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RESUMO GERAL

SILVA, CINTIA FARIA DA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
agosto de 2014. Diversidade e tracos funcionais de micro-organismos endofiticos e
rizosféricos de Butia purpurascens Glassman. Orientador: Edson Luiz Souchie.

Coorientador: Marcos Antonio Soares.

A palmeira Butia purpurascens Glassman, conhecida como palmeira-jatai, € uma
espécie arbdrea ornamental com grande potencial para o cultivo no paisagismo,
producdo de biocombustivel e arborizacdo urbana de regibes tropicais. Distribui-se em
fisionomias abertas de Cerrado, restrita a0 sudoeste goiano, porém esta ameacada de
extin¢do, pelas agdes antropicas e porque suas sementes possuem baixas porcentagens
de germinacdo. A interacdo planta X micro-organismos pode ser favoravel para
contornar tal problema, por meio do estudo de estratégias para maximizar a promogao
do crescimento de plantulas de arecaceas, na fase de viveiro. Especificamente, a selecédo
e uso de micro-organismos endofiticos e rizosféricos benéficos, pode reduzir o tempo de
producdo das mudas e aumentar sua capacidade de estabelecimento em campo. Com
este trabalho, objetivou-se isolar e caracterizar a comunidade endofitica e rizosférica de
Butia purpurascens Glassman e avaliar seu potencial biotecnoldgico, quanto a
capacidade de solubilizar fosfato de calcio e fosfato de ferro, sintetizar &cido
indolacético in vitro para selecdo e uso como promotores de crescimento de mudas em
fase de viveiro. Através da analise molecular foram detectadas 38 espécies bacterianas,
com 17 géneros e 18 espécies fungicas com 16 géneros distintos. Em diferentes
proporcoes, foi detectada a capacidade de alguns isolados em solubilizar fosfatos e

produzir o fitorménio auxina.

PALAVRAS-CHAVES: palmeira-jatai, micro-organismos, potencial biotecnoldgico.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, CINTIA FARIA DA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
August 2014. Diversity and functional traits of endophytic and rhizospheric
microorganisms from Butia purpurascens Glassman. Advisor: Edson Luiz Souchie.

Co Advisor: Marcos Antonio Soares.

Butia purpurascens Glassman is a typical tropical palm known as “palmeira-jatai” with
high landscaping potential, biofuel production and urban forestation of tropical regions.
It is found mainly in Goiads Southwest region and currently is under extinction risk, due
to anthropic actions and low seed percentage germination. The plant interaction X
microorganisms may be favorable to overcome this problem through the study of
strategies to maximize the palm seedling growth in nursery. Specifically, the screening
and use of endophytic and rhizospheric beneficial microorganisms can reduce the
seedling production time and increase their establishment in field conditions. This work
aimed to isolate and characterize the endophytic and rhizospheric community of B.
purpurascens Glassman. This work also evaluated their biotechnological potential in
relation to the calcium/iron phosphate solubilization and indolacetic synthesis under in
vitro conditions in order to improve the plant growth promotion in nursery. Through
molecular analysis, 38 bacteria species, 17 fungi genera and 18 fungi species were
identified. In different proportions, the ability of some isolates to solubilize phosphates

and auxin production were detected.

KEYWORDS: palmeira-jatai, microorganisms, biotechnological potential.



1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado é o segundo maior dominio da América do Sul, caracterizado por
um mosaico de vegetacdo variando de pastagens a formacdes florestais (Eiten, 1972).
Rizzini (1997) afirmou que compreendia 200.000.000 hectares e a regido Centro-Oeste
era composta por cerca de 150 milhdes de hectares. Atualmente, de acordo com
Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2014), este dominio ocupa a area de 2.036.448
km?, cerca de 22% do territério nacional, com sua &rea continua abrangendo os estados
de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Babhia,
Maranh&o, Piaui, Rondonia, Parana, Sdo Paulo e Distrito Federal, além dos encraves no
Amapa, Roraima e Amazonas.

Com abundancia de espécies endémicas, vem sofrendo excepcional perda de
habitat, ainda assim, € considerado um hotspot mundial de biodiversidade, pela sua
diversidade biologica, reconhecido como a savana mais rica do mundo, abrigando
11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas com grande variedade de habitats, que
determinam a notavel variacdo de espécies entre diferentes fitofisionomias (MMA,
2014).

Entre as varias espécies vegetais, as palmeiras possuem presenca marcante na
formacdo savanica, denominadas palmeiral, e podem ser encontrados diferentes
subtipos de palmeirais, que variam de estrutura de acordo com a espécie (Nascimento,
2010), com ampla distribuicdo, ocorrendo principalmente nos trépicos e subtropicos
(Lima et al., 2003).

Os palmeirais sdo de beleza singular e se destacam como um recurso natural e
econbmico para as populacdes humanas e animais. Apesar de serem componentes
importantes na vegetacdo do Cerrado, sdo encontrados poucos trabalhos relacionados
(Guilherme e Oliveira, 2011).



A palmeira Butia purpurascens Glassman popularmente conhecida como
palmeira-jatai, butid ou coqueiro-de-vassoura ¢ uma planta ornamental, com grande
potencial para o cultivo no paisagismo e na arborizacdo urbana de regides tropicais
(Lorenzi et al., 2010), além de seus frutos possuirem potencial para a producdo de
biocombustivel. Distribui-se em fisionomias abertas de Cerrado, restrita ao sudoeste
goiano, principalmente na regido de Jatai, ocorrendo também no Tridngulo Mineiro e
Mato Grosso do Sul, e em regibes circunvizinhas ao estado de Goias (Guilherme e
Oliveira, 2011).

Trata-se de uma palmeira de pequeno porte, medindo de 1-4 m, de tronco
simples, inflorescéncia em forma de espiga de coloracdo amarela a purpura, a
frutificagdo ocorre entre 0s meses de outubro e dezembro, seus frutos sdo popularmente
conhecidos como butids e podem ter coloracdo amarela ou vinacea, sendo muito
apreciados pela fauna silvestre e pelo homem, suas folhas possuem caracteristica
marcante, sdo fortemente arqueadas, conferindo a ela potencial ornamental (Lorenzi et
al., 2010; Oliveira, 2010).

Embora o nome B. purpurascens se deve a coloragdo arroxeada dos frutos e
flores dessa espécie, na regido do sudoeste goiano, Oliveira (2010) comprovou atraves
de estudo genético a ocorréncia de mais de uma variedade, com coloracdo de frutos e
flores amareladas.

Em Goias, a palmeira-jatai vem sofrendo acbes antropicas, com isso,
aumentado consideravelmente sua ameaca a extingdo em funcdo do agronegdcio na
regido, a acelerada devastacédo do seu habitat natural, presenca de gado, competi¢do com
gramineas invasoras e pelo fogo (Guilherme e Oliveira, 2011), além da falta de métodos
de manejo sustentavel, pois suas folhas sdo utilizadas pela populacdo local para a
confeccdo de vassouras, e familias de baixo poder aquisitivo as utilizam como
alternativa para melhorar sua renda (Oliveira, 2010). Contudo, possuem sementes com
lentas, heterogéneas e baixas porcentagens de germinacdo, principalmente em
decorréncia da dorméncia fisica imposta pelo tegumento, que € bastante lignificado
(Lorenzi et al., 2010; Rubio Neto, 2010; Rubio Neto et al., 2012).



Figura 1. Caracteristicas morfologicas de Butia purpurascens. A- paleir -jatai; B-
folha arqueada; C- inflorescéncia; D- frutos. Foto A - fonte: Dr. Aurélio Rubio Neto,
2012; Fotos B, C, D - fonte: Leticia Rezende Oliveira, 2010.

A conservacao e uso de espécies nativas sdo de suma importancia na utilizacao
em projetos de reflorestamento, recuperacdo de areas degradadas e obtencdo de
produtos secundarios como, por exemplo, para uso medicinal, alimentacdo humana,
construcdo civil, paisagismo, biocombustivel entre outros.

O conhecimento da interacdo planta x micro-organismo pode ser favoravel em
projetos deste tipo (Berg e Smalla, 2009), contribuindo para contornar tal problema. O
estudo de estratégias para maximizar a promo¢do do crescimento de plantulas de
arecaceas, na fase de viveiro, por meio da selecdo e uso de micro-organismos
endofiticos e rizosféricos benéficos, pode reduzir o tempo de producdo das mudas e
aumentar sua capacidade de estabelecimento em campo.

A promocdo do crescimento de plantas € um importante beneficio com a
aplicacdo destes micro-organismos (Silva et al., 2006; Saravanan et al., 2007), visto que

tal habilidade tem sido atribuida a mecanismos diretos, tais como: fixacdo do



nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, producdo de &cido cianidrico (HCN), fitormdnios
e enzimas, além de mecanismos indiretos como: antagonismo em relagdo a patdgenos
que proporcionam, consequentemente, aumento na taxa de germinagéo, crescimento das
raizes e de parte aérea, nimero de folhas e flores, area foliar e rendimento de culturas
(Silveira, 2001). Os micro-organismos que apresentam duas ou mais caracteristicas sdo
conhecidos como potenciais promotores de crescimento de plantas (Chaiharn e
Lumyong, 2009, Montafiez et al., 2012; Pereira et al., 2012; Vassilev et al., 2012).

O uso de fertilizantes fosfatos na nutricdo de plantas é um recurso de alto custo
e se relaciona diretamente com a escassez do fosfato de rocha, em que modernos
sistemas agricolas sdo altamente dependentes da industria de fertilizante existente com
base exclusivamente neste recurso natural, finito e ndo renovavel. A biotecnologia
oferece solugdes sustentaveis que podem atenuar estes problemas beneficiando a planta,
incluindo o uso de micro-organismos solubilizadores de fosfatos (Nahas, 1996; Vassilev
et al.,, 2012).

O fosforo (P) na solucdo do solo pode ser adsorvido na superficie dos minerais
de argila, em solos neutros ou alcalinos, ou na superficie de 6xidos de ferro e de
aluminio e minerais de argila, em solos &cidos (Barroso e Nahas, 2008). Estudos in vitro
tém demonstrado que bactérias, fungos e actinobactérias sdo capazes de liberar ions de
fosfato, a partir de substancias inorganicas fracamente soluveis, disponibilizando assim
0 P para a planta (Vassilev et al., 2012).

O acido indolacético (AlA) é a auxina mais produzida pelas bactérias, sendo
esta a mais estudada, sdo capazes de afetar diretamente a morfologia das raizes e
aumentar o comprimento e o numero de pelos radiculares (Radwan et al., 2005). A
biossintese de AIA por micro-organismos é comumente detectada em géneros como:
Rhanella, Pantoea, Rhizobium, Pseudomonas, Herbaspirillum, Enterobacter,
Brevundimonas e Burkholderia (Montafiez et al., 2012), Klebsiella (Arruda et al., 2013)
e Trichoderma atroviride e esta frequentemente associada com seu potencial de
estimulo ao crescimento da planta (Gravel et al., 2007).

O uso de micro-organismos endofiticos pode ser boa alternativa na inoculagédo
em sementes, porque tendem a permanecer na plantula originada da semente que
colonizavam (Silveira e Freitas, 2007), mostrando ter efeitos benéficos sobre a planta
hospedeira, mesmo quando reintroduzidos (Conn e Franco, 2004).

As espécies rizosféricas produtoras de fitormdnios também incrementam o

desenvolvimento de plantulas, em nivel de viveiro, e maximizam sua probabilidade de



estabelecimento em campo. Além dos micro-organismos solubilizadores de fosfato
(MSF) e produtores de fitormdnios, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
favorecem direta e indiretamente a nutricdo e o desenvolvimento vegetal e possuem
forte inter-relagdo com os grupos microbianos supracitados.

Além disso, a selecdo e uso de micro-organismos benéficos se traduz em uma
forma promissora para o controle de micro-organismos patogénicos, incremento da
resisténcia ao estresse hidrico e redugdo do custo final das mudas. Entretanto, poucos
estudos com foco nesses grupos microbianos e espécies arboreas nativas do Cerrado
tém sido conduzidos em éreas tropicais, principalmente no Brasil (Ferreira et al., 2009).

O aumento da oferta de mudas de arecaceas contribuira diretamente para a
melhoria da qualidade ambiental, o sequestro de CO,, a qualidade paisagistica das
cidades e o aumento das florestas de arecaceas para a obtencdo de oleo dos frutos para a

industria de biocombustiveis.
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3. OBJETIVO

Isolar e caracterizar a comunidade endofitica e rizosférica de Butia
purpurascens Glassman e avaliar seu potencial biotecnoldgico, quanto a capacidade de
solubilizar fosfato de célcio e fosfato de ferro, sintetizar acido indolacético in vitro para

selecdo e uso como promotores de crescimento de mudas em fase de viveiro.
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CAPITULO |

Isolamento e caracterizacdo genética de micro-organismos endofiticos

e rizosfeéricos de Butia purpurascens Glassman
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RESUMO

A interacdo planta x micro-organismos é complexa e capaz de influenciar o
estabelecimento de comunidades vegetais e alterar diferentes propriedades no
ecossistema. Tais relacGes sdo alvo de interesse de pesquisadores e possuem diversas
aplicagdes ecologicas e biotecnologicas. Este estudo é o primeiro relato da diversidade
microbiana associada a Butia purpurascens Glassman. Com este trabalho, objetivou-se
isolar e identificar a diversidade genética, através de técnicas de biologia molecular, de
micro-organismos endofiticos e rizosféricos cultivaveis de B. purpurascens. A partir do
sistema radicular e solo rizosférico, foi feito o isolamento de micro-organismos
endofiticos e rizosfericos de palmeira-jatai. Estes foram submetidos a extracdo de DNA,
amplificacdo da regido 16S para bactérias e ITS para fungos e sequenciamento. As
sequéncias foram comparadas no banco de dados do GenBank com outras ja
conhecidas, por busca de similaridade, via Blastn. A rizosfera e raizes de B.
purpurascens abrigam grupos diversificados de micro-organismos. Foram identificados
14 géneros bacterianos endofiticos e 12 rizosféricos pertencentes a trés filos
(Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria) e 11 géneros fangicos endofiticos e 6
rizosféricos exclusivamente do filo Ascomycota. Os géneros bacterianos mais
frequentes isolados no ambiente endofitico foram Enterobacter e Pseudomonas e, para
fungos, Gibberella e Codinaeopsis. Para o ambiente rizosférico, foram as bactérias do
género Bacillus e Enterobacter e fungo Ceratocystis. Foi observada diferenca entre a
comunidade microbiana endofitica e rizosférica de B. purpurascens, em que alguns
microrganismos habitam somente um ambiente. Futuros estudos que avaliem maior

namero de individuos podem contribuir para confirmacéo deste fato.

PALAVRAS-CHAVES: palmeira-jatai, diversidade genética, biologia molecular,

ecologia microbiana.
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ABSTRACT

The microbial plant interaction is complex and able to influence the establishment of
plant communities and change different properties on ecosystem. This interaction
knowledge is interesting due to its ecological and biotechnological application. This
study is the first report of the cultured microbial diversity from Butia purpurascens
Glassman. This work aimed to isolate and identify the genetic diversity of endophytic
and rhizospheric cultured microorganisms from B. purpurascens through molecular
techniques. From the root system and rhizospheric soil of this palm, the isolation of
endophytic and rhizospheric microorganisms was carried out. The bacteria and fungi
DNA were extracted, amplified and sequenced. Genome sequences were compared with
others on GenBank, using similarity via Blastn. There are different groups of
microorganisms on root and rhizosphere of B. purpurascens. Fourteen endophytic and
12 rhizospheric bacteria isolates were identified belonging to three phylum
(Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria). Similarly, 11 endophytic fungi and six
rhizospheric fungi genera, exclusive of Ascomycota phylum, were detected. The most
frequent bacteria genera isolated from endophytic environment were Enterobacter and
Pseudomonas while to fungi it corresponded to Gibberella and Codinaeopsis. From the
rhizosphere, Bacillus and Enterobacter genera while the Ceratocystis was the fungi
genus most detected. Differences between endophytic and rhizospheric microbial
community of B. purpurascens were found where some microorganisms were detected
in one environment only. Future studies evaluating a higher number of plants can help

to confirm these results.

KEYWORDS: palmeira-jatai, genetic diversity, molecular biology, microbial ecology.
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1. INTRODUCAO

A palmeira-jatai (Butia purpurascens Glassman) é uma espécie nativa do
Cerrado brasileiro restrita ao sudoeste goiano, principalmente na regido de Jatali,
ocorrendo também no Triangulo Mineiro e Mato Grosso do Sul, e em regibes
circunvizinhas ao estado de Goias, possui carater ornamental com folhas fortemente
arqueadas, com grande potencial para o cultivo no paisagismo e na arborizacdo urbana
de regides tropicais (Lorenzi et al., 2010; Guilherme e Oliveira, 2011).

A falta de método de manejo sustentavel tem contribuido para a extin¢do desta
espécie, por causa da utilizacao de suas folhas para a confeccdo de vassouras (Oliveira,
2010). Além disso, possuem sementes com baixas porcentagens de germinacéo, e estas
sdo lentas e heterogéneas, em decorréncia da dorméncia fisica imposta pelo tegumento,
que ¢ bastante lignificado (Lorenzi et al., 2010; Rubio Neto, 2010; Rubio Neto et al.,
2012).

Ideias inovadoras a partir do uso de micro-organismos podem beneficiar a
integracdo planta x micro-organismo, em sistemas baseados em abordagens de
ecossistemas agricolas e naturais (Philippot et al., 2013). A promocao do crescimento de
plantas, através de espécies microbianas, € comumente utilizada para melhorar a
produtividade das culturas, tendo ainda grande potencial para resolver os problemas
ambientais, como o uso de técnicas de fitorremediacdo para descontaminacdo de solos e
aguas (Bashan et al., 2012).

Os micro-organismos S30 componentes essenciais nos ecossistemas, pois
participam de 80 a 90% dos processos que ocorrem no solo, nos ciclos biogeoquimicos
como carbono e nitrogénio, sendo indicadores eficientes e dindmicos da qualidade do

solo (Bresolin et al., 2010). Os diferentes tipos de solo e plantas possuem comunidades
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microbianas especificas, e cada espécie de planta é colonizada por uma populagéo,
controlada principalmente por variaveis edaficas, especialmente o pH (Berg e Smalla,
2009).

A zona de solo estreita que circunda as raizes das plantas é compreendida
como rizosfera. Este microambiente € habitado por inimeros micro-organismos e
invertebrados, considerada uma das interfaces mais dinamicas na Terra (Philippot et al.,
2013), e que pode variar de acordo com fatores relacionados ao solo, idade e espécie
vegetal, dentre outros (Campbell e Greaves, 1990). Por meio da liberacdo de exsudatos
da planta, ocorrem processos bioldgicos e ecoldgicos complexos, e a microbiota pode
ter efeitos diretos sobre o crescimento, desenvolvimento, nutricdo e sanidade das plantas
(Bais et al., 2006; Philippot et al., 2013).

A composicao dos exsudatos de raizes varia de acordo com a espécie vegetal e
afeta a diversidade microbiana, estas ndo s6 fornecem nutrientes para 0s micro-
organismos, mas algumas espécies também contém metabolitos antimicrobianos unicos
em seus exsudatos (Berg e Smalla, 2009). Estes compostos liberados sdo acidos
organicos, aminoacidos, proteinas, agucares, compostos fenolicos e outros metabolitos
secundarios que sdo facilmente utilizados pelos micro-organismos (McNear Jr., 2013).

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) sdo comumente
encontradas na rizosfera e também podem ser isoladas a partir de tecidos internos da
planta, chamadas de bactérias endofiticas. Estas tém potencial para uso como inoculante
no crescimento de plantas, pela producdo de horménios vegetais ou seus precursores,
podendo ter impacto sobre mais de um grupo de horménios como: &cido abscisico,
auxinas, citocininas, etileno, giberelina, acido jasmonico e acido salicilico, tanto para a
producdo como para a degradacdo, podendo minimizar os impactos ambientais da
agricultura (Dood et al., 2010).

Os micro-organismos endofiticos colonizam tecidos internos, sem danificar o
hospedeiro (Reinhold-Hurek e Hurek, 2011). Sua estratégia de vida em simbiose pode
variar de saprofitico facultativo, parasita a mutualista (Schulz e Boyle, 2005). O
beneficio é baseado em o equilibrio entre 0 micro-organismo e a resposta da planta,
caso a interacdo se torne desequilibrada, sintomas da doenca aparecem ou 0 micro-
organismo € excluido por reacdes de defesa induzida do hospedeiro (Kogel et al., 2006).

A colonizacdo por endofiticos nas plantas pode ocorrer por aberturas naturais e
ferimentos, podendo ser fissuras, principalmente na regido das raizes, causadas pela

emergéncia de raizes laterais ou pela abrasdo ocasionada pelo préprio crescimento
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destas ao penetrar no solo ou ainda através de estobmatos e hidatodios, aberturas
causadas por insetos, e até por estruturas de fungos patogénicos (Santos e Varavalho,
2011).

Independentemente da localizagdo dos micro-organismos na planta, estes
podem promover o crescimento vegetal, por varios mecanismos, 0S quais exercem
funcdes relevantes para o hospedeiro (Dood et al., 2010). Nas interacfes endofiticas
ocorrem o fornecimento de nutrientes, reducdo de estresses abidticos, competicdo
microbiana (Schulz e Boyle, 2005), alteracGes de propriedades fisioldgicas e producgdo
de fitorménios, sendo potencialmente (teis na agricultura e na inddstria, sobretudo na
farmacéutica e de defensivos agricolas (Santos e Varavallo, 2011).

Ademais, 0s micro-organismos sdo potenciais substitutos de produtos quimicos
e contribuem para a sustentabilidade ambiental e produtividade do solo, constituindo
alternativa estratégica para sistemas de producdo agricola e ecologica, pelo seu valor
biotecnoldgico (Esitken et al., 2010; Santos e Varavallo, 2011).

O conhecimento de aspectos ecoldgicos e funcionais das comunidades
microbianas € de suma importancia, visto que através do desenvolvimento de técnicas
de biologia molecular, ha aumento consideravel de informacgdes sobre esta diversidade,
estrutura e funcionalidade. Isto ocorre pela alta complexidade das comunidades e pelo
fato da minoria dos grupos microbianos serem cultivaveis (Bresolin et al., 2010).

Assim, com este trabalho, objetivou-se isolar e identificar a diversidade
genética de micro-organismos endofiticos e rizosféricos cultivaveis de B. purpurascens,

através de técnicas de biologia molecular.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta, processamento das raizes e isolamento dos micro-organismos de
Butia purpurascens

Coletou-se o sistema radicular de um individuo com idade média de 10 anos da
espécie vegetal de interesse, proximo ao municipio de Rio Verde - GO, nas seguintes
coordenadas geograficas: latitude 17° 35” 10.51” S, longitude 50° 59' 13.06” O e altitude
de 822 m. O individuo escolhido ndo apresentava sintomas aparentes de doenca. As

raizes obtidas foram retiradas com o auxilio de enxaddo, colocadas em recipiente
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plastico com a devida identificacdo e transportadas até o Laboratério de Microbiologia
Agricola do IF Goiano — Campus Rio Verde.

Para isolamento de micro-organismos rizosféricos, foram escolhidas
aleatoriamente 10g de fragmentos das raizes, agitados em &gua peptonada esterilizada
contendo Tween 80 (0,1%), por 30 min a 70 rpm, a temperatura ambiente. Em seguida,
o sobrenadante foi diluido serialmente em solugdo salina e aliquotas de 50 pL foram
semeadas, pela técnica pour plate, utilizando aproximadamente 20 mL de meio de
cultura GELP (Sylvester-Bradley et al., 1982). As placas foram incubadas em
temperatura ambiente.

O crescimento de micro-organismos e o0 aparecimento de halos de solubilizacéo
de CaHPO, foram avaliados no quarto dia apés o plaqueamento. O nimero de unidades
formadoras de col6nias (UFC) totais e solubilizadoras de fosfato foram contabilizadas e
0s ajustes de diluicdo foram realizados para expressao dos resultados em UFC/g de raiz.
Colbnias solubilizadoras de CaHPO, foram isoladas para purificacdo e estocagem sob
refrigeracao.

O isolamento dos endofiticos foi realizado com fragmentos de raizes, que
foram enxaguados em agua corrente para retirada do excesso de solo aderido. Em
seguida, tais fragmentos foram agitados em 1% de detergente neutro a 70 rpm, durante
10 min, a fim de reduzir o nimero de micro-organismos epifiticos. Os fragmentos foram
desinfestados superficialmente por enxagues sucessivos em solucdes de etanol (70%),
hipoclorito de sddio (2,5 de cloro ativo) e etanol (70%) por 1 min, 5 min e 30 segundos,
respectivamente. Para retirar 0 excesso das substancias quimicas, trés enxagues
sucessivos em agua destilada autoclavada foram realizados e 500 pL da agua do ultimo
enxague foi retirado para avaliacdo do processo de desinfestacao.

Os fragmentos desinfestados foram cortados em aproximadamente 1 cm de
comprimento e depositados em placas de Petri contendo meio agar batata dextrose
(BDA). O crescimento dos micro-organismos endofiticos foi acompanhado até o 10°
dia. A frequéncia de colonizacdo foi avaliada considerando a porcentagem de
fragmentos apresentandos, pelo menos um endofitico, em relacdo ao total de fragmentos

analisados.

Frequéncia de Colonizagéo = N° fragmentos x 100
Total de fragmentos
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2.1.2. Purificagdo e estocagem das linhagens de micro-organismos

Isolados bacterianos foram purificados pela técnica da semeadura por estria em
meio agar nutriente (AN). A purificacdo foi confirmada atraves do teste de coloragdo de
Gram, as colonias isoladas foram repicadas para vidros de penicilina contendo AN e
mantidas em refrigeracdo, a cada 45 dias, as linhagens foram reativadas e novamente
estocadas.

Os fungos esporulantes foram isolados por purificacdo monospdrica e aqueles
sem diferenciacdo de estruturas reprodutivas, isolados por retirada de fragmentos da
borda do micélio. Estes foram mantidos em vidros de penicilina contendo meio BDA,
sob refrigeragéo e repicados a cada 60 dias.

Uma réplica de cada isolado foi estocada em ultrafreezer com temperatura
média de -80 °C, proporcionando assim, a preservacgédo das culturas em longo prazo. As
bactérias foram estocadas em glicerol 80% (v/v) e os fungos em glicerol 30% (v/v),
possibilitando a formacdo e organizacdo de banco de germoplasma microbiano desta
espécie arborea.

2.2. ldentificagdo Molecular

Foram realizados procedimentos de tecnicas de biologia molecular em isolados
bacterianos e fungicos para identificacio dos mesmos, concluindo com o
sequenciamento genético para definicdo de género e, quando possivel, da espécie. Os
procedimentos de extracdo, amplificacdo e purificacgdo do DNA microbiano foram
realizados no Laboratorio de Biotecnologia e Ecologia Microbiana do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso. Em seguida, as amostras do DNA
de cada isolado foram encaminhadas ao Laboratorio Multiusuario Centralizado para
Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise de Expressao Génica da UNESP —

Jaboticabal para sequenciamento.

2.2.2. Bactérias

A extracdo do DNA gendmico total das bactérias purificadas foi realizada
segundo a metodologia de Cheng e Jiang (2006). A avaliacdo da diversidade genética
das bactérias foi realizada através do ERIC-PCR, em que os oligonucleotideos usados
foram ERIC1 (5-ATGTAAGCTCCCTGGGGATTCAC-3) e ERIC2 (5-AAGTAA
GTGACTGGGGTGAGCG-3") (Tian-Xing et al., 2011). O volume da reacéo de ERIC-
PCR foi de 25 pL, contendo 3 pl de extrato de DNA, 14,45 pl de dgua ultra pura, 2,5 pl
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de tampao de PCR 10x, 0,75 ul de MgCLg, 2 ul de dNTP, 1 ul do primer ERICI1, 1 ul
do primer ERIC2 ¢ 0,3 pl da enzima taq polimerase (invitrogen®). J& a amplificacio foi
realizada nos seguintes passos: desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min, seguida de 30
ciclos a 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min e 30 seg. e 68 °C por 4 min, e a extensao final
a 68 °C por 10 min.

O produto de ERIC-PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2%
corado com brometo de etidio em tampdo TEB 0,5x. Os tamanhos dos amplificados
foram determinados com marcador 123pb DNA Ladder (Sigma-Aldrich, Inc.). As
imagens foram salvas em fotodocumentador (Loccus Biotecnologia, Brasil) para
posterior analise. A avaliagdo da diversidade foi obtida por avaliacdo visual do gel,
considerando todos os amplificados visiveis. Por comparagéo, os isolados com o mesmo
perfil de amplificacdo foram considerados dentro da mesma espécie, sendo que um
isolado representante de cada morfotipo foi selecionado para identificagdo molecular.

A amplificacdo do gene 16S rDNA foi realizada utilizando os primers 27F (5'-
AGA GTT TGATCM TGG CTCAG-3") e 1492R (5'-TAC GGY TAC CTT GTT ACG
ACT T-3") (Weisburg et al., 1991). O volume da rea¢dao do 16S foi de 25 pL, contendo
1 ul de extrato de DNA, 17,45 ul de agua ultra pura, 2,5 ul de tampao de PCR 10x, 0,75
ul de MgCLy, 2 ul de ANTP, 1 ul do primer 27 F, 1 ul do primer 1492 R ¢ 0,3 ul da
enzima taq polimerase (invitrogen®). As condicdes de amplificacdo foram realizadas
como segue: desnaturacao inicial de 94 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por
40 seg., 58 °C por 35 seg. e 72 °C por 1 min 20 seg., e extensao final de 72 °C, por 10
min.

Os produtos de amplificacdo foram purificados (Dunn e Blattner, 1987) e a
quantificacdo do DNA foi realizada com 1 pL do produto por eletroforese em gel de
agarose 0,8%. O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger com o Kit Big
Dye no ABI3100 Applied Biosystem. As sequéncias do 16S foram comparadas no
banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com sequéncias

conhecidas, por busca de similaridade via Blastn.

2.2.3. Fungos
Os fungos foram crescidos em meio liquido BD (400 mL de infusdo de batata,
20 g de dextrose), em temperatura ambiente, por sete dias. O micélio do fungo foi

lavado, como auxilio de peneira em agua destilada, para a retirada de todo o meio de
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cultura. Em seguida, a amostra foi secada com papel toalha para retirada da umidade da
amostra e levada ao freezer a -20 °C, até 0 momento da analise.

A extracdo do DNA gendmico dos fungos foi realizada com kit de extragdo de
DNA, seguindo recomendacdes do fabricante (Axygen biosciences, USA). A validacdo
da morfotipagem foi determinada pela analise da variabilidade genética, utilizando o
marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeat Amplification).

O marcador molecular ISSR foi realizado com o oligonucleotideo BH1 (5' -
GTG GTG GTG GTG GTG - 3') (Smith et al., 2002). O volume de reacdo foi de 25 pl,
contendo 4 uL de extrato de DNA, 14,45 uL de &gua ultra pura, 2,5 uL de tampéo de
PCR 10x, 0,75 uL de MgCL;,, 2 uLL de dNTP, 1 uL do primer BH1 e 0,3 uL da enzima
taq polimerase (invitrogen®). O programa do PCR consiste em um passo de
desnaturacdo inicial de 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C
por 2 min e 72 °C por 2 min, e a etapa final de alongamento de 72 °C por 10 min, em
um AMPLITHERM Thermal Cyclers.

Os produtos de ISSR-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,2% em tampdo TEB 0,5x. Os tamanhos dos amplificados foram determinados com
marcador 123pb DNA Ladder (Sigma-Aldrich, Inc.). As imagens foram salvas em um
fotodocumentador (Loccus Biotecnologia, Brasil) para analise. A avaliacdo da
diversidade foi obtida por avaliacdo visual do gel, considerando todos os amplificados
visiveis. Por comparacdo, os isolados com o mesmo perfil de amplificacdo foram
considerados dentro do mesmo morfotipo, sendo a linhagem representante de cada
morfotipo selecionada para identificacdo molecular.

A identificacdo foi realizada pelo sequenciamento parcial do ITS (Internal
Transcribed Spacer) da regido rDNA de representantes de cada grupo de morfotipo. Os
oligonucleotideos ITS 4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") e ITS 5 (5’-GGA
AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3) (White et al., 1990) foram utilizados para
amplificacdo da regido intergénica 18S a 28S. O volume de reacdao foi de 35 uL
contendo 22,35 pL de agua ultra pura, 3,5 pL de tampdo de PCR 10x, 1,5 puL de
MgCL,, 2,8 uL de dNTP, 1 pL do primer ITS 4, 1 uL do primer ITS 5 ¢ 0,3 uL da
enzima taq polimerase (invitrogen®). As condicées de amplificacdo foram realizadas
como segue: desnaturacdo inicial de 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por
45 seg, 50 °C por 45 seg e 72 °C por 1 min, e a etapa final de alongamento de 72 °C, por
10 min, em um AMPLITHERM Thermal Cyclers.
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Os produtos de amplificacdo, foram purificados (Dunn e Blattner, 1987) e a
quantificagdo do DNA foi realizada com 1 pL do produto da purificagdo por
eletroforese em gel de agarose 0,8%. O sequenciamento foi realizado pelo método de
Sanger com o Kit Big Dye no ABI3100 Applied Biosystem. As sequéncias ITS foram
comparadas no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com

sequéncias conhecidas, por busca de similaridade via Blastn (Altschul et al., 1990).

2.3. Analise dos dados

A frequéncia relativa das espécies encontradas foi calculada dividindo o
nimero de isolados de uma espécie pelo nimero total de isolados. O indice de
diversidade de Shannon (H') foi calculado de acordo com Kumar e Hyde (2004).

3. RESULTADOS

3.1. Isolamento
A partir da rizosfera de B. purpurascens pode-se observar a colonizacdo pela
comunidade de micro-organismos capazes de solubilizar CaHPO, in vitro, com o

isolamento de 79 bactérias e 8 fungos (Tabela 1).

Tabela 1. Comunidade de micro-organismos rizosféricos isolados de B. purpurascens
capazes de solubilizar CaHPO, in vitro, em Rio Verde, GO.

Micro-organismos Densidade
populacional

Micro-organismos rizosféricos totais (UFC/g de raiz) 1,39x10°

Micro-organismos rizosféricos solubilizadores de CaHPO, (UFC/g de raiz) 6,66x10*

Numero de bactérias solubilizadoras de CaHPO, 79

Numero de fungos solubilizadores de CaHPO, 8

% de solubilizadores na comunidade total de micro-organismos rizosféricos 4,79

A avaliacdo da frequéncia de colonizacdo dos fragmentos de raiz por
endofiticos foi de 100%, em 10 dias de incubacdo, em que foram isolados 66 bactérias e
29 fungos que constituem o banco de endofiticos para uso em experimentos.

Trinta e sete fungos endofiticos e rizosféricos foram agrupados em 26
morfotipos, diferenciados por caracteristicas macroscopicas como borda, tipo e

coloracdo do micélio, e microscdpicas, pela diferenciacdo de estruturas reprodutivas.



22

3.2. ldentificagdo molecular

Foram submetidos a identificacdo molecular o total de 66 bactérias endofiticas
e 79 rizosféricas. Para fungos foram identificados 29 endofiticos e 8 rizosféricos. As
145 linhagens bacterianas endofiticas e rizosféricas identificadas resultaram em 17
géneros distribuidos em 38 taxons pertencentes aos filos Proteobacteria, representando
as classes a, B e y - Proteobacteria (65,5%), Firmicutes da classe Bacilli (33,8%) e
Actinobacteria da classe Actinobacteria (0,7%). Os géneros predominantes foram
Bacillus (31,0%), Enterobacter (20%) e Pseudomonas (13,8%), Agrobacterium (8,3%)
e os demais possuindo frequéncia relativa inferior a 6,3% (Tabela 2).

As 66 linhagens bacterianas endofiticas identificadas resultaram em 14 géneros
distribuidos em 27 tdxons pertencentes aos filos Proteobacteria, representando as classes
a, B e y - Proteobacteria (78,8%), Firmicutes da classe Bacilli (19,7%) e Actinobacteria
da classe Actinobacteria (1,5%). Os géneros predominantes foram Enterobacter
(28,8%), Pseudomonas (18,2%), Bacillus (15,2%), Agrobacterium (9,1%) e os demais
possuindo frequéncia relativa inferior a 6,2% (Tabela 2).

As 79 linhagens bacterianas rizosféricas foram identificadas em 12 géneros
distribuidos em 25 taxons, pertencentes aos filos Proteobacteria, representando as
classes a, B e y - Proteobacteria (54,4%) e Firmicutes da classe Bacilli (45,6%). Os
géneros predominantes foram Bacillus (44,3%), Enterobacter (12,7%), Pseudomonas
(10,1%), Agrobacterium (7,6%) e os demais possuindo frequéncia relativa inferior a
6,4% (Tabela 2).

O agrupamento por morfotipo dos isolados fungicos dos dois ambientes
avaliados, indicou a presenca de 26 grupos, diferenciados por caracteristicas
macroscopicas, apds identificacdo molecular de um representante de cada grupo, através
do perfil de amplificacdo do marcador molecular ISSR das diferentes linhagens (dados
ndo mostrados), pode-se detectar perfis idénticos, possibilitando a identificacdo de 18
delas.

Os grupos morfoldgicos foram identificados pelo sequenciamento da regido
ITS da grande subunidade do gene rRNA. A identificacdo molecular revelou 18 taxons,
com alta identidade, sendo usado como critério de similaridade, ao nivel de espécie,
acima de 97% de identidade da regido ITS (Brien et al.,, 2005). Em seguida, as

sequéncias foram comparadas com outras depositadas no GenBank.
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Tabela 2. Identificacdo molecular de isolados bacterianos endofiticos e rizosféricos de
B. purpurascens, baseada no sequenciamento da regido 16S.

s0lados i GenBank noGendank ' %%) _ Relatva (%)
BP1EB E() Herbaspirillum rubrisubalbicans ~ AB681857 98 0,7
BP60EB E (6)/R(6) Pseudomonas putida JQ701740 99 8,3
BP61EB E) Enterobacter oryzae JF513179 99 0,7
BP276EB E1) Burkholderia vietnamiensis KF114029 99 0,7
BP321EB E (6)/R(6) Agrobacterium tumefaciens AB826000 99 8,3
BP324AEB E(2)/R (1) Citrobacter amalonaticus KC689293 99 2,1
BP336EB E (2 Pseudomonas plecoglossicida KC469709 99 1.4
BP342EB E(1)/R (1) Burkholderia tropica HQ023259 97 14
BP3EB E (2 Rhizobium huautlense KC355318 99 14
BP7EB E (4)/R(4) Pantoea cypripedii JX556216 98 5,5
BP59EB E (10)/ R (6) Enterobacter asburiae EU221358 99 11,0
BP46EB E(2)/R(5) Bacillus subtilis KF241533 99 4,8
BP318EB E(3)/R(2) Pectobacterium cypripedii JF430157 99 3,5
BP38EB E) Microbacterium oxydans EU714340 96 0,7
BP42EB E) Enterobacter cancerogenus HQ683957 98 0,7
BP35EB E) Bacillus methylotrophicus JF899259 99 0,7
BP339EB E) Paenibacillus illinoisensis HQ683877 96 0,7
BP58EB E) Bacillus megaterium KC609020 99 0,7
BP343EB  E (6)/ R (20) Bacillus pumilus GU969599 99 17,9
BP371EB E (2 Pseudomonas mosselii KC293833 98 1,4
BP356EB E (1) Achromobacter insolitus JQ659574 99 0,7
BP15EB E(2)/R (1) Brevibacillus agri HM629394 99 2,1
BP23EB E(5)/R(2) Enterobacter cloacae HM854373 98 4,8
BP261EB E (1) Enterobacter aerogenes KF358443 97 0,7
BP323EB E(1)/R(2) Enterobacter ludwigii KF475838 98 2,1
BP334EB E(1)/R(1) Pseudomonas denitrificans NR_102805 99 1,4
BP8RB E(1)/R(1) Pseudomonas sp. AB461802 96 1,4
BP188RB R (3) Klebsiella pneumoniae KC153122 99 2,1
BP5RB R (1) Bacillus safensis KF318396 99 0,7
BP61RB R (4) Yokenella regensburgei AB681877 99 2,8
BP35RB R (1) Bacillus altitudinis KC414719 99 0,7
BP44RB R (1) Bacillus aerophilus KC414720 99 0,7
BP55RB R (6) Bacillus amyloliquefaciens KF483660 99 4,1
BP57RB R (1) Bacillus cereus KF475814 99 0,7
BP16RB R (1) Pantoea sp. CP002433 96 0,7
BP187RB R (1) Serratia nematodiphila HF585498 99 0,7
BP212RB R (1) Klebsiella variicola JX968498 99 0,7
BP54RB R (1) Burkholderia sp. KF059273 95 0,7

E = endofitico / R =rizosférico; ID (%) = % identidade

A analise molecular dos grupos revelou taxons especificamente do filo
Ascomycota, sendo encontradas trés classes: Sordariomycetes (83,8%), Eurotiomycetes

(10,8%) e Dothideomycetes (5,4%), distribuidas em 16 géneros, predominantes por
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Gibberella (20,5%), Fusarium (15,4%), Codinaeopsis (12,8%), Diaporthe (10,3%),

Ceratocystis (7,7%), Phomopsis e Hypocreales (5,1%), Curvularia, Bionectria,

Penicillium, Periconia, Hamigera, Talaromyces,

Aspergillus (2,6%).
Foram identificadas 29 linhagens fungicas endofiticas, com 12 géneros

Viridispora, Neodeightonia e

distribuidos em 13 taxons pertencentes as classes Sordariomycetes (89,7%) e

Eurotiomycetes (10,3%). Os géneros predominantes foram Gibberella (27,6%),
Codinaeopsis (17,2%), Fusarium (13,8%), Diaporthe (13,8%), Phomopsis (6,9%),
Bionectria, Penicillium, Periconia, Hamigera, Talaromyces e Viridispora, (3,4%),

conforme Tabela 3.

A identificacdo de 8 linhagens fangicas rizosféricas se distribuiu em 6 taxons,

pertencentes as classes Sordariomycetes (62,5%),

Dothideomycetes

(25%) e

Eurotiomycetes (12,5%) e em 6 géneros, predominantes por Fusarium e Ceratocystis

(25%), Curvularia, Neodeightonia, Hypocreales e Aspergillus (12,5%) (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo molecular dos isolados fungicos endofiticos e rizosféricos de B.
purpurascens, baseado no sequenciamento da regido ITS.

Ambiente / N° Acesso no Frequéncia
Isolado Quantidade GenBank GenBank D (%) Relact]iva (%)
BP328EF E (5) Codinaeopsis sp. EF488392 99 13,5
BP364EF E (1) Bionectria ochroleuca HQ607832 99 2,7
BP16EF E (1) Penicillium purpurogenum GU566198 97 2,7
BP5EF E (8) Gibberella moniliformis JN232122 99 21,6
BP375EF E (2 Phomopsis sp. EF488379 99 54
BP314EF E (2 Fusarium proliferatum HQ332533 99 5,4
BP14EF E (1) Fusarium oxysporum AY669123 99 2,7
BP329EF E (1) Periconia macrospinosa FJ536208 99 2,7
BP33EF E (1) Hamigera insecticola JQ425375 98 2,7
BP40EF E (1) Talaromyces amestolkiae JX965247 99 2,7
BP55EF E (1)/R(2) Fusarium concentricum HQ379635 99 8,1
BP332EF E (1) Viridispora diparietispora JN049838 97 2,7
BP341EF E (4) Diaporthe sp. EF423549 95 10,8
BP196RF R (2) Ceratocystis paradoxa JQ963886 99 5,4
BP62RF R (1) Curvularia affinis EF187909 99 2,7
BP191RF R (1) Neodeightonia phoenicum HQ443209 99 2,7
BP202RF R (1) Hypocreales sp. HQ248209 98 2,7
BP192RF R (1) Aspergillus brasiliensis JQ316521 97 2,7

E = endofitico / R =rizosférico; ID (%) = % identidade
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3.3. Diversidade

Os indices de diversidade de Shannon-Wiener H' encontrados para as
populacbes microbianas de B. purpurascens foram: bacterianas endofiticas (2,97) e
rizosféricas (2,73), para as fungicas endofiticas (2,23) e rizosféricas (1,73).

4. DISCUSSAO

A interacdo planta x micro-organismo € complexa e capaz de influenciar o
estabelecimento de comunidades vegetais e alterar propriedades no ecossistema. Tais
relagdes sdo alvo do interesse de pesquisadores e os resultados, além de contribuir para
esclarecer os mecanismos de interacdo, possuem relevantes aplicacGes ecoldgicas e
biotecnoldgicas. Este trabalho, o primeiro desta natureza, inicia a elucidacdo da
diversidade taxondmica e genetica de micro-organismos cultivaveis endofiticos e
rizosféricos em B. purpurascens no Cerrado brasileiro.

O estudo da diversidade microbiana pode ser definido em termos de
diversidade taxonémica, genética e funcional, visando a riqueza de espécies, bem como
a comunidade real. A versatilidade metabolica de uma populacdo é baseada na sua
variabilidade genética e sua capacidade interativa com outras populacfes de espécies
com diversidade funcional (Jha et al., 2010).

Caracteristicas como tipo de solo, clima e espécie vegetal podem afetar a
comunidade microbiana, sendo importante compreender as interacdes planta X micro-
organismos, pois estas desempenham papel ecologico fundamental na reciclagem de
nutrientes e promocéo de crescimento vegetal (Kumar et al., 2012).

Jha et al. (2010) em trabalho realizado com rizosfera de Jatropha curcas
(pinhdo-manso), de cinco diferentes condicdes de solo em locais distintos do estado de
Gujarat na India, obtiveram indices de Shannon (H') entre 0,96 - 0,92, demonstrando
gue nestas condicBes as plantas geram forte pressdo de selecdo na rizosfera, associada
com bactérias benéficas para o seu crescimento e sanidade, resultando em baixa
diversidade bacteriana. Neste trabalho, para as bactérias rizosféricas o valor de H' foi
alto 2,73, indicando maior diversidade bacteriana neste ambiente.

O perfil da diversidade de bactérias halotolerante de Suaeda fruticosa do
deserto salino teve o indice H' = 1,41, mostrando que a comunidade de organismos que
residem em determinado nicho € especifica e dependente dos fatores fisicos e

ambientais (Goswami et al., 2014). Com base nos resultados de indices de diversidade



26

bacteriana obtidos para B. purpurascens, pode-se afirmar que ha maior diversidade de
espécies endofiticas (H'= 2,97) e rizosféricas (H'= 2,73), do que em S. fruticosa,
indicando menor pressdo de selecao.

Alberto (2013) em estudo similar no Cerrado goiano com fungos endofiticos de
Anacardium othonianum (caju-de-arvore-do-cerrado) detectou H' de 1,82, valor inferior
ao encontrado neste trabalho. Ja Bezerra et al. (2013) em trabalho realizado com Cereus
jamacaru (Mandacaru), em floresta tropical seca no Brasil, entre 0s meses de setembro
a novembro encontraram uma diversidade superior (H' =2,99).

Tal diversidade microbiana descrita no presente trabalho evidenciou diferencas
na comunidade endofitica e rizosférica, sendo que alguns dos géneros descritos foram
detectados apenas em ambiente. Kumar et al. (2012) em pesquisa no vale Kangra, india,
com bactérias associadas a raizes de Ajuga bracteosa, planta medicinal tradicional na
india e China, encontraram os filos Proteobacteria (69,9%), Firmicutes (24,4%) e
Actinobacteria (5,7%). Os dois primeiros descritos naquele trabalho também foram
detectados na comunidade rizosférica de B. purpurascens.

Estudo realizado em solo de trés regides do Cerrado de Minas Gerais, Brasil,
analisando sequéncias de 16S rRNA foi possivel identificar uma comunidade bacteriana
formada por géneros como Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Pantoea, Escherichia e
Leuconostoc (Mesquita et al., 2013).

No Rio Grande do Sul, um trabalho desenvolvido com raizes e solo rizosférico
de plantas de milho foram encontrados em associacdo 21 géneros de rizobactérias,
sendo os géneros dominantes Klebsiella e Burkholderia (Arruda et al., 2013). No
presente trabalho, diferentemente, os géneros de bactérias rizosféricas dominantes
foram Bacillus e Enterobacter, sendo o ultimo, também dominante entre as bactérias
endofiticas.

Em pesquisa realizada em Cingapura por Madhaiyan et al. (2013) com
bactérias endofiticas isoladas de raizes de Jatropha curcas (pinhdo-manso) das regides
da Indonésia, China e india, a maior predominancia foi obtida por estirpes do género
Enterobacter de espécies como: E. oryzae, E. asburiae, E. cancerogenus, E. cloacae, E.
aerogenes e E. ludwigii, linhagens descritas nos resultados deste trabalho, algumas
presentes apenas no ambiente endofitico e outras em ambos 0s ambientes.

O género Pseudomonas € conhecido por sua diversidade de habitat e fisiologia,
sendo que algumas estirpes tém capacidade de degradacdo de compostos recalcitrantes,

tornando-as importantes na biorremediacdo de poluentes naturais e xenobioticos, além
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de estimular o crescimento de plantas, por meio de diversos mecanismos (Patel et al.,
2011; Behera et al., 2014).

O Bacillus é um género de micro-organismos que possui habilidades notaveis
através de multiplos mecanismos com a sintese de vasta gama de substancias benéficas,
tanto para promover o crescimento de plantas, com tragos funcionais como a
solubilizacdo de fosfatos, producdo de AIA, fixacdo de nitrogénio (Idris et al., 2007;
Kavamura et al., 2013) ou para o controle biolégico de muitos fitopatégenos comuns,
com atributos como a producgdo de HCN, siderdforos, enzimas hidroliticas e antibioticos
(Kumar et al., 2012).

Bacillus pumilus é conhecido pela producdo de enzimas como proteases
amplamente utilizadas na indastria em setores como alimentos, produtos quimicos,
industrias de detergente e couro, também usado no controle biolégico de doengas de
plantas, pela producéo de antifingicos, antibidticos e quitinases (Zhang et al., 2010).
Tal espécie demonstrou maior frequéncia relativa, sendo facilmente encontrada em
raizes e rizosfera de B. purpurascens.

Yadav et al. (2013) isolaram cepas de Brevibacillus sp. a partir de jazidas na
india,em que o termotolerante demonstrou capacidade de solubilizar fosfato em
condicdes in vitro e no presente trabalho, como endofitico e rizosférico, também foi
isolado tal género.

Entre as classes de fungos, os ascomicetos sdo citados como produtores
compostos ativos antimicrobianos. Em estudo com Vitis labrusca na regido de S&o
Paulo, Brasil, 48,14% de fungos endéfitos isolados de pertencia ao filo Ascomycota
(Burm et al., 2012), no presente trabalho 100% dos isolados se remetem a este filo, o
que sugere que podem estar envolvidos na protecéo da planta hospedeira contra doengas
fungicas.

Alberto (2013) ao estudar a comunidade de fungos endofiticos de caju-de
arvore-do-cerrado, descreveu o isolamento de géneros como Penicillium, Fusarium,
Periconia, Bionectria e Diaporthe, alguns dos géneros descritos neste trabalho,
indicativo que estes géneros sdo comuns a hospedeiros que habitam locais como o
Cerrado brasileiro.

O fungo Penicillium purpurogenum é de grande interesse para a industria
alimenticia pela producdo do pigmento vermelho através de efeitos combinados entre
pH e temperatura, estes sdo frequentemente mais estaveis e sollveis do que aqueles a

partir de fontes vegetais ou animais, podendo levar a alta produtividade, sdo utilizados
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como aditivos, intensificadores de cor, antioxidantes etc (Méndez et al., 2011). A
referida espécie fungica, igualmente, foi detectada no presente trabalho.

Os fungos enddfitos de cacto, em floresta tropical seca brasileira, mais
frequentemente isolados por Bezerra et al. (2013), pertencem ao género Fusarium e
Aspergillus. Srinivasan et al. (2012) também isolaram tais géneros em solos afetados
por sais na India. No presente trabalho, similarmente, os referidos géneros também
foram detectados em B. purpurascens no ambiente endofitico e rizosférico.

O género Fusarium é capaz de produzir grande variedade de metabdlitos
secundarios biologicamente ativos, incluindo micotoxinas, como as fumonisinas, que
sdo prejudiciais para seres humanos e animais (Mati¢ et al, 2013). Apesar de ser
conhecido por sua patogenicidade, possui espécies ndo patogénicas eficazes no controle
biologico de fungos fitopatogénicos, entretanto, espécies como Fusarium oxysporum
sdo capazes de produzir toxinas e provocar doengas em plantas, invalidando assim a
utilizacdo do Fusarium para o biocontrole, por causa dos riscos de contaminacdo dos
alimentos (Brum et al., 2012). No presente trabalho, a capacidade fitopatogénica e a de
biocontrole deste género ndo foram avaliadas.

O fungo Gibberella moniliformis corresponde a fase anamorfica Fusarium
verticillioides, comumente colonizam plantas de milho, podem atuar como endofitos ou
agente patogénicos, em funcdo de contextos ambientais e genéticos que ainda ndo sao
bem compreendidos (Desjardins et al., 2007). O Fusarium verticillioides pode causar
doencas como podriddo de raizes, colmo e grdos ardidos, sendo a espécie altamente
toxigénica pela producéo de micotoxinas (Covarelli et al., 2012).

O fungo Aspergillus brasiliensis, por meio da fermentacdo em estado sélido,
pode produzir enzimas microbianas industrialmente importantes de baixo custo, como a
naringinase, uma enzima de grande potencial nas industrias farmacéutica e de alimentos
para a biotransformacédo de esteroides, antibidticos e, particularmente, para glicosideos
hidrolise (Shanmugaprakash et al., 2014).

Chen et al. (2013) em estudo observaram que o fungo endofitico de grande
espectro Phomopsis, isolado da casca interna de Bischofia polycarpam pode acelerar
decomposicdo de serapilheira pela degradacao de lignina, aumentando a concentracao
de nutrientes do solo, assim promovendo o crescimento de plantas, além de induzir a
planta a melhorar sua capacidade defensiva.

A palmeira B. purpurascens possui uma assembleia de micro-organismos

heterotréficos endofiticos e rizosféricos antes, totalmente desconhecida. Este estudo é o
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primeiro relato da diversidade microbiana associada a esta espécie arborea. Por meio
dele, foi possivel formar um banco de espécies microbianas e conhecer estes micro-
organismos, 0s quais podem auxiliar em pesquisas futuras para o desenvolvimento de
processos e, ou produtos, a fim de contribuir com a melhoria da qualidade do solo,
promogé&o do crescimento e produtividade vegetal.

5. CONCLUSOES

- A rizosfera e raizes de B. purpurascens abrigam grupos diversificados de
organismos cultivaveis dos quais participam fungos, bactérias e actinobactérias.

- Quatorze géneros bacterianos endofiticos e 12 rizosféricos pertencentes a trés
filos (Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria) e 11 géneros fungicos endofiticos e 6
rizosféricos, exclusivamente do filo Ascomycota, foram detectados no ambiente
endofitico e rizosferico de B. purpurascens.

- Os géneros mais frequentes isolados no ambiente endofitico para as bactérias
foram Enterobacter e Pseudomonas e, para fungos, Gibberella e Codinaeopsis. Para o
ambiente rizosférico, foram as bactérias do género Bacillus, Enterobacter e fungo
Ceratocystis.

- Foi observada diferenca entre a comunidade microbiana endofitica e
rizosférica de B. purpurascens, em que alguns microrganismos habitam somente em um
ambiente, sendo que futuros trabalhos avaliando maior nidmero de individuos podem

contribuir para confirmacéo deste fato.
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Tracos funcionais de micro-organismos endofiticos e rizosféricos de
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RESUMO

Os micro-organismos influenciam diretamente na fertilidade do solo e a
produtividade vegetal, com isso, a selecdo de cepas com potencial multifuncional é
estratégica, visto possuirem uma ou mais caracteristicas benéficas as plantas. Com este
trabalho, objetivou-se quantificar a solubilizacdo de fosfato de calcio (CaHPO,) e
fosfato de ferro (FePO,) em meio liquido e a producéo de acido indolacético (AlA) por
micro-organismos endofiticos e rizosféricos de palmeira-jatai (Butia purpurascens
Glassman). Um total de 166 bacterias e 46 fungos isolados de raizes e rizosfera de B.
purpurascens, pertencentes ao banco de micro-organismos do Laboratorio de
Microbiologia Agricola do IF Goiano — Campus Rio Verde, foi submetido a testes
qualitativos e quantitativos de solubilizacdo de CaHPO,, FePO, e de sintese de AlA.
Para tanto, as culturas dos isolados bacterianos tiveram sua densidade oOptica (DO)
ajustada a 0,1 a 600 nm e, para os fungos, foi utilizado um disco de 5 mm de diametro
com crescimento micelial. As avaliacdes de solubilizacdo de fosfatos foram realizadas
pelo método colorimétrico da vitamina C, em espectrofotbmetro a 725nm e, para a
determinacdo de sintese de AlA, o método colorimétrico (530 nm). Para as 33 bactérias
testadas, observou-se que todos os isolados solubilizaram CaHPO, em meio liquido e
produziram AlA, mas nenhum dos isolados solubilizou FePO,. Dentre os 21 isolados
fangicos testados, apenas dois solubilizaram ambos os fosfatos, porém todos
sintetizaram AIA. Contudo, os isolados fungicos se sobressairam em relacdo aos
bacterianos nos testes supracitados, indicando potencial de uso como inoculantes para

incrementar a formagdo de mudas de Butia purpurascens.

PALAVRAS-CHAVES: bactérias, fungos, solubilizacdo, auxina.
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ABSTRACT

Microorganisms influence directly on soil fertility and plant yield. Therefore, it is
strategic to screening strains with multipurpose potential since it had one or more
beneficial characteristics to plants. This work aimed to quantify the CaHPO,4 and FePQO,
solubilization in liquid medium and indolacetic acid (IAA) production by endophytic
and rhizospheric microorganisms from Butia purpurascens Glassman. A total of 166
bacteria and 46 fungi isolates from root and rhizosphere of B. purpurascens were
evaluated with qualitative and quantitative CaHPO,4 / FePO, solubilization tests as soon
as 1AA synthesis. Optic density on growth media incubated with bacteria isolates was
adjusted to 0.1 (600 nm). For fungi isolates, a disk with 5 mm of diameter with mycelial
growth was used. The phosphate solubilization evaluation was carried out using the
vitamin C colorimetric method, in spectrophotometer (725 nm) and 1AA quantification
under 530 nm. Among 33 bacteria isolates tested, all of them solubilized CaHPO, and
produced IAA in liquid media. However, none of them solubilized FePO,. Among 21
fungi isolates two of them solubilized both phosphate while all isolates synthesized
IAA. However, the fungi isolates showed a better performance than bacteria isolates. It

indicates the inoculant potential to increase the B. purpurascens seedling production.

KEYWORDS: bacteria, fungi, solubilization, auxin.
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1. INTRODUCAO

O interesse na interagdo planta X micro-organismos tem aumentado
gradativamente, visando promover o crescimento de plantas de interesse agronémico e
ambiental, explorando o potencial de fungos e bactérias como inoculantes microbianos
(Gaggia et al., 2013).

O acesso a minerais e fitormdnios esta ligado diretamente ao crescimento e
desenvolvimento vegetal (Vitorino et al., 2012), em que micro-organismos endofiticos e
rizosféricos contribuem efetivamente para este fim, quando associados as raizes e outros
tecidos, maximizando o fornecimento de nutrientes as plantas (Arruda et al., 2013;
Dawwam et al., 2013).

Diversos autores confirmam que certas espécies microbianas, associadas as
plantas e rizosfera, sdo benéficas para o seu crescimento, produtividade e qualidade da
espécie vegetal (Esitken et al., 2010). Estes promotores de crescimento podem ser dos
géneros Rhizobium (Abbaszadeh-Dahaji et al., 2012), Bacillus e Pseudomonas (Esitken
et al.,, 2010), Aerococcus, Alteromonas, Enterobacter, Xanthomonas, Aspergillus,
Penicillium (Srinivasan et al., 2012), Azospirillum (Pedraza et al., 2010), entre outros.

A selecdo de cepas com potencial multifuncional é estratégica, visto serem
micro-organismos que possuem mais de uma caracteristica benéfica a planta (Vassilev
et al., 2012). Tais beneficios podem ser diretos: fixacdo de nitrogénio atmosférico,
solubilizacdo de fosfatos insoliveis (Marra et al., 2012), producdo de sideréforos e
fitormdnios, como o acido indolacético (AlA), giberelinas, citocininas, etileno,
jasmonatos, Oxido nitrico e poliaminas (Pereira et al., 2012) e producdo de ACC
deaminase ou indiretos, como supressao de patdgenos (Ghyselinck et al., 2013). Esses
isolados sdo tidos como promotores do crescimento vegetal (Chaiharn e Lumyong,
2009; Esitken et al., 2010; Pereira et al., 2012).
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O fosforo (P) € um nutriente essencial as plantas, pois possui papel importante
em atividades como divisdo celular, desenvolvimento, fotossintese, quebra de agUcares,
transporte de nutrientes dentro da planta, transferéncia de caracteristicas genéticas entre
geracdes e regulacdo de vias metabdlicas (Behera et al., 2014). Contudo, sua limitacéo
estd relacionada diretamente ao crescimento das plantas e a fertilidade dos solos
(Vassilev et al., 2012).

Solos tropicais possuem reduzida disponibilidade de P, em decorréncia da
reatividade de formas solliveis com célcio, ferro, magnésio e aluminio, formando
compostos de baixa solubilidade (Barosso e Nahas, 2008; Chagas Junior et al., 2010;
Behera et al.,, 2014). O P no solo se encontra nas formas inorganica e organica
insolavel, ocorrendo reacdes como a fixacdo e imobilizacdo, em que had conversdo em
formas indisponiveis para a planta. Consequentemente, cerca de 70-90% dos adubos
fosfatados aplicados se tornam fixos no solo, ou seja, indisponiveis para a absorcéo
radicular (Behera et al., 2014).

O ciclo do P esta envolvido diretamente com a atividade microbiana, além de
plantas e animais (Gomes et al., 2010; Behera et al., 2014). Varios estudos in vitro tém
demonstrado que as bactérias, fungos e actinobactérias sdo capazes de liberar ions
fosfato, a partir de fragdes sollveis de P inorganicos, tornando-o disponivel a planta
(Vassilev et al., 2012). Estes micro-organismos contribuem para a diminuicdo do pH na
proximidade da raiz pela producéo e liberacdo de &cidos organicos, sendo considerado o
principal mecanismo de solubilizacdo de fosfato (Vassilev et al., 2006; Marra et al.,
2012).

Entre os micro-organismos solubilizadores de fosfatos, sdo encontradas
bactérias do género Rhizobium, Bacillus e Pseudomonas e fungos como Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternaria, Helminthosparium, dentre outros com alto potencial
de solubilizacdo (Behera et al., 2014).

Algumas bactérias sdo capazes de produzir moléculas de sinalizacdo que atuam
como mensageiros quimicos e desempenham papel fundamental como reguladores de
crescimento e desenvolvimento vegetal (Dawwam et al., 2013). Entre os diferentes
reguladores de crescimento de plantas, o mais importante é a auxina acido indol-3-
acetico (AlA), que possui grande impacto no desenvolvimento radicular (Spaepen e
Vanderleyden, 2011).
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Objetivou-se com esse trabalho quantificar a solubilizagdo de fosfato de célcio
(CaHPOQ,) e fosfato de ferro (FePO,4), em meio liquido e a producdo de AlA por micro-
organismos endofiticos e rizosféricos de palmeira-jatai (Butia purpurascens Glassman).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Critérios para a selecdo dos micro-organismos endofiticos e rizosféricos de B.
purpurascens com potencial para promogao do crescimento

Um total de 166 bactérias e 46 fungos, isolados de raizes e rizosfera de B.
purpurascens, pertencentes ao banco de micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde foram
submetidos ao teste qualitativo de solubilizacdo de CaHPO, e sintese de AIA, para
selecdo de linhagens com tais potenciais. Somente aquelas que apresentavam as duas
caracteristicas; foram avaliadas para os testes de quantificacdo de CaHPO,, FePO, e
sintese de AlA.

2.1.2. Avaliacao qualitativa da capacidade de solubilizacdo de CaHPO,

Os isolados bacterianos e fangicos foram inoculados em placas de Petri,
contendo meio de cultura GELP (glicose 10g; 59 de peptona; extrato de levedura 0,059
e agar 15¢), adicionado 25 mL de CaCl; (10%) e 12,5 de K;HPO,4 (10%), formando um
precipitado de fosfato inorganico de CaHPO, (10%), conforme Sylvester-Bradley et al.
(1982). A formacdo do halo transparente, em contraste com o meio opaco, ao redor da
colénia de bactéria ou de fungo confirmou a capacidade do micro-organismo em
solubilizar CaHPQO, (Barroso e Oliveira, 2001; Souchie et al., 2007).

2.1.3. Avaliacao qualitativa de sintese de acido indolacético (AlA)

Somente as bactérias foram submetidas ao teste qualitativo para a producéo de
AlA. Estas foram inoculadas em 10 mL de meio caldo nutriente, suplementado com 100
uL de triptofano. Apds 72h de incubagédo, a 30 °C, no escuro, foram centrifugados
(12.000 rpm), por 5 min, a 4 °C. Em seguida, 1 mL do sobrenadante de cada isolado foi
transferido para tubo de ensaio, sendo adicionado 1 mL do reagente Salkowski (1,875g
FeCl;.6H,0, 100 mL H,0 e 150 mL H,S0O,). Os tubos foram mantidos no escuro por 20

min. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotometro (530 nm).
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2.2. Testes de quantificacao da solubilizacdo de CaHPO, e FePO,em meio liquido e
sintese de AIA

As amostras bacterianas foram crescidas sob agitacdo constante com o auxilio
do agitador orbital — Shaker (Nova Técnica NT 712), em rotacdo de 90 rpm , por 24h, a
30 °C, em 7 mL de meio de cultivo liquido GL (10g glicose, 2g extrato de levedura), e
foram retirados assepticamente 3 mL de cada cultura para se determinar a densidade
Optica (DO), a 600 nm. Todas as amostras bacterianas tiveram sua DO ajustada a 0,1
por meio de diluicdo com solucdo salina (0,85%). Para as amostras fungicas, estas
foram crescidas em meio BDA (infusdo de 200g de batata, dextrose 20g e agar 15g), por

4 dias, a 30 °C. Os testes foram realizados em triplicata.

2.2.1. Quantificacéo da solubilizacdo em meio liquido de CaHPO, e FePO,

Para as amostras de bactérias, foi inoculado 1 mL da cultura previamente
padronizada em 10 mL de meio liquido GL e adicionado 1,26 g L™ de cada uma das
fontes fosfatadas (CaHPO, e FePQ,). Para os fungos, foi retirado um disco de 5 mm de
didmetro com crescimento micelial e inoculados em frasco de penicilina (um disco por
vidro). As culturas permaneceram sob agitacdo a 90 rpm, em 30 °C, por 72h.
Posteriormente, foi realizada a medicdo do pH. Para a determinacdo da quantidade de P
inorgénico, foi realizado o método colorimétrico da vitamina C, a 725nm, de Gadagi e
Sa (2002).

2.2.2. Quantificacdo de sintese de AIA por micro-organismos isolados de raizes e
rizosfera de B. purpurascens

A producdo de AIA foi determinada pelo método colorimétrico descrito por
Gordon e Weber (1951). Para isso, foi inoculado 1 mL de cada uma das culturas
bacterianas padronizada em 9 mL de meio caldo nutriente, suplementado com 100 uL
de triptofano e, para os fungos, foi retirado um disco de 5 mm de diametro com
crescimento micelial. Apds 72h de incubacdo, a 30 °C, no escuro a 90 rpm, foram
centrifugados (12.000 rpm), por 5 min, a 4 °C. Em seguida, 1 mL do sobrenadante de
cada isolado foi transferido para tubo de ensaio, sendo adicionado 1 mL do reagente
Salkowski (1,875g FeCl;.6H,O, 100 mL H,O e 150 mL H,SO4). Os tubos foram
mantidos no escuro por 20 min. Em seguida, foi realizada a leitura em
espectrofotobmetro (530 nm). As concentracdes de AIA foram obtidas utilizando a

equacéo da curva de calibracdo (Pereira et al., 2012).
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2.3. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias relativas a
capacidade de solubilizagdo de fosfatos e sintese de AIA foram comparadas pelo teste
Scott-Knott (5%), utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS

3.1 Solubilizacéo de fosfatos

A partir do total de 166 isolados bacterianos (145 identificados e 21 néo
identificados) e 46 fungos isolados de raizes e rizosfera de B. purpurascens, através do
teste qualitativo, foi detectada a capacidade de solubilizacdo para 33 isolados
bacterianos em meio GELP soélido, porém, para os isolados fungicos nédo foi possivel
observar a tal capacidade em razdo do répido crescimento do micélio da maioria dos
fungos.

O teste de quantificacdo da solubilizacdo de CaHPO,4, em meio liquido, por
bactérias, demonstrou que todos os isolados apresentaram eficiéncia de solubilizacao
deste fosfato (Tabela 1), sendo obtidas as maiores taxas de solubilizacdo pelos isolados
BP205RB (9,24mg L™), Yokenella regensburgei BP190RB (8,83mg L™), Pantoea
cypripedii BP28RB (8,77 mg L), Pantoea cypripedii BP44EB (8,75 mg L), BP69RB
(8,36mg L™), Citrobacter amalonaticus BP30RB (8,35 mg L™), Pantoea cypripedii
BP45EB (8,29mg L™), Pantoea cypripedii BP1ORB (8,21mg L™), Yokenella
regensburgei BP177RB (8,21mg L™), Pseudomonas sp. BP54EB (8,06mg L™),
Pseudomonas putida BP45RB 7,91mg L™), Agrobacterium tumefaciens BP324BEB
(7,89mg L ™). O pH do meio de cultura foi acidificado por 87,88% das bactérias e
12,12% tornaram o meio de cultura mais alcalino, demonstrando menor capacidade de
solubilizacdo de CaHPO,.

Para a solubilizacdo de FePO,, o0s valores para todos os isolados foram
proximos a zero, indicando que ndo foram capazes de solubilizar esta fonte fosfatada
em condicBes in vitro. Ndo obstante, 54,55% dos isolados acidificaram o meio de

cultura e 45,45% tornaram o0 meio de cultura mais alcalino (Tabela 1).
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Tabela 1. pH e solubilizacéo in vitro de fosfato de célcio (CaHPO,) e ferro (FePO,) por
bactérias obtidas de raizes e rizosfera de B. purpurascens, em Rio Verde, GO.

. pH P soldvel (mg L™
Isolado Ambiente = HpO, FePO, | CaHPO,  FePO,
Né&o identificado BP2EB Endofitico 531 A 3,44 a 5,69 ¢ ND
Rhizobium huautlense BP3EB Endofitico 453 A 7,32 e 7,56 b ND
Pantoea cypripedii BP44EB Endofitico 4,38 A 3,82 a 8,75 a ND
Pantoea cypripedii BP45EB Endofitico 4,36 A 3,45 a 8,29 a ND
Pseudomonas sp. BP54EB Endofitico 4,52 A 7,38 e 8,06 a ND
Pseudomonas putida BP60EB Endofitico 4,56 A 7,26 e 7,07 b ND
Enterobacter aerogenes BP261EB  Endofitico 6,84 C 7,42 e 0,68 e ND
Pseudomonas plecoglossicida  BP269EB  Endofitico 4,50 A 7,17 e 7,23 b ND
Pseudomonas putida BP271EB  Endofitico 4,64 A 7,44 e 7,23 b ND
Nao identificado BP272EB Endofitico 421 A 7,62 e 7,19 b ND
Pseudomonas putida BP314EB  Endofitico 4,24 A 7,20 e 743 b ND
Néo identificado BP322EB  Endofitico 6,68 C 7,74 € 1,07 e ND
Enterobacter ludwigi BP323EB  Endofitico 6,92 C 7,73 e 0,44 e ND
Agrobacterium tumefaciens BP324EB  Endofitico 4,39 A 452 b 7,89 a ND
Paenibacillus illinoisensis BP339EB  Endofitico 6,57 C 459 b 1,60 e ND
Pantoea cypripedii BP10RB Rizosférico 4,40 A 3,48 a 8,21 a ND
Pectobacterium cypripedii BP13RB Rizosférico 4,25 A 3,53 a 7,48 b ND
Pseudomonas putida BP15RB Rizosférico 4,50 A 6,35 d 7,53 b ND
Pantoea sp. BP16RB Rizosférico 4,30 A 3,53 a 7,64 b ND
Bacillus pumilus BP25RB Rizosférico 5,02 A 4,87 b 6,59 ¢ ND
Pantoea cypripedii BP28RB Rizosférico 4,40 A 354 a 8,77 a ND
Citrobacter amalonaticus BP30RB Rizosférico 4,40 A 451 b 8,35 a ND
Pseudomonas putida BP45RB Rizosférico 4,51 A 7,46 e 791 a ND
N4o identificado BP48RB Rizosférico 6,68 C 7,52 e 1,03 e ND
Burkholderia sp. BP54RB Rizosférico 6,56 C 3,22 a 0,83 ¢ ND
Yokenella regensburgei BP61RB Rizosférico 4,56 A 4,56 b 6,43 c ND
N4o identificado BP69RB Rizosférico 4,56 A 4,54 b 8,36 a ND
Yokenella regensburgei BP177RB  Rizosférico 4,56 A 4,92 b 8,21 a ND
Yokenella regensburgei BP190RB  Rizosférico 4,58 A 4,63 b 8,83 a ND
Enterobacter asburiae BP203RB  Rizosférico 7,08 C 7,27 e 0,80 e ND
N4o identificado BP205RB  Rizosférico 4,48 A 341 a 9,24 a ND
Klebsiella pneumoniae BP209RB  Rizosférico 6,03 B 5,68 ¢ 3,96 d ND
Enterobacter ludwigii BP210RB  Rizosférico 7,04 C 7,32 e 0,59 e ND
Controle negativo 6,77 C 583 ¢ ND ND

Médias seguidas pela mesma, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). ND = ndo
detectado.

A maior eficiéncia de solubilizacdo de CaHPO, foi atingida pelos isolados
fangicos Fusarium concentricum BP55EF e Neodeightonia phoenicum BP191RF
(1454,9 e 1403,8 mg L™, respectivamente). Para a solubilizacdo de FePO,, as maiores
taxas foram atingidas pelos isolados Aspergillus brasiliensis BP192RF, Penicillium
purpurogenum BP16EF e Fusarium oxysporum BP14EF (445,22; 273,83 e 235,50 mg
L™, respectivamente). Comparando-se a solubilizacdo entre as fontes fosfatadas, os
isolados fungicos solubilizaram mais CaHPO, do que FePO,. Todos os isolados
fangicos reduziram o pH do meio liquido com CaHPO, ou FePO,4 em relacdo ao

controle sem inoculacédo (Tabela 2).
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Tabela 2. pH e solubilizag&o in vitro de fosfato de calcio (CaHPO,) e ferro (FePO,) por
fungos obtidos de raizes e rizosfera de B. purpurascens, em Rio Verde, GO.

. pH P soldvel (mg L)

Isolado Ambiente  — = HPO, _ FePO, CaHPO, _ FePO,

Aspergillus brasiliensis BP192RF Rizosférico 293 a 2,29 a 768,46 b 44522 a

Penicillium purpurogenum BP16EF Endofitico 552 ¢ 4,78 d 657,27 b 273,83 a

Fusarium oxysporum BP14EF Endofitico 523 ¢ 515 e ND 235,50 a
Fusarium concentricum BP55EF Endofitico 480 b 4,43 d 1454,96 a ND
Neodeightonia phoenicum  BP191RF Rizosférico 430 b 4,34 d 1403,81 a ND
Hypocreales sp. BP202RF Rizosférico 423 b 4,00 ¢ 854,71 b ND
Bionectria ochroleuca BP364EF Endofitico 385 Db 319 b 449,58 b ND
Fusarium concentricum BP189RF Rizosférico 562 ¢ 5,00 e 429,06 b ND
Periconia macrospinosa BP329EF Endofitico 6,20 d 582 e 402,65 b ND
Phomopsis sp. BP375EF Endofitico 572 ¢ 5,15 e 347,27 b ND
Curvularia affinis BP62RF Rizosférico 558 ¢ 4,79 d 262,27 ¢ ND
Diaporthe sp. BP341EF Endofitico 495 ¢ 4,07 c 168,81 c ND
Ceratocystis paradoxa BP196RF Rizosférico 464 b 4,38 d 194,58 ¢ ND
Talaromyces amestolkiae BP40EF Endofitico 514 ¢ 521 e 96,50 ¢ ND
Hamigera insecticol BP33EF Endofitico 6,11 d 3,87 ¢ ND ND
Né&o identificado BP351EF Endofitico 457 b 453 d ND ND
Néo identificado BP178RF Rizosférico 522 ¢ 4,62 d ND ND
Codinaeopsis sp. BP328EF Endofitico 438 b 4,64 d ND ND
Fusarium proliferatum BP314EF Endofitico 531 ¢ 493 e ND ND
Gibberella moniliformis BP386EF Endofitico 544 ¢ 5,09 e ND ND
Gibberella moniliformis BP5EF Endofitico 525 ¢ 510 e ND ND
Controle negativo 6,56 d 585 e ND ND

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). ND = ndo

detectado.

3.2. Producéo de AIA

Todas as cepas bacterianas apresentaram a capacidade de produzir AIA na

presenca de triptofano como precursor, com valores acima de 17 pg mL™, sendo

significativamente maior para os isolados BP322EB, Enterobacter ludwigi BP323EB,
Enterobacter ashuriae BP203RB e BP48RB (108,80; 106,20; 102,13 e 96,70 pg mL™,

respectivamente) (Tabela 3).
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Tabela 3. Producéo in vitro de &cido indolacético (AlA) por bactérias obtidas de raizes

e rizosfera de B. purpurascens, em Rio Verde, GO.

Isolados bacterianos Ambiente AlA (ng mL™)

Né&o identificado BP2EB Endofitico 31,92 ¢
Rhizobium huautlense BP3EB Endofitico 47,68 b
Pantoea cypripedii BP44EB Endofitico 42,98 b
Pantoea cypripedii BP45EB Endofitico 53,58 b
Pseudomonas sp. BP54EB Endofitico 28,55 ¢
Pseudomonas putida BP60EB Endofitico 36,30 c
Enterobacter aerogenes BP261EB Endofitico 22,47 d
Pseudomonas plecoglossicida BP269EB Endofitico 32,39 ¢
Pseudomonas putida BP271EB Endofitico 17,98 d
Nao identificado BP272EB Endofitico 21,21 d
Pseudomonas putida BP314EB Endofitico 23,71 d
Néo identificado BP322EB Endofitico 108,80 a
Enterobacter ludwigi BP323EB Endofitico 106,20 a
Agrobacterium tumefaciens BP324EB Endofitico 55,53 b
Paenibacillus illinoisensis BP339EB Endofitico 66,12 b
Pantoea cypripedii BP10RB Rizosférico 34,79 c
Pectobacterium cypripedii BP13RB Rizosférico 24,11 d
Pseudomonas putida BP15RB Rizosférico 21,51 d
Pantoea sp. BP16RB Rizosférico 31,92 ¢
Bacillus pumilus BP25RB Rizosférico 37,70 c
Pantoea cypripedii BP28RB Rizosférico 30,28 ¢
Citrobacter amalonaticus BP30RB Rizosférico 56,72 b
Pseudomonas putida BP45RB Rizosférico 33,63 ¢
Nao identificado BP48RB Rizosférico 96,70 a
Burkholderia sp. BP54RB Rizosférico 17,21 d
Yokenella regensburgei BP61RB Rizosférico 46,80 b
N4o identificado BP69RB Rizosférico 25,42 d
Yokenella regensburgei BP177RB Rizosférico 39,29 ¢
Yokenella regensburgei BP190RB Rizosférico 25,61 d
Enterobacter asburiae BP203RB Rizosférico 102,13 a
N4o identificado BP205RB Rizosférico 38,31 ¢
Klebsiella pneumoniae BP209RB Rizosférico 51,74 b
Enterobacter ludwigii BP210RB Rizosférico 58,06 b
Controle negativo ND

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

ND = néo detectado.

Foi verificado potencial de producdo de AIA por todos os isolados fungicos,

com destaque para Fusarium concentricum BP55EF (12,49 pg mL™) e Fusarium

proliferatum BP314BEF (3,90 pg mL™), j& que os demais isolados produziram teores
inferiores a 3,10 pg mL™ (Tabela 4).
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Tabela 4. Producéo in vitro de acido indolacético (AlA) por fungos obtidos de raizes e
rizosfera de B. purpurascens, em Rio Verde, GO.

Isolados fangicos Ambiente AlA (ng mL™)

Gibberella moniliformis BP5EF Endofitico 252 d
Fusarium oxysporum BP14EF Endofitico 2,21 d
Penicillium purpurogenum BP16EF Endofitico 3,09 ¢
Hamigera insecticol BP33EF Endofitico 1,02 e
Talaromyces amestolkiae BP40EF Endofitico 1,05 e
Fusarium concentricum BP55EF Endofitico 12,49 a
Fusarium proliferatum BP314EF Endofitico 3,90 b
Codinaeopsis sp. BP328EF Endofitico 1,12 e
Periconia macrospinosa BP329EF Endofitico 1,32 e
Diaporthe sp. BP341EF Endofitico 1,27 e
N&o identificado BP351EF Endofitico 0,73 f
Bionectria ochroleuca BP364EF Endofitico 0,89 e
Phomopsis sp. BP375EF Endofitico 1,71 e
Gibberella moniliformis BP386EF Endofitico 2,50 d
Curvularia affinis BP62RF Rizosférico 1,00 e
Né&o identificado BP178RF Rizosférico 1,00 e
Fusarium concentricum BP189RF Rizosférico 1,86 d
Neodeightonia phoenicum BP191RF Rizosférico 1,34 e
Aspergillus brasiliensis BP192RF Rizosférico 0,58 f
Ceratocystis paradoxa BP196RF Rizosférico 0,46 f
Hypocreales sp. BP202RF Rizosférico 1,87 d
Controle negativo ND

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).
ND = ndo detectado.

4. DISCUSSAO

Alguns mecanismos interdependentes contribuem para a solubilizacdo de
fosfatos inorgénicos, como a producdo de acidos glutdmico, glicélico, glucénico,
citrico, oxalico e succinico que possuem efeito na solubiliza¢do, diminuicdo do pH e
liberacdo de protons para a solucdo do solo (Vega, 2007; Barroso e Nahas, 2008). A
producdo simultdnea de 4&cidos organicos pelas estirpes pode contribuir para
incrementar o potencial de solubilizacdo, bem como fatores como a concentracdo e o
tipo de cido (Marra et al., 2012).

Neste estudo, a acidificacdo do meio de cultura pela maioria dos isolados pode
ser atribuida a absorcdo do carboidrato ali presente e o crescimento do micro-
organismo. Barroso e Nahas (2008) em estudo sobre a solubilizacdo de P por
Aspergillus niger e Patel et al. (2011) com Pseudomonas aeruginosa, de forma similar a
alguns isolados deste estudo, detectaram diminuicdo do pH do meio de cultura e a ndo
solubilizacdo dos fosfatos avaliados por alguns micro-organismos.

Os isolados fungicos atingiram os mais altos valores de solubilizacdo de

fosfatos em relagdo aos isolados bacterianos, porém, um ndmero maior de bactérias
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possuem tal capacidade. Entretanto, no presente trabalho, foi testada a selecdo de
isolados utilizando o fosfato tricalcico. Bashan et al. (2013) criticam este tipo de critério
devido os diversos fracassos, com plantas inoculadas com estes micro-organismos, pois
ndo atingem o resultado esperado. Um conjunto de fatores deve ser levado em
consideracdo, como tipo de solo (acido ou alcalino), producéo de &cidos organicos e
interagBes quimicas, portanto, como selecéo inicial, o mais indicado seria a combinagdo
de dois a trés compostos de metal-P. Vega (2007) e Verma et al. (2010) relatam que
alguns pesquisadores preferem o uso fungos solubilizadores de P, argumentando que
cepas bacterianas podem perder sua capacidade depois de varios ciclos de cultivo in
vitro.

Em trabalho realizado com espécie nativa do Cerrado Hyptis marrubioides
Epling (Lamiaceae), foram isoladas 42 bactérias e seis fungos endofiticos, sendo que
testes em meio solido indicaram que apenas 20% das estirpes bacterianas e nenhum
isolado fungico foram capazes de solubilizar CaHPO,. Contrariamente, para a
solubilizacdo FePQ,, todos os fungos e 59% bactérias atingiram niveis elevados de
solubilizacédo (Vitorino et al., 2012).

Em estudos com monocotileddneas como milho, Arruda et al. (2013)
selecionaram 292 cepas de rizobactérias, em que 154 delas (53%) foram capazes de
solubilizar fosfatos e 287 (98%) produziram AIA na presenca de triptofano, sendo que
76 cepas produziram AlA e solubilizaram fosfatos.

Valores entre 58,2 a 452,2 ug mL™ de fosfato soltvel foram encontrados por
Zhao et al. (2014) em bactérias isoladas da rizosfera de milho por géneros como
Agrobacterium, Burkholderia, Mesorhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Streptomyces
e Bacillus. Alguns destes géneros foram descritos no presente trabalho, como
Agrobacterium, Burkholderia, Pseudomonas e Bacillus.

Por meio do método colorimétrico, Goswami et al. (2014) observaram a
producdo de cerca de 25 pg mL™ de AIA em bactérias isoladas rizosfera de Suaeda
fruticosa em deserto salino. J& em estudo com actinobactérias da rizosfera de inhame,
Palaniyandi et al. (2013) observaram que 96% dos isolados atingiram a producdo de
AIA de até 6,7 ug mL™.

A partir do isolamento de rizobactérias de cactos da Caatinga brasileira,
Kavamura et al. (2013) detectaram producéo de AIA com valores acima 1,0 pg mL ™ em
cerca de 30% dos isolados. Especificamente, as estirpes Pantoea sp. e Arthrobacter sp.

produziram alto teores: 113,57 ¢ 135,22 pg mL™, respectivamente, enquanto Bacillus
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sp. atingiu producéo inferior a 50 ug mL™. J& no presente trabalho, os isolados que se
destacaram na sintese de AlA pertencem ao género Enterobacter sp.

A producdo de AIA é um importante trago funcional, visto que este fitorménio
permite a planta maximizar o desenvolvimento do sistema radicular e, por
consequéncia, favorecer sua nutricdo (Goswami et al., 2014). Os genes responsaveis
pela biossintese de auxina estdo localizados no cromossomo ou num plasmideo. Quando
situados no DNA cromossémico, resultam em menor producdo de AIlA, porém, se
presentes no plasmideo em maltiplas cdpias modulam uma maior biossintese (Spaepen
e Vanderleyden, 2011).

Exsudados presentes nos vegetais como o L-triptofano estimulam a sintese de
AlA por estirpes microbianas que colonizam as plantas, sugerindo a estreita relacéo
simbidtica entre a planta e os micro-organismos (ldris et al., 2007).

Para a producdo de AIA, 0s micro-organismos promotores de crescimento
possuem vias dependentes e independentes de triptofano. Para as vias dependentes, ha
trés rotas principais: acido indol-3-piravico (IPyA), triptamina (TAM) e indol-3-
acetonitrilo (IAN) e, como via adicional, independente de triptofano, tem-se o indol-3-
acetamida (IAM) (Kochar et al., 2011).

Ahemad e Khan (2012) isolaram Pseudomonas putida da rizosfera de
mostarda, que mostrou niveis variaveis de tolerancia a fungicidas e estimulou o
crescimento das plantas, pela producdo de substancias promotoras. Porém, a producéo
de substéncias promotoras foi reduzida, conforme a toxicidade do fungicida. Estes
resultados sugerem a necessidade de utilizar cepas como bioinoculantes tolerantes a
fungicidas, a fim de assegurar o beneficio aos vegetais.

Estirpes bacterianas das espécies Pantoea cypripedii e Pseudomonas
plecoglossicida foram isoladas de solo rizosférico de Stevia rebaudiana, na india, com
base em suas atividades de promocdo de crescimento de plantas e sua eficiéncia para
incrementar a produtividade da cultura e da fertilidade do solo. Estas foram utilizadas
como bioinoculantes em culturas do milho e trigo e proporcionaram resultados
satisfatorios na producdo (Kaur e Reddy, 2014).

O presente trabalho é o primeiro relato sobre bioprospeccdo de tragos
funcionais de micro-organismos endofiticos e rizosféricos de B. purpurascens, visando
a promocao do crescimento desta espécie arborea. Este trabalho inaugura uma série de
possibilidades de estudos relacionados a interagdo micro-organismos X B. purpurascens,

uma espécie arbdrea nativa do Cerrado de alto interesse comercial.
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5. CONCLUSOES

- Todos os isolados bacterianos avaliados solubilizam CaHPO4 em diferentes
proporcoes e ndo sdo capazes de solubilizar FePO, em condigdes in vitro. Dentre os 21
fungos analisados, 13 solubilizam CaHPO, e apenas 3 FePO,.

- Todas as bactérias e fungos sdo produtores de AIA, com especial destaque
para os isolados bacterianos, que atingiram altos niveis de producao.

- Ha isolados fangicos capazes de solubilizar CaHPO,, FePO, e sintetizar AlA,
como Aspergillus brasiliensis e Penicillium purpurogenum, indicativo de alto potencial

de uso como inoculante para incrementar a formagéo de mudas de B. purpurascens.
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CONCLUSAO GERAL

- A rizosfera e raizes de B. purpurascens abrigam grupos diversificados de
organismos cultivaveis dos quais participam fungos, bactérias e actinobactérias.

- Quatorze géneros bacterianos endofiticos e 12 rizosféricos pertencentes a trés
filos (Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria) e 11 géneros fungicos endofiticos e 6
rizosféricos, exclusivamente do filo Ascomycota, foram detectados no ambiente
endofitico e rizosferico de B. purpurascens.

- Os géneros mais frequentes isolados no ambiente endofitico para as bactérias
foram Enterobacter e Pseudomonas e, para fungos, Gibberella e Codinaeopsis. Para o
ambiente rizosférico, foram as bactérias do género Bacillus, Enterobacter e fungo
Ceratocystis.

- Foi observada diferenca entre a comunidade microbiana endofitica e
rizosférica de B. purpurascens, e alguns microrganismos habitam somente um
ambiente, sendo que futuros trabalhos avaliando um ndmero maior de individuos podem
contribuir para confirmacéo deste fato.

- Todos os isolados bacterianos avaliados solubilizam CaHPO, em diferentes
proporcdes e ndo sdo capazes de solubilizar FePO, em condi¢des in vitro. Dentre os 21
fungos analisados, 13 solubilizam CaHPO, e apenas 3 FePO,.

- Todas as bactérias e fungos sao produtores de AIA, com especial destaque para
os isolados bacterianos, que atingiram altos niveis de producéo.

- Ha isolados fungicos capazes de solubilizar CaHPQO,, FePQO, e sintetizar AlA,
Aspergillus brasiliensis e Penicillium purpurogenum, indicando alto potencial de uso

como inoculante para incrementar a formacdo de mudas de B. purpurascens.
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Tabela 1. Identificacdo molecular de isolados bacterianos endofiticos e rizosféricos de
B. purpurascens, baseada no sequenciamento da regido 16S.

. N° Acesso A
foerte,  censank w R e
GenBank 0 °
BP1EB E (1) Herbaspirillum AB681857 98 0,69
rubrisubalbicans
BP60EB BP45RB
BP21RB BP264EB
BP23RB BP271EB .
BP41RB BP314EB E (6) /R (6) Pseudomonas putida JQ701740 99 8,28
BP313EB BP15RB
BP362EB BP36RB
BP61EB E (1) Enterobacter oryzae JF513179 99 0,69
BP276EB E (1) Burkholderia KF114029 99 0,69
vietnamiensis
BP321EB BP37RB
BP7RB BP50EB
BP11RB BP51EB Agrobacterium
BP20RB BP369EB E®)/R(®) tumefaciens ABB826000 99 8,28
BP24RB BP324EB
BP29RB BP262EB
BP324AEB Citrobacter
BP30RB EQR)/R(@Q) amalonaticus KC689293 99 2,07
BP374BEB
BP336EB Pseudomonas
BP269EB EQ) plecoglossicida KC469709 %9 1,38
BP342EB . .
BP27RB E@Q)/R(1) Burkholderia tropica HQ023259 97 1,38
BP3EB .
BP32EB E (2) Rhizobium huautlense KC355318 99 1,38
BP7EB BP32ARB
BP10RB BP44EB N
BP28RB BP45ER E@)/R(4) Pantoea cypripedii JX556216 98 5,52
BP184RB BP47EB
BP59EB BP320EB
BP19EB BP180RB
BP34EB BP203RB
BP260EB BP46RB .
BP373EB BPA7RE E (10) /R (6) Enterobacter asburiae EU221358 99 11,03
BP20EB BP197RB
BP36EB BP48EB
BP37EB BP194RB
T o
BP43RB E()/R(5) Bacillus subtilis KF241533 99 4,83
BP200RB BP49ER
BP60RB
BP318EB
BP382EB Pectobacterium
BP13RB E@R)/R(2) cypripedii JF430157 99 3,45
BP31RB
BP319EB
BP3SEB E() Microbacterium EU714340 96 0,69
oxydans
BP42EB E (1) Enterobacter HQ683957 98 0,69
cancerogenus
BP35EB E() Bacillus JF899259 99 0,69

methylotrophicus




54

BP339BEB E (1) Paenibacillus HQ683877 96 0,69
illinoisensis
BP58EB E (1) Bacillus megaterium KC609020 99 0,69
BP343EB BP200RB
BP18RB BP46EB
BP53RB BP26ARB
BP59RB BP17ARB
BP26CRB BP25RB
BP267EB BP38RB
BP3RB BP40RB E (6) / R (20) Bacillus pumilus GU969599 99 17,93
BPO9RB BP56RB
BP12RB BP265EB
BP19RB BP14RB
BP34RB BP26BRB
BP51RB BP266EB
BP186RB BP316EB
BP371EB ..
BP24EB E (2) Pseudomonas mosselii KC293833 98 1,38
BP356ER E (1) Achromobacter JQ659574 99 0,69
insolitus
BP15EB
BP41RB E@)/R(1) Brevibacillus agri HM629394 99 2,07
BP27AEB
TR o
BP30EB EGB)/R(2) Enterobacter cloacae HM854373 98 4,83
BP42RB BP274EB
BP26EB
BP261EB E (1) Enterobacter aerogenes KF358443 97 0,69
BP323EB
BP185RB EQ)/R(2) Enterobacter ludwigii KF475838 98 2,07
BP210RB
BP334EB Pseudomonas
BP52RB EM/RQA) denitrificans NR_102805 9 1,38
BPSRB E@Q)/R(1) Pseudomonas sp AB461802 96 1,38
BP54EB ' '
BP188RB
BP206RB R (3) Klebsiella pneumoniae KC153122 99 2,07
BP209RB
BP5RB R (1) Bacillus safensis KF318396 99 0,69
BP61RB
BP65RB .
BP190RB R (4) Yokenella regenshurgei AB681877 99 2,76
BP177RB
BP35RB R (1) Bacillus altitudinis KC414719 99 0,69
BP44RB R (1) Bacillus aerophilus KC414720 99 0,69
BP55RB BP198RB Bacillus
BP66RB BP201RB R (6) amvloliauefaciens KF483660 99 4,14
BP71RB BP204RB yloliq
BP57ARB R (1) Bacillus cereus KF475814 99 0,69
BP16RB R (1) Pantoea sp. CP002433 96 0,69
BP187RB R (1) Serratia nematodiphila HF585498 99 0,69
BP212RB R (1) Klebsiella variicola JX968498 99 0,69
BP54RB R (1) Burkholderia sp. KF059273 95 0,69

E = endofitico / R =rizosférico; ID (%) = % identidade
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Tabela 2. Identificacdo molecular dos isolados fungicos endofiticos e rizosféricos de B.

purpurascens, baseado no sequenciamento da regido ITS.

Ambiente / N° Acesso no Freguéncia
Isolado Quantidade GenBank GenBank 1D (%) rela'?iva (%)
BP328EF
EE%EEE E (5) Codinaeopsis sp. EF488392 99 135
BP383EF
BP392BEF
BP364EF E (1) Bionectria ochroleuca HQ607832 99 2,7
BP16EF E (1) Penicillium purpurogenum GU566198 97 2,7
BP5EF BP33EF
o S X Gibberella moniliformis IN232122 99 21,6
BP386EF BP10EF
gggéggi E (2 Phomopsis sp. EF488379 99 5,4
BF;%;EBFE F E (2 Fusarium proliferatum HQ332533 99 5,4
BP14EF E (1) Fusarium oxysporum AY669123 99 2,7
BP329BEF E (1) Periconia macrospinosa FJ536208 99 2,7
BP33EF E (1) Hamigera insecticola JQ425375 98 2,7
BP40EF E (1) Talaromyces amestolkiae JX965247 99 2,7
BP55EF
BP189RF EQ/R(2) Fusarium concentricum HQ379635 99 8,1
BP32BRF
BP332EF E (1) Viridispora diparietispora JN049838 97 2,7
BP341EF
I§§§§5EEF E (4) Diaporthe sp. EF423549 95 10,8
BP326EF
ggiggsg R (2) Ceratocystis paradoxa JQ963886 99 54
BP62RF R (1) Curvularia affinis EF187909 99 2,7
BP191RF R (1) Neodeightonia phoenicum HQ443209 99 2,7
BP202RF R (1) Hypocreales sp. HQ248209 98 2,7
BP192RF R (1) Aspergillus brasiliensis JQ316521 97 2,7

E = endofitico / R = rizosférico; ID (%) = % identidade



