode ser produzido por microrganismos (BOIERO et al., 2007). Essa
substancia € produzida majoritariamente no meristema apical e transportada para o

vegetal pelas células parenquimaticas, atingindo as raizes (ONA etal., 2003).

O principal efeito do acido indol acético, e das auxinas de maneira geral, é
promover o crescimento de raizes e caules, através do alongamento das células
recém-formadas nos meristemas, o que depende da concentracdo do fitohorménio.
Em alguns tecidos as auxinas controlam a divisdo celular. Porém, em altas
concentracdes, as auxinas inibem o alongamento celular e, portanto, o crescimento
do 6rgao (PATTEN; GLICK, 2002).

Bactérias usam os fitohorménios para interagir com as plantas como parte de
sua estratégia de colonizagdo, incluindo a fitoestimulacdo e para evitar os
mecanismos de defesa da planta (PEREZ-MONTANO et al., 2014). Estudos
recentes indicam que a molécula de AIA pode funcionar como uma molécula
sinalizadora bacteriana e possa ter efeitos diretos na fisiologia bacteriana
(SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). A producédo de acido indol acético
por bactérias tem sido relacionada com a influéncia de alguns fatores ambientais,
como acidez do solo, estresse osmotico e baixa concentracdo de carbono no solo
(ONA et al., 2003; VANDE BROEK et al, 2005; SPAEPEN; VANDERLEYDEN,;
REMANS, 2007). Um aumento na producdo de &cido indol acético por bactérias foi
percebido em baixas concentracbes de carbono no solo e na reducdo da taxa de
crescimento bacterianos, que coincidem com a entrada da fase estacionaria da
curva de crescimento bacteriano (SALEH; GLICK, 2001; PATTEN; GLICK, 2002).

2.2. Bactérias epifitas e endofiticas
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As bactérias que habitam o vegetal podem ser diferenciadas em epffitas, que
sdo aquelas que habitam a superficie vegetal (JACQUES; MORRIS, 1995;
ANDREWS; HARRIS, 2000), ou endofiticas, bactérias habitantes do interior do
vegetal (PETRINI;, PETRINI, LAFLAMME, 1989; AZEVEDO et al, 2000;
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004) e, ambas as bactérias (epifitas e endofiticas) nédo

causam danos ao hospedeiro.

Quanto a colonizacdo endofitica, ela foi considerada uma propriedade restrita a
bactérias causadoras de doencas na planta, também chamadas de fitopatogénicas
(NEVES et al., 1985), o que foi desmentido ao longo do avango cientifico e maior
conhecimento da interacdo bactéria-planta. A preferéncia microbiana pelo
endofitismo pode ser resultado de um meio lire das condicdes adversas
comumente encontradas no solo e uma maior disponibilidade de carbono
(OLIVARES, 1996).

As bactérias endofiticas ndo aparecem dessa maneira no vegetal, mas tornam-
se endofiticas ao longo de seu ciclo de vida, por isso podemos dizer que uma
bactéria endofitica € aquela que vive pelo menos uma parte de seu ciclo de vida no
interior das plantas (BALDANI; SALLES; OLIVARES, 2000). Uma bactéria endofitica
pode ser, portanto uma bactéria epifita ou da rizosfera que invadiu o vegetal e
instalou-se em algum de seus 6rgdos, como a propria raiz, o caule ou as folhas. Os
microrganismos endofiticos podem penetrar nas plantas por aberturas e feridas,
como aquelas existentes na emergéncia de raizes secundarias laterais ou nas
abrasdes geradas pelo crescimento das raizes penetrando no solo (Azevedo, 2000).
Bactérias endofiticas também podem invadir o vegetal atraves dos estdomatos e
hidatédios (MANHAES, 2014), através de aberturas causadas por inseto assim
como por feridas deixadas em plantas onde ocorre a colheita de frutos. Os
endofiticos sdo capazes de adentrar o hospedeiro de ativamente, pela producdo de
enzimas (Azevedo, 2000). Paula, Reis e Dobereiner (1991) comprovaram que
estruturas do fungo patogénico Glomus clarum continham a bactéria
conhecidamente endofitica Acetobacter diazotrophicus em seu interior e facilitou a

invasdo dessa bactéria no vegetal.
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A capacidade de viver dentro do vegetal constitui uma adaptacao interessante
as bactérias, uma vez que sofrerdo menor efeito da competicdo com outros
microrganismos, ndo enfrentardo as condicdes ambientais adversas e terdo alta taxa
de nutrientes disponiveis e livres para sua nutricdo. (MISAGHI;, DONNDELINGER,
1990). Em geral esses microrganismos podem estar localizados em tecidos
vasculares ou espacos intercelulares, sendo as raizes a principal entrada para a
invasdo desses microrganismos no vegetal, devido a facilidade com que lesbes e
arranhdes, decorrentes do crescimento vegetal, surgem nesse 6rgao (Azevedo et
al., 2000).

2.3. Milho

O milho € uma das mais antigas culturas cultivadas no mundo, havendo
registros de que seu cultivo comecou h4, pelo menos, 6.000 anos (PIPERNO;
FLANNERY, 2001). Em escala mundial, o milho ocupa posicdo de destaque em
producdo global com valores equivalentes a 1.053,8 milhdes de toneladas para a
safra 2016/2017, um aumento de 9,4% em relacdo a safra anterior, segundo o 12°
levantamento do Departamento de Agricultura do Estados Unidos (USDA) Para o
milho (Zea mays L.), e publicado no informativo do Departamento do Agronegdcio
(DEAGRO) da FIESP em abril de 2017, onde o Brasil ocuparia a terceira posicao na
producdo global de milho, saltando de 67,0 milhdes de toneladas na safra
2015/2016, para 93,5 milhdes de toneladas na safra 2016/2017, um aumento de

39,6% e ficando atras dos Estados Unidos e da China.

De acordo com esse mesmo levantamento, 0 consumo e a exportagdo mundial
do milho também aumentardo. Quanto ao consumo mundial, os valores da safra
2016/2017 devem atingir valores equivalentes a 1.042,6 milhdes de toneladas,
superior em 6,3% em relacdo a safra passada. Ja para a exportacdo mundial do
milho, o Brasil ocupa a segunda posicao, atrds apenas dos Estados Unidos, sendo

responsavel por 32 milhdes de toneladas exportadas, com um aumento de 128,6%
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em relacdo a safra 2015/2016. A exportacdo mundial do milho alcancaria, entdo,

valores de 154,4 milhdes de toneladas na safra atual, 28,6% maior que a anterior.

A nivel nacional, o milho também se destaca, na producdo de gréos do Brasil 0
milho ocupa a segunda posicdo, perdendo apenas para a soja e sendo responsavel,
junto com esta por 90% da producdo total de grdos no pais, segundo o 7°
levantamento da Companhia Brasileira de Abastecimento (CONAB) em 2017 e
publicado pelo DEAGRO em abril do mesmo ano. De acordo com esse
levantamento, a producdo do grdo de milho no Brasil na safra 2016/2017 e sua

comparacao com a safra 2015/2016 segue conforme a tabela 1.

O plantio ocorre praticamente durante o ano todo e, para facilitar o
acompanhamento do plantio, cada cultura foi denominada de acordo com a época
de plantio, dessa maneira temos, milho safra ou primeira safra, plantado de agosto a
dezembro; e milho safrinha ou segunda safra, plantado de janeiro a maio. A melhor
época para plantio ocorre na 12 safra, e a safrinha historicamente apresentava
resultados inferiores, mas como € possivel perceber da tabela 1, tanto na safra
2015/2016, quanto na safra 2016/2017, o milho 22 safra (safrinha), superou os
valores do milho 12 safra, o que pode ser explicado pela concentracdo de nutrientes
disponiveis no solo ou por um aumento na utilizacdo de tecnologias durante a época

de plantio do milho safrinha.

Atualmente, a demanda pela producdo do milho é ainda maior, uma vez que
ele também é utilizado na producdo do etanol, 0 que também provoca um aumento
nos precos, a maior parte da producdo do grdo de milho, no entanto, é destinada ao

preparo de ragdes para animais.

Da ROz (2003) afirma que uma crescente parcela da producdo do grdo de
milho esta sendo destinada a alimentacdo humana direta, como farinhas, cereais e
salgadinhos, e continua dizendo que a participagcdo do milho crescera no setor de

plasticos biodegradaveis partir do milho.

Ainda sobre o milho é possivel explicitar uma dualidade existente entre grandes
produtores e os produtores que ndo estdo ligados a producdo comercial. No primeiro

caso, salientamos a utilizagdo de tecnologia e alto investimento de capital que se
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767  reflete na produtividade. Por outro lado, temos os produtores que fazem pouco uso
768 da tecnologia e ndo tém grandes extensdes de terra, produzindo para subsisténcia e
769 comercializando o excedente, fator que reflete na produtividade média (DUARTE,
770  2004).

771 Para a melhoria da produgcdo com menor impacto ambiental, € possivel citar as
772  bactérias dos géneros Pseudomonas, Burkholderia, Azospirillum e Bacillus como
773  promotoras de crescimento vegetal, beneficiando o milho na fixacdo do nitrogénio,
774  solubilizacdo do fésforo e na producdo de acido indol acético (RIGGS et al., 2001;
775 SHAHAROONA; ARSHAD; ZAHIR et al., 2006).

776

777 Tabela 1 - Producéo total de grdos no Brasil durante as safras 2015/2016 e 2016/2017 e comparagé&o entre
778 ambas as safras.

Produto Producao (mil toneladas)

Safra 15/16 Safra 16/17 Variacao

Mil toneladas Porcentagem
emrelacdo a emrelagdo a

safa 15/16 safra 15/16

Algodao - 1.937 2.213 276 14,2
carogo
Arroz 10.603 11.948 1.345 12,7
Feijao 2.516 3.286 773 30,7
Feijao 12 1.034 1.380 345 334
safra
Feijao 22 915 1.217 304 33,3

safra
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Feijao 32 567 689 123 21,7
safra
Milho 66.980 91.469 24.938 37,5
Milho 12 25.854 29.861 4.103 15,9
safra
Milho 22 41.126 61.607 20.835 511
safra
Soja 95.435 110.162 14.727 154
Trigo 6.164 5.468 -1.259 -18,7
Demais 2.769 3.388 522 18,2
Brasil 186.404 227.932 41.322 22,1

Fonte: Departamento do Agronegécio — DEAGRO/FIESP (modificado).

Os dados apresentados evidenciam a importancia de estudarmos solugdes
biologicas para mantermos a produtividade da cultura do milho sem nos
descuidarmos da preocupacdo atual de diminuir os impactos ambientais. Dessa
maneira, a busca por microrganismos produtores de crescimento de plantas que
atuem na cultura do milho e um melhor entendimento de seus mecanismos de

atuacao também ganha relevancia.

3.MATERIAL E METODOS

3.1. Processamento da amostra e isolamento das bactérias epifitas e

endofiticas cultivaveis

O processamento seguiu a metodologia de KUKLINSKY-SOBRAL, et al.
(2004), com modificagbes. Uma planta de milho da fazenda localizada na UNESP —

Jaboticabal, em estagio V6, foi removida do solo com auxiio de uma espatula, e
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transportada para o laboratério, sendo folhas, caules e raizes separadas e lavadas

em agua corrente para remoc¢ao do solo.

As bactérias epifitas foram isoladas pesando-se 3 gramas dos 0Orgaos
vegetais separadamente, e colocando-os em Erlenmeyer contendo 25 gramas de
esferas de vidro de 0,1 cm de diametro e 50 mL de solu¢do salina tamponada com
fosfato (g 'Yy (NapHPO.: 1,44; KH,PO4 0,24; KCI: 0,20; NaCl: 8,00; pH 7.4),
agitando-se na frequéncia de 150 r.p.m., a 28°C por 1 hora. Apds a agitacao, foram
plaqueados 5 mL do conteddo do Erlenmeyer em 10% de &gar de triptona de soja
(TSA), e as placas mantidas a 28°C por até 15 dias. As coldnias foram isoladas e
repicadas em tubos inclinados de TSA (10%), mantidas a 28° C por 2 dias e, em

seguida, armazenadas a 4°C.

As bactérias endofiticas foram isoladas apds a remocdo das epffitas, por
desinfec¢cdo da superficie dos 6rgdos vegetais usando lavagem serial. A eficiéncia
do processo de desinfeccdo foi verificado por plagueamento de aliquotas de agua
destilada esterilizada usadas na lavagem final das plantas em 10% de agar de
triptona de soja que foram mantidas a 28°C por até 15 dias. Trés gramas de cada
orgdo vegetal foram cortados e triturados em 10 mL de solugdo salina tamponada
com fosfato estéril. A solucdo resultante foi transferida para frascos de 50 mL,
mantidos sob agitagdo constante a 28°C e 150 r.p.m. por 1 hora, sendo
posteriormente plaqueado 5 ml em meio TSA (10%), e mantido a 28°C por até 15
dias. As coldnias foram entdo isoladas e mantidas em tubos inclinados de TSA

(10%), a 28°C por 48 horas e, por fim, armazenadas a 4°C.

3.2. Selecdo das bactérias epifitas e endofiticas solubilizadoras do

fosforo

A selecdo das bactérias epffitas e endofiticas solubilizadoras de fésforo foi
realizada de acordo com Verma, Ladha e Tripthi (2001). Os isolados foram
cultivados em meio &gar contendo fosfato inorganico (sendo os constituintes em g I™%:
agar: 15; glicose: 10; NH4Cl: 5; NaCl: 1; MgS0,.7H,0: 1; Casz(PO4)2: 0,8; pH 7,2),

sendo inoculadas cinco colbnias por placa, mantidas a 28°C por 48 horas. A



824
825

826
827

828
829
830
831
832

833

834

835
836

837
838
839
840
841
842
843
844
845
846

847
848
849
850
851
852

17

solubilizacdo do fosforo foi observada pela presenca de halo claro em volta das

colbnias bacterianas com capacidade de solubilizacdo do fosfato.

3.3. Selecao de bactérias epifitas e endofiticas fixadoras de nitrogénio

A habilidade de fixar o nitrogénio foi avaliada pela habilidade das bactérias
crescerem em meio semissolido livre de nitrogénio, meio NFb (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI,1995). Em cada placa foram repicadas 5 colénias, mantidas a
28°C por 48 horas. As bactérias com capacidade de fixacado de nitrogénio foram

identificadas pela presenca de um halo de crescimento bacteriano no meio.

3.4. Selecao de bactérias epifitas e endofiticas produtoras de AIA

A producdo do é&cido indol acético (AlA) foi mensurada por meio da

metodologia de Kuss et al. (2007) com modificacbes, em 80 isolados bacterianos.

Cada isolado bacteriano foi aplicado em 20 mL de meio Dextrose Yeast
Glucose Sucrose (DYGS) que contém em (g.L™): glicose: 2; peptona: 1,5; extrato de
levedura: 2; dihidrogenofosfato de potassio: 0,5; sulfato de magnésio
heptahidratado: 0,5; suplementado com 5mM de L - triptofano, incubadas por 48
horas, a 28°C, sob agitacdo constante de 120 r.p.m. e na auséncia de luz (Andrade,
2012). ApOs esse periodo, 5 mL de cada cultura foi centrifugada a 10.000 r.p.m. por
10 minutos e transferidos, em seguida, 2 mL do sobrenadante para tubo de ensaio,
contendo 2 mL do reagente de Salkowski 2% (p/v) (0,5M FeCl; em 35% de acido
perclorico) (SARWAR; KREMER, 1995), e incubados, na auséncia de luz, por 30

minutos.

A producdo de AIA foi determinada, qualitativamente, pela coloracao
avermelhada da solucéo contida no tubo de ensaio. Para a avaliagdo quantitativa do
horménio, foi feita leitura em espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 530
nm. A concentracdo foi obtida pela leitura de meio de cultura estéril, ndo inoculado,
com concentragdes conhecidas de AIA comercial (0, 10, 20, 40, 60, 70, 80, 90, 100,
110 e 120 pgAlA/tubo). Para cada concentracdo foi feita duplicata, que foi
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normalizada pela curva padrdo resultando na equacéo y = 0,0156x — 0,0832 (R? =
0,9965), onde “X’ representa a concentracdo de AIA (ugAlA/tubo), e “y’ é a

absorbancia média obtida no espectrofotbmetro (Figura 1).

Abs
2,000
y=0,0156x-0,0832
R2=0,9965 /
1,500
1,000

0,000 T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140
-0,500

Figura 1 - Grafico da curva padrdo encontrado para as leituras em duplicata das diferentes
concentracBes de AlA, apds leitura em espectrofotdbmetro.

A quantificacdo de AIA produzido por isolado bacteriano também foi realizada
e, para tanto, utilizou-se uma bactéria conhecidamente produtora de acido indol
acético, o Azospirillum sp., como controle positivo, e foram obtidos valores de
producdo de AIA para cada isolado. A porcentagem de AIA produzida foi obtida

comparando-se com a quantidade média de AIA produzida pelo Azospirillum (em

pa/ml).

35. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR), amplificacéo,

sequenciamento e analise da regido 16S rDNA bacteriano

O DNA bacteriano foi extraido de 10 isolados, que se mostraram melhores
produtores de &cido indol acético (AIA) e também apresentavam a capacidade de
solubilizar fosfato e fixar nitrogénio, seguindo protocolo de kit de extracdo Quick-
DNA Universal Kit (Zymo Research — cat. N° D4068 e D4069).
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A amplificacdo do rDNA 16S foi realizada em um volume final de 25 uL
contendo todos 0s reagentes necessarios para a reagao (em pL: agua mili-q estéril,
11,3; 10 milimolar do primer F, 1,5; 10 milimolar do primer R, 1,5; tampao Taq green
5%, 5,0; MgCly, 3,0; 10 milimolar de cada dNTP, 1,0; Tag DNA polimerase, 0,2; DNA
molde, 1,5). As condi¢cOes da reacao seguiram da seguinte maneira: 95°C durante 2
minutos seguidos por 25 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 63°C por 1 minuto e extensdo do primer a 72°C por 1 minuto; seguido
por uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os produtos da reagdo foram
verificados aplicando 5 mL do produto de PCR em 1,2% (P/V) de gel de agarose e
revelando as bandas com brometo de etidio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989).

Para identificacdo, os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o Kit
Wizard ® SV Gel and PCR Clean-up System e sequenciadas usando primer
universal. As sequéncias foram editadas através do programa Biological Sequence
Alignment Editor — BioEdit (HALL, 1999) e a sequéncia consenso foi obtida
utilizando-se a ferramenta BLAST® (ALTSCHUL et al., 1990), comparada com o
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI -
Genbank). As arvores filogenéticas resultantes foram construidas utilizando-se
software MEGA7® (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

4. RESULTADOS

O isolamento das bactérias epifitas no milho resultou em 182 isolados, dos
quais 56% foram provenientes das folhas, 27% provenientes do caule e 17% foram
extraidos da raiz. Quanto a busca por bactérias endofiticas obteve-se total de 138
isolados, desses 43% foram provenientes das folhas, 52% foram isolados do caule e

5% da raiz.

As bactérias epifitas foram diferenciadas segundo o 6rgdo de colonizacéo e

caracteristicas na promocao de crescimento da planta (Tabela 2).
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Tabela 2 - N° de isolados bacterianos epifitas no milho, em fungcdo do local de colonizagdo e
caracteristica na promocéo de crescimento da planta.

CARACTERISTICAS COLONIZACAO TOTAL
Folhas Caule Raiz
Solubilizagcdo de P 95 (56%) 47 (28%) 28 (16%) 170
Fixacdo de N 43 (44%) 35 (36%) 19 (20%) 97
Producéo de AIA 31 (59%) 14 (26%) 8 (15%) 53

Quanto as bactérias endofiticas, os isolados com capacidade de solubilizacao
de fosforo, fixagdo de nitrogénio e producdo de AIA foram selecionados e
diferenciados de acordo com essas habilidades e também o 6rgdo vegetal de

colonizacéo (Tabela 3).

Tabela 3 - N° de isolados bacterianos endofiticos no milho, em funcdo do local de colonizagdo e
caracteristica na promocdao de crescimento da planta.

CARACTERISTICAS COLONIZACAO TOTAL
Folhas Caule Raiz
Solubilizacao de P 50 (41%) 66 (54%) 6 (5%) 122
Fixacdo de N 30 (54%) 21 (37%) 5 (9%) 56
Producao de AIA 8 (30%) 15 (55%) 4 (15%) 27

Apés as analises quanto as habilidades dos isolados nas caracteristicas
relacionadas a promocao de crescimento das plantas, 80 isolados foram capazes de
atender as 3 caracteristicas pesquisadas, sendo o teor de AlA quantificado. Para a
quantificacdo de AIA dos isolados utilizou-se o valor médio de 22,57 ugAIA/mL
produzido pelo Azospirillum sp. (controle positivo), que foi obtido através da média
dos valores de leitura, realizadas em duplicata, em espectrofotometro (22, 76
MgAIA/mL na primeira leitura, e 22,38 ugAIA/mL na segunda leitura). Desta maneira
foram selecionados 10 isolados que produziram no minimo 50% do total de AIA

produzido pelo Azospirillum (tabela 4).

Tabela 4 - Quantidade de AIA produzida pelos isolados com no minimo 50% de producéo em relagao ao
Azospirillum.

PORCETAGEM DE AIA
CODIGO DO ISOLADO MgAIA/mL PRODUZIDO EM
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RELACAO AO
Azospirillum
188 15,23 67,48
248 12,51 55,41
263 11,32 50,16
274 12,44 55,13
275 11,54 51,13
287 13,37 59,25
290 13,02 57,68
291 11,51 51,01
309 11,80 52,29
320 12,41 54,99

Todos esses isolados foram obtidos no interior da planta do milho, sendo que

1 colonizava as folhas, 8 o caule e 1 araiz da planta.

O sequenciamento foi realizado para os 10 isolados bacterianos e, apos
andlise filogenética (figura 2), foram obtidas 8 sequéncias correspondentes a
Bacillus subtilis, 1 sequéncia equivalente a Bacillus velezensis e 1 alinhada com

Lactococcus lactis (tabela 5).

Tabela 5 - Identificac&o dos isolados solubilizadores de P, fixadores de N e melhores produtores de AlA e
orgéo vegetal colonizado.

CODIGO DO ISOLADO IDENTIFICACAO ORGAO COLONIZADO
188 Bacillus velezensis FOLHA
248 Bacillus subtilis CAULE
263 Bacillus subtilis CAULE
274 Bacillus subtilis CAULE
275 Lactococcus lactis CAULE
287 Bacillus subtilis CAULE
290 Bacillus subtilis CAULE
291 Bacillus subtilis CAULE
309 Bacillus subtilis CAULE
320 Bacillus subtilis RAIZ
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Consensus 290

Consensus 287

Consensus 309

Consensus - 274

0i/1061899684:312-1024 Bacillus subtils isolate: IRN-57
Consensus - 263

[ Consensus - 248

Consensus - 291

gb|KU744855.1}:253-1100 Bacillus subtilis strain YHSA20
4i1061899680:260-1116 Bacillus subtis isolate: %2

Consensus 320

01636559869)refiNR 115929.1) Bacillus axarquiensis strain LMG 22476
51 0i]636559226refINR 115283.1] Bacillus axarquiensis strain CR-119
01126653862|b]EF433407.1] Bacillus velezensis strain BCRC 17467
01[224747161|b]FJ713021. 1| Bacillus velezensis strain H3

Consensus - 188

41219846551 ref[NR 026143.1] Bacillus gibsonii strain DSM 8722

41636559654)refiNR 115714.1) Bacillus cereus strain CCM 2010
931 i1636559466]refiNR 115526.1) Bacillus cereus strain [AM 12605

W I: 0il974142298 refiNR 134818.1] Streptococcus tangierensis strain CCMM B832
0| 0i1974142297]refiNR 134817.1) Streptococcus cameli strain CCMM B34

———— (i|645322072]refiNR 118903.1] Lactococcus plantarum strain NCDO 1869

411631252070]refiNR 113268.1) Lactococcus ganieae strain JCM 10343 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Qb[KT722825.1]:235-1047 Lactococcus lactis Strain 27G2

4i11028223641:253-1065 Lactocaccus lactis subsp. cremoris

gblKT722824.1]:234-1046 Lactococcus lactis strain 27F2

gblKT722812.1}:234-1046 Lactococcus lactis strain 25F1

gblKTL49756.1}:300-1112 Lactococcus lactis strain IARHPHM5-37 maize

gbKR265147.1:242-1054 Lactococcus lactis subsp. lactis strain Sriv18L

0ij343200268]refiNR 040955.1] Lactococeus lactis strain NCDO 604 16S ribosomal RNA gene partial sequence

=

Consensus 275

000

Figura 2 - Arvore filogenética baseada na comparacéo de nucleotideos de sequéncias ja conhecidas com
as sequéncias obtidas de isolados da planta do milho.

Também foi realizada analise filogenética para cada isolado separadamente e
foram geradas arvores filogenéticas para cada um destes isolados. O isolado 188,
correspondente a espécie Bacillus velezensis alinhado com as linhagens da mesma
espécies encontradas no banco de dados (Figura 3).



939

940
941

942
943

23

0i1126653862|gb|EF433407.1] Bacillus velezensis strain BCRC 17467
7
2 Consensus RM - 5

0i[224747161/gb[FI713021.1) Bacillus velezensis strain H3

0i/636560132)ref[NR 116192.1] Bacillus subtiis strain NRRL NRS-744
gij507147976]refINR 102783.1] Bacillus subtils strain 168

01/636559654|ref[NR 115714.1] Bacillus cereus strain CCM 2010

—BRESNR 115525 Bl st W 28

01/636558525ref[NR 114582.1] Bacillus cereus strain ATCC 14579 16S ribosomal RNA gene partial Sequence

——A
0050

Figura 3 - Arvore filogenética do isolado 188, alinhado a espécie de Bacillus velezensis, apés a
comparacéo de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.

O isolado 275 gerou como resultado a bactéria Lactococcus lactis apds a
comparacao de nucleotideos com o banco de dados (Figura 4).
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0i[1028223641:253-1065 Lactococcus lactis subsp. cremoris
(b|KT722825.1]:235-1047 Lactococcus lactis strain 27G2
(b|KT722824.1]:234-1046 Lactococcus lactis strain 27F2

(b|KT722812.1:234-1046 Lactococcus lactis strain 25F1

=
=

(b|KT149756.1]:300-1112 Lactococcus lactis strain [AR-PHMS-37 maize

(b|KR265147.1]:242-1054 Lactococceus lactis subsp. lactis strain Srfv181

0i[343200268]refINR 040955.1] Lactococcus lactis strain NCDO 604 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Consensus RM8

0i/631252070]refINR 113268.1| Lactococcus ganvieae strain JCM 10343 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0i[645322072]ref{NR 118903.1] Lactococcus plantarum strain NCDO 1869

— 0i|974142298|refINR 134818.1] Streptococcus tangierensis strain CCMM B832

O |974142297]refINR 134817.1] Streptococcus cameli strain CCMM B834

0.0100

Figura 4 - Arvore filogenética do isolado 274, alinhado a espécie de Lactococcus lactis, apés a
comparacdo de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.

Os isolados 248, 263, 274, 287, 290, 291, 309 e 320 foram todos alinhados
com espécies de Bacillus subtilis, apdés a comparacdo com o0s nucleotideos

indexados no banco de dados (Figuras 5 a 12).

0i[1061899680:260-1116 Bacillus subtilis isolate: X-2
gb|KU744855.1]:253-1109 Bacillus subtilis strain YHSA20

0i[636560132|refINR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744
100

0i[636559957|refiNR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255
0i|636560123|refINR 116183.1| Bacillus subtilis strain NRRL B-4219

100 Consensus RM1

— gi|645321287|refINR 118290.1| Bacillus mojavensis strain ifo 15718

0i|636559963|refiNR 116023.1| Bacillus licheniformis strain BCRC 11702

33 L 4i|444439608]refINR 074923.1| Bacillus licheniformis strain ATCC 14580

|gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

10| 0i|636559654|ref{NR 115714.1] Bacillus cereus

0i|636560124|ref[NR 116184.1| Bacillus amyloliquefaciens strain NRRL B-14393

0.0050

Figura 5 - Arvore filogenética do isolado 291, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apdés a comparacéo
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.
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0i|636559869|ref|INR 115929.1| Bacillus axarquiensis strain LMG 22476
B3| . . . . .

0i|636559226|ref|INR 115283.1| Bacillus axarquiensis strain CR-119

0i|636560125|ref|INR 116185.1| Bacillus mojavensis strain NRRL B-14698

0i|636559957|ref[NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255
10

=)

0i|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

0i|1061899680:261-1135 Bacillus subtilis

Consensus

gb|KU744855.1|:254-1128 Bacillus subtilis strain YHSA20

—— 0i|636559963|ref[NR 116023.1| Bacillus licheniformis strain BCRC 11702

|gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

100 0i[636559654|refiNR 115714.1] Bacillus cereus
0.0050

Figura 6 - Arvore filogenética do isolado 248, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apés a comparagéo
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.

Consensus RM3

0i|1061899684:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-57

100

0i|1061899683:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-22

0i|1061899682:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-2

gb|KU744855.1]:301-1013 Bacillus subtilis strain YHSA20

| 0i|636559654|ref[NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

0
|gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

0i|219846551|ref[NR 026143.1| Bacillus gibsonii strain DSM 8722

0.0100

Figura 7 - Arvore filogenética do isolado 263, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apés a comparag&o
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.
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gb|KX673638.1|:201-979 Bacillus subtilis strain SSRBE23

0i|636560132|ref|[NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

100

gb|KU744855.1]:241-1019 Bacillus subtilis strain YHSA20

Consensus RM4

0i|1061899680:248-1026 Bacillus subtilis isolate: X-2

0i|636558525|ref|[NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

0i|636559654|ref|INR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

0.0050

Figura 8 - Arvore filogenética do isolado 274, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apés a comparagéo
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.

0i|636560132|reflNR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744
53] 4il636559957]ref|NR 116017.1] Bacillus sublilis strain BCRC 10255

Consensus RM6

0i|507147976|reflINR 102783.1| Bacillus subtilis strain 168

0i[151348026|gb|EF666489.1| Bacillus subtilis

0i|636558525|ref[NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

pre 0i|636559654|reflNR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

0i1636559466|ref[NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

0.0050

Fgura 9 - Arvore filogenética do isolado 309, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apdés a comparacéo
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.
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0i1636560132|ref|[NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

Consensus RM7
0i|1061899680:366-1165 Bacillus subtilis isolate: X-2

0i|636559957|ref|INR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255
100

0i|507147976|refINR 102783.1| Bacillus subtilis strain 168

0i|151348026|gb|EF666489.1| Bacillus subtilis

0i|636560131|ref|[NR 116191.1| Bacillus pumilus strain NRRL NRS-272
1001 i|343198673|refINR 043242.1| Bacillus pumilus strain ATCC 7061

|gi|636558525|ref|NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

0.0050

p |gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

0i|636559466|ref[NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

27

Figura 10 - Arvore filogenética do isolado 290, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apés a comparag&o
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.

0i|636559957|ref|[NR 116017.1 Bacillus subtilis strain BCRC 10255

Consensus RM9
0i|636560132[ref|NR 116192.1] Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744
0i|636560125ref|NR 116185.1| Bacillus mojavensis strain NRRL B-14698 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0i|645321287|ref|NR 118290.1] Bacillus mojavensis strain ifo 15718 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0i[507147976]refINR 102783.1| Bacillus subtilis strain 168

——— 0i|151348026]gh|EF666489.1| Bacillus subtilis

‘gi|636558525|ref|NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

0.0050

- ‘ 0i|636559654|refINR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

0i|636559466]refINR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

Figura 11 - Arvore filogenética do isolado 287, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apés a comparag&o
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.
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0i[1061899684:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-57
0i[1061899683:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-22
) 1061399662:312:1024 Bacils subtls fsolate: RN-2

7 gb|KU744855.1):301-1013 Bacillus subilis strain YHSA20

Consensus RM10

— (i/444439608]refINR 074923.1] Bacillus licheniformis strain ATCC 14580 16S ribosomal RNA gene complete Sequence
100/ 91636559654[refINR 115714.1] Bacillus cereus strain CCM 2010
0i[636559466|refINR 115526.1] Bacillus cereus strain IAM 12605

B 0i[645320214|refiNR 117473.1] Bacillus megaterium strain ATCC 14581 16S ribosomal RNA gene partial Sequence
1

001 343202907rfINR 043401.1] Bacillus megaterium strain IAM 13418 165 ribosomal RNA gene partial sequence

|gi|343200107|ref|NR 040794.1| Geabacillus stearothermophilus strain IFO12550 16S ribosomal RNA gene complete sequence

- | 0i[645322156]ref[NR 118968.1| Geobacillus stearothermophilus strain NCDO 1768 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0i[636559227|refNR 115284.1| Geobacillus stearothermophilus strain BGSC 9A20 16S ribosomal RNA gene complete Sequence

0.moo

Figura 12 - Arvore filogenética do isolado 320, alinhado & espécie de Bacillus subtilis, apés a comparag&o
de nucleotideos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho.

5. DISCUSSAO

O habitat associado as plantas € um ambiente dindmico em que varios fatores
podem influenciar a populacdo bacteriana que colonizard os tecidos vegetais, tais
como mudangas climaticas, caracteristicas do solo e tecido vegetal e as interacdes
com a microbiota nativa (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; MOCALI et al., 2003).

Estudos demonstraram a busca por bactérias endofiticas promotoras de
crescimento de plantas, cujas carcateristicas sdo iguais as obtidas neste estudo (DA
SILVA et. al, 2016; ROESCH et al., 2007; MONTANEZ et al., 2012). Foram
encontrados, dentre 320 isolados, 10 bactérias capazes de solubilizar fésforo, fixar
nitrogénio e produzir AIA e diferentemente do trabalho de Da Silva et. al, (2016) em
que as bactérias foram encontradas majoritariamente na raiz, no presente estudo
foram encontradas em sua maioria no caule. Mcinroy e Kloepper (1995) e Elvira-
Recuenco e van Vuurde (2000) observaram que plantas saudaveis de milho
apresentam maior nimero de bactérias isolados na raiz e no caule, sendo que os

microrganismos endofiticos tendem a migrar para o caule e partes aéreas durante o
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desenvolvimento da planta, e que a preferéncia inicial pelas raizes deve-se a

disponibilidade de nutrientes nestes érgdos (GLICK, 1995).

A quantidade de isolados do género Bacillus observado neste estudo (tabela
5) é semelhante aos resultados obtidos por Lalande et al. (1989) que identificou alta
taxa desse género na rizosfera do milho e por CHIARINI et al. (1998), que
reportaram o fato desse género ser comumente encontrado no interior da planta do

milho.

Quanto ao fosfato, devido suas caracteristicas reativas, a quantidade
presente no solo pode ser alta, porém indisponivel para a planta (LOPEZ-BUCIO et
al.,, 2002). Mesmo com a aplicacéo dos fertilizantes, o fésforo apesar de abundante,
€ rapidamente imobilizado (Rodriguez e Fraga, 1999). A capacidade dos
microrganismos em solubilizar e disponibilizar este mineral para as plantas vem
atraindo atencéo e, dentre os géneros bacterianos capazes de exercer essa fungéo
destaca-se o Bacillus, identificado nesse estudo. Além deste, pode-se citar também
0S géneros Pseudomonas e Agrobacterium como eficientes solubilizadores
(Rodriguez e Fraga, 1999). Andrade (2012) também reportou consideravel nimero
de espécies do género Bacillus como solubilizadores de fésforo, porém em outra
cultura, a bananeira prata-and. O fato dos microrganismos fornecerem aos vegetais
o suprimento de fosfato inorganico, atraiu o interesse quanto a sua utilizacdo como

inoculante comercial ou adicionado como fertilizante (SILVA; VIDOR, 2001).

7

O nitrogénio é um dos elementos mais abundantes nas plantas (RAVEN,;
EVERT; EICHHORN, 2001; WILLIANS; MILLER, 2001), sendo suas principais
formas assimilaveis o nitrato e o amoénio. O milho possui uma via fotossintética (via
C4) mais eficiente que as leguminosas, e com isso é capaz de converter
intensidades de energia solar duas vezes maiores. Esse tipo de planta pode ceder
fontes energéticas para a nutricdo de bactérias diazotroficas (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995). A fixacdo bioldgica do nitrogénio, realizada por
microrganismos, é responsavel por 65% do nitrogénio dos sistemas bioldgicos,
convertendo o nitrogénio atmosférico (N2), ndo assimilavel pelas plantas, em suas

formas assimilaveis.



1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034

1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042

1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050

30

A producd@o do AIA por bactérias depende de uma série de fatores, como o
ambiente, por exemplo, bactérias produzem mais acido indol acético em situacoes
de baixa concentracdo de carbono no solo ou em casos de uma alta densidade
populacional bacteriana (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Ambos os
casos estdo ligados a curva estacionaria do crescimento bacteriano, e estariam
associados ao fato de as bactérias utilizarem o acido indol acético como
sinalizadores as plantas a fim de facilitarem sua invasdo no vegetal e adaptacédo ao
estresse, 0 que permitiria uma melhor adaptacéo bacteriana ao tecido vegetal. As
bactérias, ao produzirem AIA na rizosfera recebem sinais moleculares que ativariam
a expressdo de alguns genes envolvidos na viruléncia, adesado e adaptacdo ao
estresse. Concomitantemente, a sinalizacdo molecular na bactéria envia um
“feedback” positivo a planta causando a multiplicacdo celular no vegetal. Nessa
situacdo, a planta altera a composicdo de seus exudatos eliminando moléculas
sinalizadoras que favorecem a colonizacdo de bactérias durante a interacéo
bactéria-planta (REMANS; SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2006).

Outro fator relevante é o fato do AlA estar relacionado ao sistema de defesa
do hospedeiro. Auxinas (como o AlA) e citocininas, produzidas pelas bactérias séao
capazes de bloquear enzimas do sistema de defesa do hospedeiro o que também
facilitaria infeccdo bacteriana e posterior colonizacdo dos tecidos e 0rgaos vegetais
(SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Mais fatores ambientais sao
relatados atuantes na sintese de acido indo acético por bactérias, em Bacillus e
outras rizobactérias, flavonoides produzidos pela planta hospedeira estimulam a

producédo de AlA.

Mas ndo apenas fatores ambientais afetam a sintese do AlA, fatores genético
também influenciam essa habilidade. Primeiramente a localizacdo dos genes
plasmidial ou cromossomal, modulam os niveis de producdo de acido indol acético.
Uma vez que os plasmideos estdo presentes em varias copias na célula bacteriana,
ele pode prover um alto nimero de genes envolvidos na producéo de &cido indol
acético (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Em segundo lugar, dois
reguladores transcripcionais, que regulam a transcricdo de genes em resposta a

situacdes de estresse e baixa concentracdo de nutrientes, e sdo induzidos no final
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da fase logaritmica do crescimento bacteriano e tem papel na competitividade
bacteriana na rizosfera, mostraram estar relacionados a sintese de acido indol
acético em bactérias. Essa caracteristica melhoraria a adaptacdo bacteriana a

situacoes de estresse (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007).

Estes fatores ambientais e genéticos explicam o porqué de, apesar de 8
espécies isoladas serem de Bacillus subtilis, podemos considera-las linhagens
diferentes. Além disso, como pode ser observado na tabela 4, cada um deles
produziu uma quantidade diferente de AIA em relacdo ao controle positivo, mesmo
sendo isolados da mesma planta e estando localizados no mesmo 6rgdo vegetal,

indicando que seriam estirpes diferentes de uma mesma espécie bacteriana.

A espécie Lactococcus lactis € classificada como uma bactéria acido latica e é
a mais utilizada na producdo de queijo e outros laticinios fermentados. Essa
bactéria, anteriormente classificada como Streptococcus lactis (STACKENBRANDT;
TEUBER, 1988) tem ampla distribuicio na natureza, sendo encontrada
principalmente nos laticinios (SALAMA et al.,, 1995), mas também passivel de ser
isolada de plantas (STARK; SHERMAN, 1935, NOMURA et al.,, 2006; RIGUEIRA
SAMPAIO, 2015). Varios autores tiveram sucesso ao isolar essa linhagem do milho
(STARK; SHERMAN, 1935; SALAMA et al., 1993; GUTIERREZ-MENDEZ et al.,
2008), porém nao foram encontrados estudos acerca da acdo desta espécie como
promotora de crescimento de plantas. Bactérias acido laticas, dentre elas a
Lactococcus lactis, também foram isoladas a partir de bebidas fermentadas a base
de milho (DIAZ-RUIZ et al., 2003).

Quanto a atuacdo da Lactococcus lactis como promotora de crescimento
vegetal, Rigueira Sampaio (2015) demonstrou que microrganismos, dentre eles o L.
lactis e 0 género Bacillus sdo capazes de produzir aminas bioativas através da
descarboxilizacdo de aminoacidos. Essas aminas poderiam atuar como reserva de
nitrogénio nas plantas. Além disso, aminas como a espermidina e a espermina
atuam, dentre outras fungdes, no crescimento da raiz, na senescéncia e na resposta
da planta a patégenos (RIGUEIRA SAMPAIO, 2015), outras aminas tais quais a

histamina e a serotonina apresentam efeito protetor a predadores.
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Gutiérrez-Méndez et al. (2008) também obtiveram sucesso ao isolar bactérias
acido laticas de plantas, incluindo o milho e relataram sua importancia por ser uma
bactéria fermentadora de lactose, apresenta atividade proteolitica e fermentacédo de

citrato.

6. CONCLUSAO

Foram isolados 10 espécies de bactérias todas com as habilidades de
solubilizacdo de fosforo, fixacdo de nitrogénio e producdo de AIA sendo estas 1
isolado de Bacillus velezensis, 8 isolados de Bacillus subtilis e 1 isolado de

Lactococcus lactis.

O estudo também deixa a possibilidade de novas pesquisas a fim de melhor
compreendimento da atuacdo das bactérias isoladas neste trabalho em diferentes
culturas, uma vez que 0s microrganismos existentes na rizosfera ndo sdo exclusivos

de nenhuma espécie vegetal, mas podem colonizar diferentes plantas.

Outra abertura existente para pesquisa € a diferenciacdo e completo
entendimento das diferentes linhagens de Bacillus subtilis, que foram isoladas no
trabalho, o que poderia levar a melhor compreensdo do por que das diferencas

encontradas para a producdo de acido indol acético em cada uma das linhagens.
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