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Resumo

A associacdo de bactérias com plantas é amplamente estudada em diferentes ambientes,
principalmente com plantas cultivadas. Porém, é necessario expandir os estudos para a
associacdo de bactérias com plantas silvestres. Os objetivos do presente trabalho foram
isolar, caracterizar e identificar bactérias associadas a bromélias de cangas, e
correlacionar a diversidade de bactérias com as diferentes espécies de plantas, com as
caracteristicas do solo e com as diferentes populacdes amostradas. Foi realizada a coleta
de raizes de Dyckia excelsa, Dyckia leptostachya e Deuterocohnia meziana em trés
locais distintos: Fazenda S&o Jodo, Parque Municipal de Piraputangas, e Sitio
Arqueoldgico Lajedo, em Corumba, Mato Grosso do Sul, Brasil. Para contagem e
isolamento das bactérias epifiticas, as raizes foram imersas em tampéo PBS e agitadas a
100 rpm. As bactérias endofiticas foram contadas e isoladas apds a desinfecgdo
superficial dos tecidos, que foram triturados em tampéao PBS e submetidos a agitacao de
150 rpm. As amostras foram diluidas em tampdo PBS e semeadas em meio TSA 4% e
incubadas a 28 °C. A caracterizagdo morfoldgica baseou-se na forma, borda, brilho,
elevacdo, cor e tamanho, que foram utilizados para anélise de agrupamento. A anélise
de BOX-PCR consistiu na amplificacdo das regides boxA. Isolados representativos de
cada padrdo de banda e os que ndo tiveram seu DNA amplificado pela técnica de BOX-
PCR, tiveram a regido 16S rDNA sequenciada. A arvore filogenética foi construida
utilizando o programa MEGA6 com o método Neighbor-Joining. Foram feitas analises
de correlacdo para verificar a biodiversidade com as caracteristicas do solo, com as
espécies vegetais e com o tamanho das ilhas de solo. Os resultados das caracteristicas
morfoldgicas mostraram que existe alta diversidade fenotipica em sistemas radiculares

que foi confirmada através da técnica de BOX-PCR, a qual mostrou variabilidade
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intragenérica e intraespecifica nas bactérias isoladas das bromélias. Os resultados do
sequenciamento da subunidade 16S rRNA mostraram que o género Bacillus (54%) foi o
mais representativo dentre as sequéncias obtidas, seguido pelo género Alcaligenes,
Lysinibacillus e Paenibacillus. Foi observada uma correlagédo positiva da biodiversidade
bacteriana com algumas caracteristicas fisico-quimicas do solo: ferro, fésforo e argila.
O indice de Shannon-Wiener mostrou que existe uma diversidade moderada de
bactérias de acordo com as populagdes de bromélias amostradas. Um grande nimero de
bactérias identificadas com o género Bacillus € encontrado em ambientes semelhantes a
cangas, pois este género possui adaptacOes para sobrevivéncia em ambientes hostis,
como a producdo de enddsporos, capacitando-o para sobreviver em ambientes com
mudancas draméticas de temperatura. Em conclusdo as analises de BOX-PCR
complementou a técnica de sequenciamento, mostrando uma diversidade intragenérica e

intraespecifica entre os isolados.

Palavras-chave: bactérias, bromélias, sequenciamento

Abstract

The association of bacteria with plants is widely studied in different environments,
especially in cultivated plants. However, it is necessary to expand the studies to the
association of bacteria with wild plants. The aims of this study were to isolate,
characterize and identify bacteria associated with bromeliads from ‘“cangas”, and
correlate the diversity of bacteria with the different species of plants, with soil
characteristics and with the different populations sampled. It was collected roots of

Dyckia excelsa, Dyckia leptostachya and Deuterocohnia meziana in three distinct
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localities: Farm Sdo Jodo, Parque Municipal Piraputangas and Sitio Arqueoldgico
Lajedo in Corumbd, Mato Grosso do Sul State, Brazil. To count and isolation of
epiphytic bacteria, the roots were immersed in PBS buffer and agitated at 100 rpm. The
endophytic bacteria were counted and isolated after surface disinfection of tissues,
which were macerated in PBS buffer and subjected to agitation of 150 rpm. Samples
were diluted in PBS buffer and plated on trypticase soy agar 4% and incubated at 28 °
C. Morphological characterization was based on the shape, border, glossiness, elevation,
color and size, which were used for cluster analysis. The BOX-PCR analysis was to
amplify the regions boxA. Representative isolates of each fingerprint and those who did
not have their DNA amplified by BOX-PCR, had the 16S rDNA sequenced. The
phylogenetic tree was constructed using the MEGAG6 program with the neighbor-joining
method. Correlation analyzes were made to verify the biodiversity with the
characteristics of the soil, with the plant species and the size of the soil islands. The
results of the morphological characteristics showed that there is high phenotypic
diversity in root systems, confirmed by BOX-PCR analysis, which showed intrageneric
and intraspecific variability in bacteria isolated from bromeliads. The sequencing results
showed that the genus Bacillus (54%) was the most representative among the sequences
obtained, followed by the genus Alcaligenes, Lysinibacillus and Paenibacillus. The
results showed a positive correlation of bacterial biodiversity with some physical and
chemical characteristics of the soil: iron, phosphorus and clay. The Shannon-Wiener
index showed that there was a moderate range of bacteria according to the populations
sampled bromeliads. A large number of bacteria identified as Bacillus is found in
similar environments to sarongs because this genre has adaptations for survival in

hostile environments such as the production of endospores, enabling it to survive in
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environments with dramatic temperature changes. In conclusion the BOX-PCR analysis
complemented the sequencing technique, showing a intragenérica and intraspecific

diversity among the isolates.

Keywords: bacteria, bromeliads, sequencing.
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Introducao geral

Associacao de microrganismos endofiticos/epifiticos as plantas

O estabelecimento de espécies dentro de um ecossistema, muitas vezes, envolve
a associacdo e interacdo com outros organismos, como por exemplo, a relacdo
mutualistica com fungos micorrizicos e com bactérias fixadoras de nitrogénio (Peixoto
Neto et al. 2003). Dentre 0s organismos associados aos vegetais, existem aqueles que
vivem dentro de tecidos de vegetais que podem ser neutros, benéficos ou patogénicos,
os chamados endofiticos (Sikora et al. 2007). E também existem 0s organismos
epifiticos, que colonizam e se reproduzem na superficie do tecido vegetal (Bonatelli
2012) e juntamente com os endofiticos benéficos podem gerar uma resposta positiva da
planta.

A producdo de hormonios vegetais por bactérias endofiticas e epifiticas € um
tipo de relacdo que geralmente promove uma resposta benéfica a planta. Algumas
bactérias tem a capacidade de induzir resisténcia a doengas melhorando a saude e
nutricdo de plantas em resposta a associacdo (Giongo et al. 2013), prevenindo a
atividade e crescimento de patdégenos (Tewari e Arora 2013). Os microrganismos
associados podem ainda atuar direta e indiretamente na sobrevivéncia de plantas
submetidas a estresses abi6ticos (Compant et al. 2010). Como, por exemplo, 0 que
acontece nas interacGes simbidticas entre organismos epifiticos e fungos micorrizicos,
assim como a colonizagdo de raizes por bactérias biocontroladoras e promotoras de
crescimento vegetal (Bais et al. 2006).

Estes organismos podem ser considerados associativos e benéficos, e também
podem ser encontrados livremente convivendo com outros microrganismos na rizosfera,

local de intensa atividade microbiana gracas a existéncia de exsudatos radiculares, que
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sd0 compostos organicos presentes em vegetais, como acucares, aminoacidos,
vitaminas, enzimas e acidos organicos e até mesmo células da borda das raizes (Oliveira
et al. 2003; Rocha et al. 2004; Dakora e Phillipis 2002).

O conhecimento das espécies que fazem parte da comunidade bacteriana
associada as plantas é importante para a compreensao de como 0s processos biolégicos
relacionados as plantas sdo influenciados de acordo com os fatores ambientais, podendo
corroborar com a ideia que solos de ambientes naturais possuem uma alta diversidade
microbiana associada, em comparagéo a solos de ambientes manipulados (Kuklinsky -
Sobral 2003; Compant et al. 2010).

Para o conhecimento da comunidade de organismos, existem varias técnicas que
sdo utilizadas para o diagnostico da diversidade de microrganismos. A revisdo de Kent
& Triplett (2002) apresenta varias técnicas para acesso a comunidades microbianas, tais
como ITS - RFLP (Comprimentos de restricdo de fragmentos polimorficos), RAPD
(Amplificacéo aleatoria de DNA polimdrfico) e ARDRA (Analise de Restricdo do DNA
amplificado). Para analises de diversidade de microrganismos também é utilizada a
técnica de DGGE que permite caracterizar a comunidade bacteriana, identificando
espécies microbianas ndo observadas no isolamento (Lacava et al. 2006). Além dessas
técnicas, também sdo usadas sequéncias repetitivas do DNA genémico de procariotos,
pois essas regides apresentam elevado grau de polimorfismo e podem estar envolvidas
em processos evolutivos na adaptacdo de microrganismos a ambientes extremos (van
Berkum 1999).

Uma dessas sequéncias repetitivas € o chamado BOX, cuja sequéncia €
composta por trés subunidades (boxA, boxB e boxC), sendo considerada a subunidade
A altamente conservada em diversas espécies de bactérias e geralmente ausente em

bactérias Gram positivas (Koeuth et al. 1995). Segundo Hungria et al. (2008b) e Menna
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et al. (2009), a técnica de BOX — PCR ¢ eficiente, pois resulta em perfis com maior
bandeamento, além de ser uma técnica barata por utilizar somente um primer, sendo
possivel a identificagdo da diversidade intragenérica ou intraespecifica.

A caracterizacdo genotipica de bactérias associadas a tecidos vegetais € uma
ferramenta Gtil na identificacdo dos isolados, sendo que uma das técnicas mais
utilizadas que contribui para o posicionamento taxonémico das espécies microbianas € o
sequenciamento das regides 16S, 23S e 5S que codificam o RNA ribossomal, podendo
ser usado também para estudos de diversidade, pois sdo moléculas universais,
constantes, com funcdes especificas e estaveis durante todos os estagios da evolugéo,
que ndo sofrem alteracbes de acordo com as mudancas ambientais (Woese 1992).
Geralmente, o gene 16S rRNA ¢é usado para estudos de diversidade de bactérias por ser
um gene altamente conservado que permite a identificacdo de bactérias em nivel de
género e até mesmo de espécie (Garrity & Holt 2001). Assim, a anélise do gene 16S
deve ser preferencialmente aplicada em estudos de taxonomia e filogenia, porém muitas
vezes ndo possibilitam a diferenciacdo de estirpes, havendo a necessidade de se buscar
outros métodos (Hungria et al. 2008a).

Associada as técnicas moleculares de avaliacdo da diversidade e posicionamento
taxonémico, os dados oriundos de cultivo in vitro, tais como dados morfoldgicos,
fisioldgicos e bioquimicos, também sdo utilizadas para estudo de diversidade
microbiana, apesar de ndo fornecerem detalhes sobre a diversidade genética dos
isolados (Moreira et al. 2010).

Em espécies vegetais em geral, alguns trabalhos relatam a diversidade de
bactérias endofiticas e epifiticas, como o de Brasil et al. (2005) que observaram grande
diversidade em bactérias endofiticas e epifiticas em gramineas no Pantanal Sul-

Matogrossense. Uku et al. (2007) registraram alta diversidade associada a Cymodocea
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rotundata, uma espécie vegetal marinha, que apresentou diferengcas na composicdo de
espécies associadas em dois locais diferentes. Okazaki et al. (2014) também relataram
alta diversidade de bactérias localizadas na superficie de raizes de beterraba, com 531
cepas distribuidas em diferentes posi¢Ges taxonémicas. Bhore et al. (2013), constataram
uma alta diversidade de bactérias endofiticas associadas a espécies vegetais de
importancia medicinal. Assim como, Sun et al. (2008), relataram que existe uma
diversidade abundante em sistemas radiculares de arroz. E importante ressaltar que a
maioria dos estudos relacionados a diversidade de bactérias é voltada para espécies
cultivadas, havendo uma escassez de estudos com espécies silvestres.

Com relacdo ao isolamento de bactérias em espécies pertencentes a familia
Bromeliaceae Juss., alguns trabalhos foram desenvolvidos com Vriesea gigantea
Gaudchi. (Ambrosini et al. 2007) e Tillandsia aeranthos (Loiseleur) L.B. Smith
(Giongo et al. 2013), por exemplo. O trabalho de Giongo et al. (2013), abordou a
presenca de bactérias provenientes de tanques de agua e da superficie de folhas (V.
gigantea) e de origem endofitica e da filosfera (T. aeranthos), os quais foram avaliados
quanto a diferentes caracteristicas com potencial para a promoto¢do de crescimento
vegetal, tais como producdo de sideroforos e acido indol-acético (AlA), assim como
solubilizacdo de fosfatos e amplificacdo do gene nifH. Mais de 90% dos isolados
bacterianos foram capazes de solubilizar fosfatos, e mostraram uma alta diversidade
morfoldgica, fisioldgica e genética. A capacidade destes microrganismos de produzir
sideroforos e solubilizar fosfato propicia a sobrevivéncia do vegetal em ambientes em
que ha uma escassez destes nutrientes, exercendo, portanto seu papel ecoldgico nos
diferentes habitas (Giongo et al. 2013).

Reginatto (2008) encontrou maior diversidade de bactérias associadas as

cisternas do que bactérias endofiticas em espécies de bromélias na Mata Atlantica,
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assim como isolados fixadores de nitrogénio atmosférico, produtores de enzimas
extracelulares e solubilizadores de fosfatos.

Reginatto (2008) também encontrou uma grande diversidade de bactérias
endofiticas associadas a especies de bromélias na Mata Atlantica, as quais apresentaram
diferentes fungdes, desde a fixagdo bioldgica de nitrogénio e producdo de enzimas, até a
solubilizacdo de fosfatos.

Desta forma, é importante pesquisar e conhecer as interacGes que existem entre
espécies de bromélias e bactérias, verificando, como foi observado por Giongo et al.
(2013) e Reginatto (2008), se existem espécies bacterianas que colaboram no
estabelecimento das espécies vegetais em ambientes deficientes em nutrientes, e

também se existe uma diversidade consideravel em ambientes naturais.

Familia Bromeliaceae

A variedade de espécies de bromélias foi dividida recentemente em oito
subfamilias:  Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al. 2011).
Bromeliaceae contém 3.350 espécies conhecidas e 58 géneros (Luther 2012). E uma
familia de monocotiled6neas de grande importancia ecoldgica na Mata Atlantica e nos
campos rupestres (Lindholz et al. 2010).

Esta familia é conhecida por ser dominada por espécies epifitas, porém também
é representada por espécies terrestres, rupicolas e saxicolas (Versieux et al. 2008). Séo
conhecidas espécies comestiveis como a Ananas comosus L., e também espécies com
diferentes usos, como medicinais, utilizadas na industria téxtil, ornamentais e de
importancia ecoldgica (Hornung-Leoni 2011). Possui restricdo em sua distribuicdo

geografica e ha um grande nimero de espécies endémicas (Acebey et al. 2010). Com
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excegdo de Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr., que ocorre no oeste da
Africa (Porembski & Barthlott 1999), a familia Bromeliaceae tem distribuicdo nas
Américas, ocorrendo desde o Sul do Estados Unidos até o Norte da Patagbnia, na

Argentina (Givnish et al. 2004).

Dentre diferentes espécies que pertencem a familia Bromeliaceae, estdo
incluidas as espécies Dyckia excelsa Leme, Dyckia leptostachya Baker e Deuterocohnia
meziana Kuntze ex Mez, pertencentes a subfamilia Pitcairnioideae (Smith & Downs
1974). A espécie Dyckia excelsa é saxicola, com caule curto a longo, propagando-se
através de brotos, com altura entre 70 e 130 cm de altura, as folhas se distribuem em
formato de uma roseta, com distribuicdo restrita, essa espécie sO ocorre nos
afloramentos rochosos, localizados nos municipios de Corumba e Ladario, no leste de
Mato Grosso do Sul (MS) (Paggi et al. 2015). A espécie Dyckia leptostachya é uma
erva perene terrestre, medindo 0,3 m de altura, é utilizada como planta ornamental e
como forrageira, rebrotando apds as queimadas, possui distribuicdo nos estados de Mato
Grosso, MS, Minas Gerais, Parand e nos campos arenosos do litoral de Santa Catarina e
do Rio Grande do Sul, ocorrendo também na Bolivia, Paraguai e Argentina (Pott & Pott
1994). Deuterocohnia meziana é encontrada em Corumba (MS), no sudeste da Bolivia e
no nordeste do Paraguai, suas folhas e flores possuem caracteristicas variaveis, e as
sépalas podem ser rosa, avermelhado, amarelo ou laranja, e as pétalas possuem um tom
esverdeado (Schiitz 2014). Todas as trés espécies ocorrem em Corumba (MS) nas
bancadas lateriticas, apresentando caracteristicas para adaptacdo nesses ambientes

(Figura 1).
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Figura 1. llhas de solo de espécies de Bromeliaceae em Corumba-MS, Brasil. (A)

Deuterocohnia meziana; (B) Dyckia excelsa; (C) Dyckia leptostachya.

Bancadas lateriticas

No Brasil, as lateritas endurecidas, também conhecidas como cangas, ocorrem
principalmente no Planalto Central e no Nordeste, enquanto na regido amazonica sua
distribuicdo se da de forma mais ampla como plintita (laterita ndo endurecida)
(Bigarella et al. 2007). As maiores reservas de minério de ferro do pais encontram-se no
Quadrilatero Ferrifero (Minas Gerais-MG), Serra de Carajas (Para-PA), Caetité (Bahia-
BA) e Morraria do Urucum (MS) (Carmo et al. 2012), mas a exploragdo econdmica sem
o0 devido planejamento ambiental tem sido a principal ameaca a flora destes habitats
(Jacobi et al. 2007).

Nos afloramentos rochosos podemos encontrar uma vegetacdo adaptada a
condicBes com altos niveis de insolagdo, grande amplitude térmica, auséncia de solo e

escassez de agua, além de ventos e enxurradas (Takahasi 2010). Esse tipo de vegetagdo
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ocorre nas chapadas areniticas e quartiziticas do Centro-Oeste e Sul brasileiro, e séo
denominados campos ferruginosos (Rizzini 1997).

As bancadas lateriticas das Morrarias do Urucum e do Rabicho, em Corumb4,
MS, localizam-se nas areas de drenagem (em torno de 100 m de altitude) no sopé destes
morros, possuem pequena declividade e sdo formadas por material lateritico endurecido
de natureza ferrifera (Cardoso et al. 2000), com pouca aptiddo para usos agricolas ou
pastoris (Pott et al. 2000). Estes substratos ferruginosos endurecidos podem ser
considerados ecossistemas similares aqueles em afloramentos rochosos onde as plantas
vasculares se estabelecem diretamente sobre o substrato endurecido ou entre fragmentos
de rochas (plantas saxicolas) ou na forma de agrupamentos referidos em diversos
estudos como ilhas de solo (Burbanck & Platt 1964, Shure & Ragsdale 1977, Philips
1981, Meirelles et al. 1999, Conceicéo et al. 2007, Ribeiro & Medina 2007, Sarthou et
al. 2009, Takahasi 2010) (Figura 1).

A restricdo ambiental nestes ambientes limita 0 nimero de espécies de plantas
estabelecidas, contribuindo para o isolamento reprodutivo destas populacGes e, por sua
vez, conferindo um elevado grau de endemismo a estes ambientes (Porembski 2007).
No Brasil, isso parece ser consistente para espécies saxicolas dos géneros
Coleocephalocereus, Melocactus (Cactaceae) (Barthlott et al. 1993, Porembski et al.
1998) e Alcantarea (Bromeliaceae Juss.) (Porembski et al. 1998), assim como para
Velloziaceae (Barthlott et al. 1993), destacando-se a ocorréncia do centro de dispersdo
para estes dois ultimos taxons no sudeste brasileiro.

Segundo Takahasi (2010), devido as caracteristicas ambientais nesses
afloramentos, as plantas dessas areas apresentam caracteristicas morfologicas e
fisiolégica que permitirdo sua adaptacdo, como por exemplo, plantas suculentas e

presenca de caules volumosos, assim como a presenca de espinhos para evitar a perda
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de agua (Barthlott et al. 1993). A vegetacdo é composta inicialmente por algas e liquens,
espécies pioneiras na colonizacdo de ambientes rochosos, e posteriormente por plantas
pecilohidricas ou suculentas, que se instalam nas depressGes preenchidas por
sedimentos, materiais organicos e decomposicdo da rocha matriz, como por exemplo,

cactos e bromélias (Hambler 1964, Meirelles et al. 1999) (Figura 2).

Figura 2. Regides caracterizadas como bancadas lateriticas, apresentando uma
vegetacdo caracteristica, Corumba-MS, Brasil. (A) e (B) ilhas de bromélias; (C)

bancada lateritica; (D) individuo de Cactaceae.

Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar morfoldgica e molecularmente as
bactérias endofiticas e epifiticas associadas a individuos de Dyckia excelsa, Dyckia
leptostachya e Deuterocohnia meziana, que ocorrem em bancadas lateriticas da regido

da Morraria do Urucum em Corumbéa-MS.
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Objetivos Especificos

v’ lIsolar e caracterizar morfologicamente os isolados endofiticos e epifiticos
obtidos;

v Avaliar a diversidade intragenérica ou intraespecifica dos isolados por meio da
técnica de BOX-PCR;

v Identificar taxonomicamente bactérias isoladas através do sequenciamento do
gene 16S rRNA,;

v" Relacionar, comparar e correlacionar a diversidade de bactérias as espécies de
plantas em estudo, aos locais onde as plantas foram coletadas, ao tamanho

insular e as caracteristicas fisico-quimicas do solo, respectivamente.
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RESUMO

A diversidade de bactérias associadas a espécies vegetais silvestres ainda é pouco
relatada, principalmente aquelas crescidas em associagdo com bromélias. Neste trabalho
foram isoladas e identificadas bactérias epifiticas e endofiticas de raizes de Dyckia
excelsa, Dyckia leptostachya e Deuterocohnia meziana, que ocorrem em cangas no
Pantanal Sul-Mato-Grossense, Brasil. A diversidade de bactérias foi correlacionada com
diferentes aspectos populacionais, espécies de plantas e caracteristicas do solo. Foram
isoladas bactérias epifiticas das raizes lavadas e bactérias endofiticas de raizes
desinfestadas superficialmente. Dilui¢do seriada dos tecidos macerados foi semeada em
meio Tryptic Soy Agar a 4% para a contagem e isolamento das bactérias. As regides
boxA foram amplificadas utilizando o primer ALR. Bactérias representativas de cada
padrdo de bandas, e aquelas que ndo apresentaram produto de amplificacdo, foram
selecionadas para o sequenciamento da regido 16S rRNA, utilizando os primers 27F e
Amp2. Os resultados de BOX-PCR revelaram a presenca de diversidade intragenérica e
intraespecifica, diferenciando as estirpes. Foi detectada uma alta diversidade fenotipica
e genética utilizando as técnicas de morfologia e BOX-PCR, que permitiu um maior
acesso a diversidade intragenérica e intraespecifica, possibilitando a diferenciacédo de
estirpes. O sequenciamento e a filogenia mostraram um ndmero menor de bactérias
pertencentes ao género Microbacterium e Brevibacterium, e maior identificacdo de
isolados pertencentes ao género Bacillus, que € bastante conhecido pela capacidade de
esporulacdo e maior tempo de sobrevivéncia em areas mais hostis. Além disso, maior
biodiversidade foi observada com o aumento na concentracao de ferro, fosforo e argila

nos solos amostrados.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus, cangas, diversidade, endofiticas, epifiticas.
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ABSTRACT

The diversity of bacteria associated with wild plant species is still underreported,
especially those grown in association with bromeliads. In this work we were isolated
and identified epiphytic and endophytic bacteria roots Dyckia excelsa, Dyckia
leptostachya and Deuterocohnia meziana occurring in “cangas” in the Pantanal South
Mato Grosso, Brazil. The diversity of bacteria was correlated with various aspects
population, species of plants and soil characteristics. They were isolated epiphytic
bacteria from washed roots and endophytic bacteria sterilized roots surface. Serial
dilution of macerated tissue was plated on Tryptic Soy Agar medium at 4% for counting
and isolating the bacteria. The boxA regions were amplified using the primer A1R.
Bacteria representative of each pattern of bands, and those who did not have amplicon,
were selected for the sequencing of the 16S rRNA region using the primers 27F and
AMP2. The BOX-PCR data showed the presence of intragenérica and intraspecific
diversity, differentiating the strains. A high phenotypic and genetic diversity using
morphological techniques and BOX-PCR, which allowed greater access to intragenérica
and intraspecific diversity, enabling the differentiation of strains was detected. The
sequencing and phylogeny showed less bacteria belonging to the genus Mycobacterium
and Brevibacterium, and greater identification of isolates belonging to the genus
Bacillus, which is well known for sporulation capacity and longer survival in hostile
locations. Furthermore, most biodiversity was observed with increasing concentration of

iron, phosphorus and clay in the soil sampled.

KEYWORDS: Bacillus, “cangas”, diversity, endophytic, epiphytic.
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INTRODUCAO

A diversidade de bactérias esta relacionada com o ambiente em que estes
organismos vivem, dentro de seus habitats e entre os habitats (Fierer e Lennon 2011),
integrando a comunidade microbiana que participa de interacGes que ocorrem dentro de
um ecossistema, como é o caso das relacdes planta-bactéria (Kuske et al. 2002; Peixoto
Neto et al. 2003). Estas relagcdes podem trazer respostas positivas, neutras ou
prejudiciais para um ou ambos 0s organismos envolvidos, dependendo do tipo de
associacao. As bactérias podem estar presentes dentro dos tecidos vegetais, como folhas
e raizes, ou apenas superficialmente, habitando a rizosfera, local onde ha intensa
atividade microbiana devido a presenca de substancias exsudadas pelas raizes das

plantas (Oliveira et al. 2003; Sikora et al. 2007; Bonatelli 2012).

A diversidade de bactérias associadas a plantas é estudada amplamente em
espécies cultivadas, como pastagens, arroz, beterraba, soja e plantas medicinais
(Kuklinsky- Sobral et al. 2004; Brasil et al. 2005; Sun et al. 2008; Bhore et al. 2013,;
Okazaki et al. 2014), dentre outras espécies de interesse econémico devido a
necessidade de buscar inoculantes bacterianos que possam ser utilizado nas lavouras,
para procurar reduzir o uso de adubos quimicos que prejudicam o meio ambiente, porém

0 estudo com plantas silvestres é pouco relatado e explorado.

Para a caracterizagdo e analise da diversidade bacteriana, geralmente o
sequenciamento da regido 16S que codifica 0 RNA ribossomal é utilizado, por ser capaz
de identificar bactérias no nivel de género e até mesmo de espécie, ser uma regido
conservada dentro das espécies de bactérias, ser uma molécula universal, constante, com
funcdes especificas e por ter estabilidade durante os processos evolutivos, ndo sofrendo

alteragdes com as mudangas ambientais (Woese 1992; Garrity e Holt 2001; Fierer e
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Lennon 2011). Assim, sua utilizacdo é eficaz nos estudos de taxonomia e filogenia,
porém h& a necessidade de se buscar outras técnicas que diferenciam estirpes (Hungria
et al. 2008a), auxiliando as analises de filogenia do gene 16S rRNA. Para este caso,
sequéncias repetitivas do DNA gendmico de bactérias podem ser utilizadas, pois
apresentam grande polimorfismo e podem possivelmente estar envolvidas na adaptacéo
destes organismos a ambientes hostis (van Belkum 1999). As sequéncias repetitivas
BOX, por exemplo, sdo compostas por trés subunidades boxA, boxB e boxC, em que a
subunidade boxA é a mais conservada nas espécies bacterianas, resultam num maior
namero de bandas, e além disso, a técnica chamada BOX-PCR pode ser desenvolvida
com baixo custo devido a utilizacdo de apenas um primer (Koeuth et al. 1995; Hungria
et al. 2008b; Menna et al. 2009).

Sabendo-se das caracteristicas que podem ser identificadas através das diferentes
técnicas, ha a necessidade de buscar trabalhos relacionados com espécies de plantas ndo
cultivadas, buscando entender a relacdo bactéria — planta nos seus ambientes naturais,
relatar a existéncia de espécies ainda nao catalogadas para a regido e descrever a
associacdo de bacteérias ja registradas com outras espéecies de plantas, como por
exemplo, espécies pertencentes a familia Bromeliaceae Juss.

Os estudos envolvendo a relacdo bactéria-planta em Bromeliaceae foram
registrados em alguns trabalhos, porem em regides de Mata Atlantica, como o0s
trabalhos de Ambrosini et al. (2007) e Giongo et al. (2013), que desenvolveram estudos
com Vriesea gigantea Gaudchi. e Tillandsia aeranthos (Loiseleur) L.B. Smith. Giongo
et al. (2013), isolou bactérias provenientes de tanques de agua e da superficie de folhas
(V. gigantea) e de origem endofitica e da filosfera (T. aeranthos). Os isolados foram
submetidos a testes que identificam o potencial para a promoc¢do de crescimento

vegetal, como producdo de sideréforos e acido indol-acético (AlA), e também testes
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para verificar a capacidade de solubilizar fosfatos, além de verificar a presenca de gene
nifH nos isolados. Quase todos os isolados bacterianos foram capazes de solubilizar
fosfatos (90%), e mostraram uma alta diversidade morfoldgica, fisioldgica e genética, e
uma boa porgéo foi identificada como Bacillus. O trabalho mostrou entéo a capacidade
destes microrganismos sobreviver e facilitar o estabelecimento de espécies vegetais em
ambientes em que ha uma escassez destes nutrientes, exercendo, portanto seu papel
ecoldgico nos diferentes habitats (Giongo et al. 2013).

Existem algumas espécies de plantas pertencentes a familia Bromeliaceae, como
a espécies Dyckia excelsa Leme, D. leptostachya Baker e Deuterocohnia meziana
Kuntze ex Mez., que ocorrem nos afloramentos rochosos dos municipios de Corumbé e
Ladario, Mato Grosso do Sul (MS) e se encontram, na maioria das vezes, formando
agrupamentos em ilhas de solo em regides chamadas de cangas, ou bancadas lateriticas,
que ocorrem principalmente no Planalto Central e no Nordeste brasileiro, os quais
também j& foram denominados de campos ferruginosos (Pott e Pott 1994; Rizzini 1997,
Bigarella et al. 2007; Conceicéo et al. 2007; Schitz 2014; Paggi et al. 2015).

Tendo em vista a importancia de se estudar microrganismos associados as
plantas ndo cultivadas, o objetivo deste estudo foi isolar, caracterizar e identificar
bactérias endofiticas e epifiticas associadas a individuos de D. excelsa, D. leptostachya
e D. meziana, pertencentes a familia Bromeliaceae. Estas espécies ocorrem em bancadas
lateriticas da regido da Morraria do Urucum em Corumba-MS. Para tanto foram
utilizados a analise da morfologia das col6nias, a técnica de BOX-PCR e o
sequenciamento do gene 16S rRNA,. O conjunto de dados obtidos permitiu identificar,
caracterizar e avaliar a diversidade intragenérica e intraespecifica dos isolados,
relacionando a diversidade de espécies de bactérias encontradas com as plantas em

estudo e entre as populacBes de bromélias. Além disso, foi feita a correlacdo da
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diversidade de bactérias com o tamanho insular e com as caracteristicas fisico-quimicas

do solo.

MATERIAL E METODOS

AREAS DE ESTUDO

A coleta do material vegetal foi feita em trés locais diferentes em areas de
bancadas lateriticas localizados no municipio de Corumba-MS, Brasil. Os locais foram:
Fazenda Sdo Jodo (FSJ) (19°10°45,53”S e 57°32°17,67”W); Parque Municipal de
Piraputangas (PMP) (19°14°37,27”S e 57°38°15,09”W); e Sitio Arqueologico Lajedo
(SAL) (19°14°11,41”S ¢ 57°38°44,81”W).

Foram coletados trés individuos de D. excelsa (DE) na FSJ; nove individuos de
D. leptostachya (DL) nas trés localidades, trés individuos por localidade; e seis
individuos da espécie Deuterocohnia meziana (DM), em duas localidades, PMP e SAL,
trés individuos por localidade, uma vez que a ocorréncia das espécies de bromélias nas
regides é desigual. Foi coletado um individuo por ilha, sendo essas ilhas de tamanhos

diferentes.

ISOLAMENTO DAS BACTERIAS EPIFITICAS E ENDOFITICAS, E CONDICOES
DE CULTIVO

A obtencdo dos isolados bacterianos a partir das raizes foi feita seguindo
instrucdes de Kuklinsky-Sobral (2003). As raizes foram coletadas em campo e

armazenadas dentro de sacos plasticos em um isopor contendo gelo. As raizes foram
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lavadas em &gua corrente para retirada do excesso de solo agregado as raizes e
posteriormente pesadas.

Para a obtencéo das bactérias epifiticas, 3g de raiz foram colocados em frascos
de Erlenmeyer (250 mL), contendo 25 pérolas de vidro (0,1 cm de didmetro) e 50 ml de
tampéo PBS (1,44 g L * de Na2HPO4; 0,24 g L * de KH2POg4; 0,20 g L * de KCI; 8,00 ¢
L 1 de NaCl; pH 7,4). Os frascos contendo as raizes foram submetidos a agitacao (100
rpm) a 28° C por 1 h. Em seguida, as amostras foram diluidas (102a 10°) em tampao
PBS e semeadas em placas de petri contendo o meio TSA 4% (Tryptic Soy Agar,
Kasvi), suplementado com um fungicida Cercobin 700WP (50 pg mL 1), utilizando trés
repeticdes por diluicdo seriada.

Apos a retirada das bactérias epifiticas, as bactérias endofiticas foram isoladas
por meio de desinfeccdo superficial dos tecidos, que consistiu das seguintes etapas:
lavagem por 1 min em etanol 70%, 3 min em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2% de
cloro ativo (v/v) acrescido de Tween 20 (1 mL L ) e 30 s em etanol 70%, seguido de
duas lavagens em agua destilada esterilizada. Os tecidos foram triturados em 10 mL de
tampdo PBS com o auxilio de cadinho e almofariz. Em seguida, todo o material foi
transferido para tubos Falcon de 15 mL e incubados sobre agitacdo (150 rpm) a 28° C
por 1 h. Diluicdes seriadas (102a 10°) em tampao PBS foram semeadas em placas de
petri contendo TSA 4% suplementado com fungicida Cercobin 700WP (50 pug mL 1),
utilizando trés repeticdes por dilui¢do seriada.

As placas foram incubadas a 28° C e avaliadas aos dois e oito dias de
crescimento. Para confirmar se o processo de desinfeccdo foi bem feito, aliquotas da
agua destilada utilizada na ultima lavagem foram semeadas em placas de petri contendo
TSA 4% suplementado com fungicida Cercobin 700WP (50 pg mL 1) e incubadas a 28°

C por oito dias.
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A populacgéo bacteriana por grama de tecido vegetal fresco foi estimada pela
contagem de coldnias cultivadas em meio TSA 4%. A caracterizagdo morfoldgica da
col6nia (tamanho, borda, cor, formato, elevacao, brilho) foi utilizada para separar o0s

isolados em grupos primarios seguindo recomendacdes do Bergey’s Manual® of

Systematic Bacteriology (Garrity et al. 2004). Estas caracteristicas foram utilizadas para

a criacdo de dendrogramas através do programa PAST versdo 2.17 (Hammer et al.
2001), utilizando Jacard como coeficiente de similaridade. Colénias caracteristicas de
cada tipo morfoldgico foram purificadas, repicadas e estocadas em duas formas
diferentes de armazenamento, em frascos de 5 ml contendo TSA 4% suplementado com
glicerol 100% e armazenados a temperatura ambiente, e em microtubos contendo

glicerol 50% e armazenados a -70° C.

AMPLIFICAQAO BOX-PCR E SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA

Os isolados foram divididos em grupos através da semelhanca morfoldgica e
utilizadas para amplificacdo da regido boxA, utilizando o primer AIR (5°-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3) (Versalovic et al. 1994). Colonias isoladas e
purificadas foram suspendidas em 100 uL de d4gua miliQ e misturadas em vortex. Para a
amplificacdo por PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) das regies genémicas foi
utilizado 1 pL da suspensdo de células. O volume final da reacéo foi de 25 pL contendo
1X tampao, 1,75 mM de MgCl2, 0,3 mM de dNTP, 1 uM de primer A1R e 0,75 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen™). As amplificagdes forma feitas em termociclador
Veriti 96-pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando o programa de
ciclos: um ciclo a 96° C por 10 min, 40 ciclos de 1 mina 94° C, 1 mina53°Ce 8mina
65° C; e 16 min a 65° C. O produto amplificado foi observado em gel de agarose 2% a

60 V por 6 h e fotografados com o Sistema KODAK Gel Logic 100 (Eastman Kodak
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Company, 2002-2005). Os perfis dos amplicons foram analisados através do software
GelCompar 1I® versdo 6.5 (Applied Maths, Bélgica), gerando uma matriz com dados
binérios, os quais foram submetidos a um agrupamento hierarquico, utilizando Jacard
como coeficiente de similaridade, o algoritmo Ward e a distancia euclidiana como
unidades de medida.

Isolados representativos de cada perfil obtido a partir da técnica de BOX-PCR,
ou seja, com padrdes de bandas semelhantes, tiveram o seu gene 16S rRNA amplificado
para o sequenciamento total. Todos os isolados que ndo tiveram seu DNA amplificado
pela técnica de BOX-PCR, devido a ndo amplificacdo da regidao boxA, também foram
selecionados para o e sequenciamento do gene 16S rDNA.

A extracdo de DNA destinado ao sequenciamento bacteriano foi feita seguindo
protocolo de extracdo de Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Apos a extracao, o
gene 16S rDNA foi amplificado por PCR utilizando os iniciadores 27F (5’-AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3’) (Furushita et al. 2003) e Amp2 (5’-AAG GAG GTG
ATC CAR CCG CA-3’) (Wang et al. 1993), que geram um amplicon com 1500 pb. O
volume total da reacdo foi de 50uL contendo: 1X tampéo, 1,75 mM de MgCly, 0,25mM
de dNTP, 0,20 uM de primer 27F e de primer Amp2, 1,5 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen™) ¢ 1uL rDNA (200ng/uL). A reagdo de PCR foi feita em termociclador
Veriti 96-pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com o seguinte protocolo
de amplificacdo: uma etapa inicial de desnaturacdo (94° C por 3 min), seguido por 30
ciclos intermediérios (94° C por 1 min, 60° C por 1 min, 72° C por 1 min e 30 s) e uma
etapa final de extensdo (72° C por 5 min). Apos a amplificacdo, foi feita a analise em
gel de agarose (1 %) a 80 V por 1 h 30 min e fotografados utilizando o Sistema

KODAK Gel Logic 100 (Eastman Kodak Company, 2002-2005). Os produtos da PCR
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foram precipitados com acetato de aménia 7M (NHsAc), etanol absoluto e etanol 70%,
e enviados para sequenciamento na empresa Macrogen, Coréia do Sul.

As sequéncias foram analisadas no programa BLASTnN contra a base de dados do
NCBI (National Center for Biothenology Information website

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)). Para construcdo da arvore filogenética, as sequéncias

foram alinhadas usando o programa Clustal W (Thompson et al.1994) e a arvore
baseada na comparacao das sequéncias foi construida usando o método Neighbor-
Joining (Saitou e Nei 1987). A distancia evolucionaria foi computada usando o método
Kimura 2-parametros (Kimura 1980) com bootstrap de 1000 repeticGes e a analise

filogenética foi conduzida no programa MEGAG6 (Tamura et al. 2013).

CARACTERISTICAS DO SOLO

Amostras de solo de cada ilha foram coletadas e submetidas a analises fisico-
quimicas. Para a anélise granulométrica foi utilizado o Método da Pipeta que consiste
na velocidade de queda das particulas que compdem o solo (Embrapa 1997). E para as
analises quimicas (pH, fosforo e ferro), foi utilizado o método Mehlich (Volkweiss e

Raij 1977).

INDICE DE DIVERSIDADE DE SHANNON-WIENER

Para analises de correlagdo da diversidade com o tamanho das ilhas e com as
caracteristicas fisico-quimicas do solo, foi utilizada a correlacdo de Pearson pelo
programa BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007). A estimativa da diversidade foi feita através
do indice de Shannon-Wiener calculando-se o niumero de espécies bacterianas (riqueza)
obtidos através do sequenciamento do gene 16S rRNA, a abundancia relativa e o indice

calculado atraves da formula: H = -sum (Pi In [ Pi] ), em que Pié o numero de
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individuos de cada espécie, dividido pelo nimero total de individuos de todas espécies.
A relacdo entre as espécies detectadas foi avaliada pelo indice de Equitabilidade,
utilizando a formula: E = H/ [In S], em que S € o nimero de espécies detectadas e H é o

indice de Shannon-Wiener.

RESULTADOS

CONTAGEM DO NUMERO DE BACTERIAS ENDOFITICAS E EPIFITICAS

O numero estimado de bactérias endofiticas presente em D. leptostachya foi de
30 x 10° bactérias /g tecido fresco enquanto que o de bactérias epifiticas foi de 25,7 x
10° de bactérias /g tecido fresco. Ja em D. excelsa, foram contabilizadas 42 x 107
bactérias endofiticas e 84 x 10° bactérias epifiticas, ambas as espécies vegetais
localizadas na Fazenda Sao Jodo. No Parque Municipal de Piraputangas,
contabilizaram-se 1,45 x 107 bactérias epifiticas e 3,98 x 10° endofiticas associadas a D.
leptostachya enquanto que foi observada uma populagio de 1 x 10° bactérias epifiticas,
porém nenhuma de bactérias endofiticas em D. meziana. No Sitio Arqueolégico Lajedo
foram observadas 7,95 x 10° bactérias endofiticas e 39 x 107 epifiticas associadas em D.
leptostachya, e 8,2 x 10° bactérias epifiticas e 9,9 x 107 endofiticas em D. meziana.
Foram obtidos um total de 39 bactérias endofiticas e 71 bactérias epifiticas que
apresentaram diferentes tipos morfologicos. Das 71 bacteérias epifiticas, 28 foram
isoladas da espécie D. leptostachya, 29 isoladas de D. meziana e 14 de D. excelsa.
Dentre as 39 bactérias endofiticas, 23 foram isoladas de D. leptostachya, 14 de D.

meziana e duas de D. excelsa (Tabela 1).
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

A caracterizacdo das bactérias com base na morfologia das colénias permitiu o
agrupamento de grupos semelhantes e a visualiza¢ao da diversidade fenotipica. O
dendrograma do agrupamento morfolégico mostrou que ha maior diversidade de
bactérias endofiticas do que epifiticas, mesmo que o numero de isolados bacterianos

endofiticos tenha sido menor (Figura 1).

As bactérias epifiticas formaram quatro grupos enquanto que as bactérias
endofiticas apresentaram cinco grupos sendo que o grupo 3 das bactérias epifiticas e 0
grupo 4 das endofiticas formaram aqueles que apresentam maior dissimilaridade
(Figura 1). Apesar de ter menos grupos entre os isolados epifiticos, ocorreu a formacéo
de mais subgrupos, totalizando 16 subgrupos, com o subgrupo 3 apresentando maior
numero de isolados e com 100% de similaridade entre si (Figura 1). Dentro dos grupos
de bacteérias endofiticas foi observado a formacédo de 11 subgrupos, com o subgrupo 6
apresentando maior nimero de isolados e também com 100% de similaridade entre si
(Figura 1). Os dados morfoldgicos ndo séo determinantes para observacao da real
diversidade de organismos epifiticos e endofiticos, entretanto eles mostram a
diversidade fenotipica e indicam que ha uma diversidade ainda maior ao nivel genético

para as bactérias isoladas das raizes das plantas em estudo.

BOX-PCR

As analises genéticas de BOX-PCR foram realizadas em 40% dos isolados, pois
alguns dos isolados foram perdidos por contaminacéo devido ao transporte até o
Laboratorio Multiusuario da EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica, RJ. Além disso,

alguns isolados ndo apresentaram produto de amplificacdo por PCR da regido boxA.
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Os isolados analisados pela técnica de BOX-PCR revelaram mais diversidade
dentro dos grupos formados quando comparados as analises morfoldgicas (Figura 2A e
B). A andlise dos grupos separadamente mostra que ha uma diversidade intragenérica
ou mesmo intraespecifica (Figura 3). Por exemplo, os géneros Bacillus e Lysinibacillus,
representados na Figura 3 pelos isolados ERPO5 e ERP10(1), e LRP12(2), MRP10(2) e
LRN18(1A), respectivamente, apresentaram padrdes de bandas diferentes. De maneira
similar, a espécie Proteus mirabilis, representados na pelos isolados MRP22(2),
ERPO01(2), MRP01(2) e LRN18(2), também apresentou padrfes de bandas

diversificados (Figura 3).

Dos dendrogramas gerados pelo BOX-PCR, que foram diferentes dos gerados
pelos dados morfoldgicos, apenas um subgrupo apresentou 100% de similaridade, que
esta sendo representado no primeiro gel, pelos isolados LRN19(2) e MRP09 (Figura

2A).

SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA

Das 74 sequéncias analisadas (36 oriundas dos diferentes perfis gerados da
regido BOX e 38 que ndo foram amplificadas pela técnica BOX-PCR), 55% foram
semelhantes ao género Bacillus, sendo que 45,5% deles foram semelhantes a B.
thuringiensis ou B. mycoides com 43% de similaridade, 3% foram semelhantes a B.
subtilis com 41% de similaridade, outros 1,2% semelhantes a B. amyloliquefaciens com
65% de simililaridade, 1,2% semelhantes a B. safensis com 33% de similaridade, 1,2 %
semelhante a B. altitudinis e B. aerius com 59% de similaridade com cada espécie,
1,2% semelhante a B. stratosphericus com 67% de similaridade e 1,2% semelhante

apenas com o género Bacillus com 100% de similaridade (Figura 4A). Das sequéncias
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restantes, 13% foram semelhantes ao género Alcaligenes com 100% de similaridade, em
que 2,6% foram semelhantes em 29% de similaridade com Alcaligenes faecalis (Figura
4B), seguido pelo género Lysinibacillus, em que 9% dos isolados se assemelharam com
0 género e com as espécies L. fusiformis e L. sphaericus com 99% de similaridade
(Figura 4C). Paenibacillus teve 6,4% de representatividade, com 100% de similaridade
com o género (Figura 4D). E Proteus teve 3,8% de representatividade com 100% de
semelhanga com o género (Figura 4E). Os outros géneros mostrados na arvore tiveram

pouca representatividade, de 1 a 3% (Tabela 2; Figura 4).

DIVERSIDADE BACTERIANA E ESPECIES DE BROMELIAS

As andlises de relagdo de diversidade bacteriana com as espécies vegetais foram
feitas relacionando o nimero de espécies de bactérias que ocorreram em cada espécie
vegetal dividido pelo nimero de espécies de bactérias totais que foram identificadas
através do sequenciamento do gene 16S rRNA. A Tabela 3 mostra que as trés espécies
de bromélias apresentaram diferentes médias tanto em relagcdo ao nimero isolados em
nivel de género, quanto ao nimero de géneros encontrados em cada planta. Porém,
pode-se observar que a média de D. leptostachya (média 4,0) foi maior que as médias
das outras duas espécies de bromélias, isso pode ser explicado devido ao nimero
amostrado de plantas dessa espécie, que foi maior em relacdo as outras espécies, devido

a sua ocorréncia nas trés localidades.

DIVERSIDADE BACTERIANA E POPULACOES DE BROMELIAS
Os resultados mostraram diferencas nos indices de diversidade de Shannon-

Wiener nas trés populacdes estudadas (Tabela 4). O maior indice foi observado na
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populacdo do SAL (H=1,63), que, portanto, foi mais diverso que as outras duas
populacdes. Além disso, o SAL teve uma maior Equitabilidade (E= 0,54) do que as
outras duas populagdes, mostrando que existe um equilibrio na distribuicdo de espécies
bacterianas neste local, e que nas popula¢Ges do PMP e da FSJ existem espécies
dominantes, como por exemplo, isolados pertencentes ao género Bacillus, que foi o

mais representativo em todos os locais.

Vale ressaltar que em todos os locais foram amostrados 6 individuos de plantas
(3 de cada espécie ocorrente), mostrando que a diversidade do local ndo esta sendo
influenciada pela amostragem, mas sim pelas caracteristicas do local, que influenciam

diretamente na presenca ou auséncia de certas especies de bactérias.

DIVERSIDADE DE BACTERIAS COM O TAMANHO INSULAR DAS
BROMELIAS E COM AS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO SOLO

Os resultados mostraram que néo existe correlacdo da diversidade de bactérias
com o tamanho insular (r=0,05). Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas do solo,
os resultados mostraram que existe correlacdo da diversidade com a concentragéo de
ferro, fésforo e argila (r=0,62; r=0,78; e r=0,68, respectivamente). Estes resultados
indicam que o aumento na concentracao destes componentes do solo pode ter
influenciado no aumento da diversidade de bactérias encontradas. O pH, mesmo sendo
uma condicéo que geralmente influencia a diversidade, ndo mostrou relacdo com a

diversidade de bactérias no presente estudo (Tabela 5).
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DISCUSSAO

BIODIVERSIDADE MICROBIANA: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A contagem dos isolados bacterianos variou de 10°a 107 por grama de tecido
vegetal, nas diferentes espécies de bromélias considerando bactérias epifiticas e
endofiticas, respectivamente. Esses nimeros corroboram com os resultados observados
em um trabalho feito com bambu, no qual foi obtido de 10° a 107 bactérias por grama de
tecido vegetal fresco e por grama de solo da rizosfera de bactérias isoladas do rizoplano,
da rizosfera e do interior dos tecidos vegetais (Han et al. 2009). A contagem também
corroborou com trabalhos feitos com espécies cultivadas, como o estudo de Silva et al.
(2012), com cana-de-agtcar, que encontraram 102 e 10° bactérias epifiticas e
endofiticas, respectivamente, por grama de tecido vegetal fresco, utilizando o meio
TSA. Também semelhantes ao trabalho de Kuklinsky-Sobral et al. (2004), que
utilizaram o mesmo meio para quantificar e isolar bactérias epifiticas e endofiticas de
plantas de soja e observaram a presenca de 10* de bactérias endofiticas a 10° de
epifiticas. E outro trabalho relatou um niimero de 10° a 10° bactérias por grama de
tecido vegetal fresco, associadas a plantas saudaveis de Citrus sinensis (Trivedi et al.
2011).

As anélises morfoldgicas mostraram que ha diversidade bacteriana em sistemas
radiculares de bromélias, apesar de ter sido utilizado para o isolamento das bactérias,
um meio de cultura rico que favorece bactérias de crescimento rapido, o que pode ter
impedido o crescimento de bactérias de crescimento lento pelo fato das bactérias de
crescimento rapido utilizarem todo o nutriente do meio (Ddbereiner et al.1999).

A caracterizacdo morfoldgica das colbnias bacterianas é considerada importante

por ser a primeira etapa para estudos de diversidade de popula¢des microbianas e
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contribui para uma melhor caracterizacdo da comunidade bacteriana (Neiverth 2012,
Lacava et al. 2006). Nobrega et al. (2004) relataram alta diversidade fenotipica de
bactérias associativas diazotroficas isoladas de areas reabilitadas de mineracéo de
bauxita.

No entanto, na ecologia microbiana do solo, os dados fenotipicos dos
microrganismos podem representar pouca informacédo devido as interacOes bioticas e
abioticas que ocorrem no ambiente, como por exemplo, a presenca de diferentes
espécies de microrganismos ainda desconhecidos e das condicdes edafico-climaticas
(Torsvik e Ovreas 2002). Porém, com o excesso de dados genotipicos disponiveis na
literatura, a correlacdo das caracteristicas fenotipicas com as genotipicas, facilita no
processo de descricdo de novos géneros e espécies bacterianas (Straliotto e Rumjanek
1999).

O indice de Shannon-Weiner foi maior na populagéo do SAL (H=1,63), assim
como a Equitabilidade, mostrando que as espécies bacterianas que ocorrem estdo
distribuidas de modo equilibrado dentro da populagdo. Segundo Roesch et al. 2007, o
indice de diversidade de Shannon-Weaver indica a diferenca na diversidade em espécies
de bactérias entre as comunidades, assim como nas espécies bacterianas presentes em
determinada regido, o que também foi possivel ser visualizado no presente trabalho.
Porém, o indice ndo revela a diferenciacdo genética entre duas comunidades diferentes

(Martin 2002), havendo a necessidade do uso das técnicas biomoleculares.

BIODIVERSIDADE MICROBIANA: CARACTERIZAC;AO GENETICA
Atraveés das técnicas de BOX-PCR e sequenciamento, foi observado que a

diversidade de bactérias epifiticas e endofiticas associada as raizes de bromélias ¢ ainda
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maior, do que apontaram os dados morfologicos. Além disso, as analises genéticas
desempenham um papel importante na identificagdo de género e/ou espécie, pois tem
uma alta credibilidade no fornecimento dos dados. Analises de genes ribossomais, tais
como sequenciamento do gene 16S rDNA, sdo geralmente utilizados em estudos de
taxonomia e filogenia de bactérias, porém ha a necessidade de se procurar outras
técnicas que poderdo preencher as lacunas existentes nos diferentes estudos (Garrity et
al. 2004). Freitas et al. (2007) relata ainda que ha a necessidade de se buscar um maior
numero de marcadores genotipicos que, aliados as caracteristicas morfoldgicas,
produzam dados mais completos.

Neste estudo também observamos que a associacdo de dados morfolégicos e
genéticos é mais eficiente para a obtencgéo de resultados mais conclusivos em relagédo a
identificacdo de estirpes e sua diversidade. Observamos a formacao de diferentes
subgrupos obtidos na anélise de BOX-PCR, com apenas um subgrupo contendo
bactérias intimamente relacionadas (100% de similaridade) (Figura 2), mostrando
também a presenca de diferentes padrdes de bandas em bactérias do mesmo género ou
até mesmo da mesma espécie (Figura 3). Os resultados indicaram que a andlise da
regido boxA possibilitou a diferenciacéo de estirpes, a qual foi, posteriormente,
complementada pelas analises de sequenciamento.

O sequenciamento identificou diferentes isolados como pertencentes a0 mesmo
género e/ou espécie. Porém, foi observado que no BOX-PCR isolados identificados
como a mesmo espécie apresentaram diversidade genética intraespecifica (estirpes).
Comparando as andlises de sequenciamento e BOX-PCR, Nayak et al. (2011)
mostraram que a técnica de BOX-PCR corroborou com anélises da arvore filogenética e
gue o sequenciamento, diferente da analise de BOX-PCR, foi incapaz de distinguir

estirpes conhecidas dentro de uma espécie e de discriminar isolados ambientais. Além
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da utilizacdo para anélise de diversidade, a técnica de BOX-PCR serviu também como

um “‘screening” para selegdo de estirpes para o sequenciamento.

BIODIVERSIDADE MICROBIANA: IMPORTANCIA AMBIENTAL

Nos resultados do sequenciamento, observou-se uma frequéncia maior (54%) de
isolados identificados como Bacillus (Tabela 1; Figura 4). Um estudo com bactérias da
rizosfera, do rizoplano e endofiticas de Bambu Moso (Phyllostachys edulis) também foi
registrado grande representatividade para o género Bacillus (Han et al. 2009). Em
Citrus sinensis o género Bacillus também se destacou como um dos géneros mais
frequentes em plantas saudaveis (Trivedi et al. 2011). Assim como os estudos de
diversidade genética em plantas medicinais que mostrou que a maioria dos isolados
(59,4%) pertencia a classe Bacilli (Bhore et al. 2013).

A coleta dos isolados foi feita em ambientes considerados extremos, com
exposi¢do a altas amplitudes térmicas e a desidratagdo. Neste sentido, as bancadas
lateriticas assemelham-se a ambientes aridos, podendo ter sua comunidade bacteriana
semelhante a estes ambientes.

Alguns estudos registraram a presenca de Bacillus em &reas da Caatinga, com a
identificacdo de capacidade de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), producgéo de
Acido Indolacético (AIA) e Solubilizacio de Fosfato de Calcio (SFCa), sendo que o
fésforo é considerado um dos nutrientes limitantes para o desenvolvimento de plantas
(Fernandes-Junior et al. 2015, Nautiyal 1999). Além das atividades de FBN, AlA e
SFCa, as espécies de Bacillus podem produzir sider6foros e formar endésporos, bem
como serem tolerantes a altas concentragdes de zinco e chumbo em ambientes

contaminados (Gronemeyer et al. 2012, Kavamura 2012, Moura 2014, Ikeda et al.
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2013), caracteristicas que indicam a capacidade deste género de promover o
crescimento vegetal e de atuarem como bioindicadores.

Espécies de Bacillus sdo conhecidas por sobreviverem em regiGes aridas que
sofrem com pressdes de temperatura (Andrew et al. 2012). Este dado pode oferecer uma
caracteristica determinante para o isolamento das espécies bacteriana descritas neste
trabalho, em funcédo das caracteristicas climéaticas da area de estudo.

Outros estudos também mostraram que Bacillus pode ser interessante devido o
seu potencial na producdo de compostos biotecnologicamente valiosos, como enzimas
(amilase, celulase e catalase — enzimas hidroliticas de decomposi¢do) e antimicrobianos,
além de atuarem como biocontroladores de nematoides da soja (cisto da soja) e de

fungos (Parvathi et al.2009, Aradjo et al.2002; Matsuno et al.1992).

O sequenciamento do gene 16S rDNA também revelou a existéncia um nimero
consideravel de isolados pertencentes a Alcaligenes (Tabela 1). Existem
microrganismos raros na natureza, tais como as espécies de Alcaligenes, que sdo
capazes de degradar substancias poluentes, como os herbicidas, assim, esses
microrganismos desempenham papel fundamental no equilibrio ambiental (Don e
Pemberton 1981). O género também pode apresentar outras caracteristicas de suma
importancia ambiental, como a FBN e a resisténcia a metais pesados (Roesch et

al.2007, Mergeay et al.1985).

Um género que foi pouco representativo, com apenas cinco isolados, mas que
tem grande importancia biotecnoldgica foi Paenibacillus, espécies deste género sao
consideradas candidatas atrativas para aplicagdes biotecnoldgicas, devido a presenca de
caracteristicas de promogao de crescimento vegetal (Zeigler 2013). Também s&o

considerados candidatos para aplicacéo de controle biol6gico em sistemas agricolas e
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florestais, por serem patogénicos para insetos e outros invertebrados, com potencial

biopesticida devido a atividade de endonucleases (Gronemeyer et al.2012).

CONCLUSOES

O presente estudo revelou a presencga de uma diversidade moderada, com relagéo
ao indice de Shannon-Weaver, de bactérias endofiticas e epifiticas associadas as
espécies D. leptostachya, D. excelsa e D. meziana, que foram escolhidas para o
isolamento de bactérias. A biodiversidade observada néo se correlacionou com o
tamanho da ilha de vegetacdo em que as plantas foram coletadas, tendo relagdo somente
com alguns componentes do solo, como ferro, fésforo e argila. Apesar de o pH
geralmente influenciar na presenca ou auséncia de determinadas espécies bacterianas,

ndo mostrou influéncia na biodiversidade bacteriana identificada neste estudo.

Observou-se que a maioria dos isolados identificados através do sequenciamento
total do gene 16S rDNA, pertenciam ao género Bacillus, com 54% de
representatividade, o que pode ser justificado pelas caracteristicas do local em que as
espécies de bromélias vivem. O sequenciamento resultou na identificacao de todos o0s
isolados em nivel de género, e a técnica de BOX-PCR auxiliou na identificacdo da

diversidade de bactérias isoladas no presente estudo.
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LISTA DE LEGENDAS

Fig. 1 Dendrogramas gerados com o coeficiente de similaridade de Jacard a partir de
caracteristicas morfologicas das col6nias isoladas. Epifiticos: LRP02(1) -1; MRP19(2) -
2; LRP13 -3; MRP13 -4; LRP02(2A) -5; MRP20- 6; LRP11(2)- 7; LRP06(2) -8;
MRP10(1) -9; MRPO8 -10; LRP03 -11; MRP17  -12; MRP18 -13; LRP16 -14;
LRPO5 -15; MRPO5 -16; MRP12 -17; MRP18 -18; LRP07 -19; MRP17 -20; LRP19 -
21; LRP0O4  -22; LRPO8 -23; LRP15 -24; LRP01(1) -25; LRP12(3) -26; LRP12(1) -
27; MRP04 -28; MRP03(2) -29; MRP03(1) -30; ERP02(2) -31; LRP02(3)- 32; ERP03 -
33; MRP01(2) -34; ERP01(2) -35; MRP01(1) -36; MRP10(2) -37; MRP03(3) -38;
LRP10 -39; LRPO6 -40; ERPO5 -41; MRP11 -42; LRP11(1) -43; ERP0O4 -44; MRP22(2)
-45; LRP18(1A) -46; RP12(2) -47; MRP21 -48; ERPO7 -49; ERP12(2) -50; LRPQ9 -51;
ERPQ9 -52; MRP02 — 53; ERP10(1) -54; LRP06(1) -55; MRP15 -56; MRP13(1) -57;
MRP16 -58; MRP09 -59; ERP12(1) -60; ERP08(2B) -61; ERP08(1) -62; MRP22(1) -
63; ERP11 -64; ERP08(2A) -65; LRP02(2B) -66; LRP02(4) -67; MRP14(2) -68;
MRP19(1) -69; LRP01(2) -70; LRP15(1) -71. Endofiticos: ERNO2 -1; LRN16(2) -2;
LRN11 -3; LRNO4 -4; MRNO09 -5; LRN13 -6; LRN12 -7; LRN14 -8; LRNO09 -9;
MRNO2 -10; MRNO3 -11; MRNO6 -12; MRN12 -13; MRNO01(1) -14; MRNO01(2) -15;
MRNO08(2) -16; MRNO04(2) -17; MRNO04(1) -18; MRN10 -19; MRNO7(2) -20; LRNO7 -
21; LRN21 -22; LRN18(2) -23; LRN15 -24; LRNO2 - 25; MRNO7(1) -26; LRN17 -
27; LRN10 -28; LRN19(2) -29; LRNO5 -30; LRNO6 -31; LRN06(1) -32; LRNO3 -33;
LRN21(2) -34; LRN16(1) -35; MRNO3 -36; ERNO1 -37; LRNO1 -38; LRN18(1A) -39.

Fig. 2 Comparacgéo de agrupamentos: A) Programa GelCompar II® verséao 6.5,
utilizando o BOX-PCR como ferramenta para gerar os perfis. B) Programa Past versao
2.17, em que as caracteristicas morfologicas das coldnias foram utilizadas como

ferramenta. A seta indica os isolados que tiveram 100% de similaridade pela técnica.

Fig. 3 Dendrograma gerado através do Programa GelCompar II® versdo 6.5, em que

pode-se observar género e espécies que podem ou nao pertencer ao mesmo clado.

Fig. 4 Arvore filogenética construida no Programa MEGAG. (A) Bactérias semelhantes com o
género Bacillus; (B) Bactérias semelhantes ao género Alcaligenes; (C) Bactérias semelhantes
com o género Lysinibacillus; (D) Bactérias semelhantes com o género Paenibacillus; (E)

Bactérias semelhantes ao género Proteus.
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Tabela 1. Contagem de numero de bactérias epifiticas e endofiticas nas diferentes populacdes de bromélias e nimero total de isolados
bacterianos para cada espécie de bromélia.

Espécies de bromélias Contagem no SAL Contagem no PMP Contagem na FSJ Total de Total de bactérias
epifiticas/endofiticas  epifiticas/endofitica epifiticas/endofiticas bactérias endofiticas
(x10°) S (x10°) epifiticas
(x10°)
D. excelsa - - 84/4200 14 2
D. leptostachya 3900/79,5 145/39,8 25,7/30 28 23
D. meziana 8,2/990 1/0 - 29 14
Total - - - 71 39
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Tabela 2. Numero de isolados identificados por género e a similaridade observada na arvore filogenética, utilizando o gene 16S r RNA, que foi

analisado pelo programa MEGAG, pelo método Neighbor-Joining.

Género Numero de isolados Similaridade (%)
Bacillus 42 100
Alcaligenes 10 100
Lysinibacillus 7 99
Paenibacillus 5 100
Proteus 3 100
Staphylococcus 2 100
Lactococcus 2 100
Myroides 2 100
Brevundimonas 2 100
Microbacterium 1 100
Brevibacterium 1 100
Total/Média 77 99,9
Analise pelo programa MEGAG, pelo método Neighbor-Joining.
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Tabela 3. Numero total de bactérias identificados em associacdo com D. excelsa, D. leptostachya e D. meziana.

Géneros de bactérias D. excelsa D. leptostachya D. meziana Total
Alcaligenes 1 2 7 10
Bacillus 6 21 16 43
Brevibacterium 0 1 0 1
Brevundimonas 2 1 0 3
Lactococus 0 1 0 1
Lysinibacillus 4 4 6 14
Microbacterium 0 2 0 2
Myroides 0 3 0 3
Paenibacillus 0 3 0 3
Proteus 2 5 0 7
Staphylococus 0 1 1 2
Total 15 44 30 89
Média de isolados* 1,36 ¢ 4,0a 2,73b -
Média de géneros 0,45 1,0 0,36 -

* Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes pela Analise de Variancia de Kruskal-Wallis (5%; p = 0,08).
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Tabela 4. Numero de isolados/nimero de géneros por espécie de planta nas trés populagdes estudadas.

Populacdes de bromélias D. excelsa D. leptostachya D. meziana Total H E
Fazenda Sao Jodo 15/5 14/4 - 29/6 1,16 0,43
Parque Municipal de Piraputangas - 7/3 13/3 20/4 0,94 0,42
Sitio Arqueoldgico Lajedo - 23/10 17/4 40/10 1,63 0,54
Total 15/5 44/11 30/4 89/11 - -
Valores do indice de Shannon-Weaver (H) e Equitabilidade (E).
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Tabela 5. Correlagcdo dos componentes do solo com a diversidade de bactérias isoladas.

Localidade Ferro Fosforo pH Argila H
FSJ 106,48 18,7 6,35 11,42 1,16
PMP 231,06 9,84 4,62 12,08 0,94
SAL 329,03 19,36 4,76 12,81 1,63

r 0,61381695 0,78525117 0,13290811* 0,688107133 -

*ndo teve correlacao.
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Epifiticos Endofiticos
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Considerac6es Finais

Os resultados do presente trabalho mostraram que existem diversas espécies
bacterianas associadas a bromélias e que podem desempenhar papéis importantes dentro
de um ecossistema. As técnicas utilizadas foram eficientes na identificacdo dos isolados,
bem como, na verificagdo da variabilidade intragenérica e interespecifica que

consideraram tanto as caracteristicas morfologicas, quanto as geneticas.

A utilizagdo de varias técnicas que auxiliam na identificacdo de isolados
bacterianos presentes em um determinado local permite inferir a abundéncia e
diversidade destes isolados, possibilitando verificar como esta estruturada a comunidade

bacteriana.

Os trabalhos relacionados com espécies de plantas silvestres mostram que ha
uma diversidade bacteriana que possuem potencial que melhoram a salde e nutri¢do de
plantas. Diante desse pressuposto, h4 a necessidade de averiguar as propriedades
inerentes aos isolados bacterianos obtidos com possibilidades de promover o

crescimento vegetal.

Caso os isolados apresentem alguma caracteristica de promocao de crescimento,
estes poderdo ser utilizados em pesquisas e experimentos de inoculagdo utilizando
espécies de interesse econdmico, aproveitando o potencial biotecnolégico desses

microrganismos.
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Servigo Publico Federal !’
Ministério da Educagéo
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul UF

RESOLUGAO N° 13, DE 22 DE ABRIL DE 2014.

O COLEGIADO DE CURSO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
BIOLOGIA VEGETAL do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude. no uso de suas
atribuigoes. resolve:

Art. 1° - Estabelecer critérios para elaboragao de dissertacao de Mestrado em Biologia
Vegetal conforme seguem:

1.Capa contendo o nome da institui¢ao e do curso de pos-graduagao, nome do aluno,
titulo da dissertacao, nome do orientador e do coorientador (se houver)
2.Contracapa contendo o nome da institui¢do e do curso de pos- graduagao, nome do
aluno, titulo da dissertacao e o seguinte texto: “Dissertagao apresentada como um dos
requisitos para obtencdo do grau de Mestre em Biologia Vegetal junto ao Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude”
3. Dedicatonia (opcional)
4. Agradecimentos (obrigatoria a inclusao das Ageéncias de Fomento)
5. Resumo e palavras-chave (trés)
6. Abstract e keywords
7. Lista de Figuras e Tabelas (opcional)
8. Lista de Abreviaturas (opcional)
9. Sumario
10. Introdugao Geral (citagoes de acordo com a revista Brazilian Journal of Botany)
10.1 Objetivos Gerais e Especificos
10.2 Referencias Bibliograficas (de acordo com a revista Brazilian Jowrnal of
Botany)
11. Artigo(s) em portugués ou inglés, segundo normas de periodico cientifico
indexado, escolhido pelo aluno e pelo orientador
12. Consideragoes Finais (opcional)
13. Anexos (opcional)

Aline Pedroso Lorenz Lemke,
Presidente.

Programa de Pos-Graduacio em Biologia Vegetal
Cidade Universitina, s/n * Caixa Postal 549 Fone: 067 3345-7306
CEP 79070-900 * Campo Grande (MS) *
http //'www ufms br'posgraduacao - e-mail: biovegetal ufms@gmail com
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