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Resumo 

 

A associação de bactérias com plantas é amplamente estudada em diferentes ambientes, 

principalmente com plantas cultivadas. Porém, é necessário expandir os estudos para a 

associação 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 

características do solo e com as diferentes populações amostradas. Foi realizada a coleta 

de raízes de Dyckia excelsa, Dyckia leptostachya e Deuterocohnia meziana em três 

locais distintos: Fazenda São João, Parque Municipal de Piraputangas, e Sítio 

Arqueológico Lajedo, em Corumbá, Mato Grosso do Sul, Brasil. Para contagem e 

isolamento das bactérias epifíticas, as raízes foram imersas em tampão PBS e agitadas a 

100 rpm. As bactérias endofíticas foram contadas e isoladas após a desinfecção 

superficial dos tecidos, que foram triturados em tampão PBS e submetidos à agitação de 

150 rpm. As amostras foram diluídas em tampão PBS e semeadas em meio TSA 4% e 

incubadas a 28 ºC. A caracterização morfológica baseou-se na forma, borda, brilho, 

elevação, cor e tamanho, que foram utilizados para análise de agrupamento. A análise 

de BOX-PCR consistiu na amplificação das regiões boxA. Isolados representativos de 

cada padrão de banda e os que não tiveram seu DNA amplificado pela técnica de BOX-

PCR, tiveram a região 16S rDNA sequenciada. A árvore filogenética foi construída 

utilizando o programa MEGA6 com o método Neighbor-Joining. Foram feitas análises 

de correlação para verificar a biodiversidade com as características do solo, com as 

espécies vegetais e com o tamanho das ilhas de solo. Os resultados das características 

morfológicas mostraram que existe alta diversidade fenotípica em sistemas radiculares 

que foi confirmada através da técnica de BOX-PCR, a qual mostrou variabilidade 
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intragenérica e intraespecífica nas bactérias isoladas das bromélias. Os resultados do 

sequenciamento da subunidade 16S rRNA mostraram que o gênero Bacillus (54%) foi o 

mais representativo dentre as sequências obtidas, seguido pelo gênero Alcaligenes, 

Lysinibacillus e Paenibacillus. Foi observada uma correlação positiva da biodiversidade 

bacteriana com algumas características físico-químicas do solo: ferro, fósforo e argila. 

O índice de Shannon-Wiener mostrou que existe uma diversidade moderada de 

bactérias de acordo com as populações de bromélias amostradas.  Um grande número de 

bactérias identificadas com o gênero Bacillus é encontrado em ambientes semelhantes a 

cangas, pois este gênero possui adaptações para sobrevivência em ambientes hostis, 

como a produção de endósporos, capacitando-o para sobreviver em ambientes com 

mudanças dramáticas de temperatura. Em conclusão as análises de BOX-PCR 

complementou a técnica de sequenciamento, mostrando uma diversidade intragenérica e 

intraespecífica 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 



 

Biodiversidade de bactérias associadas a bromélias 

 

Dissertação de mestrado – Thianny Fernanda Carrelo Viana 
_____________________________________________________________________________  

 
 

localities: Farm São João, Parque Municipal Piraputangas and Sítio Arqueológico 

Lajedo in Corumbá, 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 MEGA6 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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Introdução geral 

 

Associação de microrganismos endofíticos/epifíticos às plantas  

O estabelecimento de espécies dentro de um ecossistema, muitas vezes, envolve 

a associação e interação com outros organismos, como por exemplo, a relação 

mutualística com fungos micorrízicos e com bactérias fixadoras de nitrogênio (Peixoto 

Neto et al. 2003). Dentre os organismos associados aos vegetais, existem aqueles que 

vivem dentro de tecidos de vegetais que podem ser neutros, benéficos ou patogênicos, 

os chamados endofíticos (Sikora et al. 2007). E também existem os organismos 

epifíticos, que colonizam e se reproduzem na superfície do tecido vegetal (Bonatelli 

2012) e juntamente com os endofíticos benéficos podem gerar uma resposta positiva da 

planta. 

A produção de hormônios vegetais por bactérias endofíticas e epifíticas é um 

tipo de relação que geralmente promove uma resposta benéfica à planta. Algumas 

bactérias tem a capacidade de induzir resistência a doenças melhorando a saúde e 

nutrição de plantas em resposta a associação (Giongo et al. 2013), prevenindo a 

atividade e crescimento de patógenos (Tewari e Arora 2013). Os microrganismos 

associados podem ainda atuar direta e indiretamente na sobrevivência de plantas 

submetidas a estresses abióticos (Compant et al. 2010). Como, por exemplo, o que 

acontece nas interações simbióticas entre organismos epifíticos e fungos micorrízicos, 

assim como a colonização de raízes 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 graças à existência de exsudatos radiculares, que 
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são compostos orgânicos presentes em vegetais, como açúcares, aminoácidos, 

vitaminas, enzimas e ácidos orgânicos e até mesmo células da borda das raízes (Oliveira 

et al. 2003; Rocha et al. 2004; Dakora e Phillipis 2002). 

O conhecimento das espécies que fazem parte da comunidade bacteriana 

associada às plantas é importante para a compreensão de como os processos biológicos 

relacionados às plantas são influenciados de acordo com os fatores ambientais, podendo 

corroborar com a ideia que solos de ambientes naturais possuem uma alta diversidade 

microbiana associada, em comparação a solos de ambientes manipulados (Kuklinsky - 

Sobral 2003; Compant et al. 2010).  

Para o conhecimento da comunidade de organismos, existem várias técnicas que 

são utilizadas para o diagnóstico da diversidade de microrganismos. A revisão de Kent 

& Triplett (2002) apresenta várias técnicas para acesso a comunidades microbianas, tais 

como ITS - RFLP (Comprimentos de restrição de fragmentos polimórficos), RAPD 

(Amplificação aleatória de DNA polimórfico) e ARDRA (Análise de Restrição do DNA 

amplificado). Para análises de diversidade de microrganismos também é utilizada a 

técnica de DGGE que permite caracterizar a comunidade bacteriana, identificando 

espécies microbianas não observadas no isolamento (Lacava et al. 2006). Além dessas 

técnicas, também são usadas sequências repetitivas do DNA genômico de procariotos, 

pois essas regiões apresentam elevado grau de polimorfismo e podem estar envolvidas 

em processos evolutivos na adaptação de microrganismos a ambientes extremos (van 

Berkum 1999). 

Uma dessas sequências repetitivas é o chamado BOX, cuja sequência é 

composta por três 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 é eficiente, pois resulta em perfis com maior 

bandeamento, além de ser uma técnica barata por utilizar somente um primer, sendo 

possível a identificação da diversidade intragenérica ou intraespecífica. 

A caracterização genotípica de bactérias associadas a tecidos vegetais é uma 

ferramenta útil na identificação dos isolados, sendo que uma das técnicas mais 

utilizadas que contribui para o posicionamento taxonômico das espécies microbianas é o 

sequenciamento das regiões 16S, 23S e 5S que codificam o RNA ribossomal, podendo 

ser usado também para estudos de diversidade, pois são moléculas universais, 

constantes, com funções específicas e estáveis durante todos os estágios da evolução, 

que não sofrem alterações de acordo com as mudanças 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 identificação de bactérias em nível de 

gênero e até mesmo de espécie (Garrity & Holt 2001). Assim, a análise do gene 16S 

deve ser preferencialmente aplicada em estudos de taxonomia e filogenia, porém muitas 

vezes não possibilitam a diferenciação de estirpes, havendo a necessidade de se buscar 

outros métodos (Hungria et al. 2008a). 

Associada às técnicas moleculares de avaliação da diversidade e posicionamento 

taxonômico, os dados oriundos de cultivo in vitro, tais como dados morfológicos, 

fisiológicos e bioquímicos, também são utilizadas para estudo de diversidade 

microbiana, apesar de não fornecerem detalhes sobre a diversidade genética dos 

isolados (Moreira et al. 2010). 

Em espécies vegetais em geral, alguns trabalhos relatam a diversidade de 

bactérias endofíticas e epifíticas, como o de Brasil et al. (2005) que observaram grande 

diversidade em bactérias endofíticas e epifíticas em gramíneas 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 diferenças na composição de 

espécies associadas em dois locais diferentes. Okazaki et al. (2014) também relataram 

alta diversidade de bactérias localizadas na superfície de raízes de beterraba, com 531 

cepas distribuídas em diferentes posições taxonômicas. Bhore et al. (2013), constataram 

uma alta diversidade de bactérias endofíticas associadas a espécies vegetais de 

importância medicinal. Assim como, Sun et al. (2008), relataram que existe uma 

diversidade abundante em sistemas radiculares de arroz. É importante ressaltar que a 

maioria dos estudos relacionados à diversidade de bactérias é voltada para espécies 

cultivadas, havendo uma escassez de estudos com espécies silvestres. 

Com relação ao isolamento de bactérias em espécies pertencentes à família 

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 

presença de bactérias provenientes de tanques de água e da superfície de folhas (V. 

gigantea) e de origem endofítica e da filosfera (T. aeranthos), os quais foram avaliados 

quanto a diferentes características com potencial para a promotoção de crescimento 

vegetal, tais como produção de sideróforos e ácido indol-acético (AIA), assim como 

solubilização de fosfatos e amplificação do gene nifH. Mais de 90% dos isolados 

bacterianos foram capazes de solubilizar fosfatos, e mostraram uma alta diversidade 

morfológica, fisiológica e genética. A capacidade destes microrganismos de produzir 

sideróforos e solubilizar fosfato propicia a sobrevivência do vegetal em ambientes em 

que há uma escassez destes nutrientes, exercendo, portanto seu papel ecológico nos 

diferentes habitas (Giongo et al. 2013). 

Reginatto (2008) encontrou maior diversidade de bactérias associadas às 

cisternas do que bactérias endofíticas em espécies de bromélias na Mata Atlântica, 
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assim como isolados fixadores de nitrogênio atmosférico, produtores de enzimas 

extracelulares e solubilizadores de fosfatos. 

Reginatto (2008) também encontrou uma grande diversidade de bactérias 

endofíticas associadas a espécies de bromélias na Mata Atlântica, as quais apresentaram 

diferentes funções, desde a fixação biológica de nitrogênio e produção de enzimas, até a 

solubilização de fosfatos. 

Desta forma, é importante pesquisar e conhecer as interações 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 considerável em ambientes naturais. 

 

Família Bromeliaceae 

A variedade de espécies de bromélias foi dividida recentemente em oito 

subfamílias: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, 

Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al. 2011). 

Bromeliaceae contém 3.350 espécies conhecidas e 58 gêneros (Luther 2012). É uma 

família de monocotiledôneas de grande importância ecológica na Mata Atlântica e nos 

campos rupestres (Lindholz et al. 2010). 

Esta família é conhecida por ser dominada por espécies epífitas, porém também 

é representada por espécies terrestres, rupícolas e saxícolas (Versieux et al. 2008). São 

conhecidas espécies comestíveis como a Ananas comosus L., e também espécies com 

diferentes usos, como medicinais, utilizadas na indústria têxtil, ornamentais e de 

importância ecológica (Hornung-Leoni 2011). Possui restrição em sua distribuição 

geográfica e há um grande número de espécies endêmicas (Acebey et al. 2010). Com 
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exceção de Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr., que ocorre no oeste da 

África (Porembski & Barthlott 1999), a família Bromeliaceae tem distribuição nas 

Américas, ocorrendo desde o Sul do Estados Unidos até o Norte da Patagônia, na 

Argentina (Givnish et al. 2004).  

Dentre diferentes espécies que pertencem à família Bromeliaceae, estão 

incluídas as espécies Dyckia excelsa Leme, Dyckia leptostachya Baker e Deuterocohnia 

meziana Kuntze ex Mez, pertencentes à subfamília Pitcairnioideae (Smith & Downs 

1974). A espécie Dyckia excelsa é saxícola, 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 distribuição restrita, essa espécie só ocorre nos 

afloramentos rochosos, localizados nos municípios de Corumbá e Ladário, 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 após as queimadas, possui distribuição nos estados de Mato 

Grosso, MS, Minas Gerais, Paraná e nos campos arenosos do litoral de Santa Catarina e 

do Rio Grande do Sul, ocorrendo também na Bolívia, Paraguai e Argentina (Pott & Pott 

1994). Deuterocohnia meziana é encontrada em Corumbá (MS), no sudeste da Bolívia e 

no nordeste do Paraguai, suas folhas e flores possuem características variáveis, e as 

sépalas podem ser rosa, avermelhado, amarelo ou laranja, e as pétalas possuem um tom 

esverdeado (Schütz 2014). Todas as três espécies ocorrem em Corumbá (MS) nas 

bancadas lateríticas, apresentando características para adaptação nesses ambientes 

(Figura 1). 
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Figura 1. Ilhas de solo de espécies de Bromeliaceae em Corumbá-MS, Brasil. (A) 

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

 

Bancadas lateríticas 

No Brasil, as lateritas endurecidas, também conhecidas como cangas, ocorrem 

principalmente no Planalto Central e no Nordeste, enquanto na região amazônica sua 

distribuição se dá de forma mais ampla como plintita (laterita não endurecida) 

(Bigarella et al. 2007). As maiores reservas de minério de ferro do país encontram-se no 

Quadrilátero Ferrífero (Minas Gerais-MG), Serra de Carajás (Pará-PA), Caetité (Bahia-

BA) e Morraria do Urucum (MS) (Carmo et al. 2012), mas a exploração econômica sem 

o devido planejamento ambiental tem sido a principal ameaça à flora destes habitats 

(Jacobi et al. 2007).  

Nos afloramentos rochosos podemos encontrar uma vegetação adaptada a 

condições com altos níveis de insolação, grande amplitude térmica, ausência de solo e 

escassez de água, além de ventos e enxurradas (Takahasi 2010). Esse tipo de vegetação 
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ocorre nas chapadas areníticas e quartizíticas do Centro-Oeste e Sul brasileiro, e são 

denominados campos ferruginosos (Rizzini 1997). 

As bancadas lateríticas das Morrarias do Urucum e do Rabicho, em Corumbá, 

MS, localizam-se nas áreas de drenagem (em torno de 100 m de altitude) no sopé destes 

morros, possuem pequena declividade e são formadas por material laterítico endurecido 

de natureza ferrífera (Cardoso et al. 2000), com pouca aptidão para usos agrícolas ou 

pastoris (Pott et al. 2000). Estes substratos ferruginosos endurecidos podem ser 

considerados ecossistemas similares àqueles em afloramentos rochosos onde as plantas 

vasculares se estabelecem diretamente sobre o substrato endurecido ou entre fragmentos 

de rochas (plantas saxícolas) 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, Conceição et al. 2007, Ribeiro & Medina 2007, Sarthou et 

al. 2009, Takahasi 2010) (Figura 1).  

A restrição ambiental nestes ambientes limita o número de espécies de plantas 

estabelecidas, contribuindo para o isolamento reprodutivo destas populações e, por sua 

vez, conferindo um elevado grau de endemismo a estes ambientes (Porembski 2007). 

No Brasil, isso parece ser consistente para espécies saxícolas dos gêneros 

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 ocorrência do centro de dispersão 

para estes dois últimos táxons no sudeste brasileiro. 

Segundo Takahasi (2010), devido às características ambientais nesses 

afloramentos, as plantas dessas áreas apresentam características morfológicas e 

fisiológica que permitirão sua adaptação, como por exemplo, plantas suculentas e 

presença de caules volumosos, assim como a presença de espinhos para evitar a perda 
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de água (Barthlott et al. 1993). A vegetação é composta inicialmente por algas e liquens, 

espécies pioneiras na colonização de ambientes rochosos, e posteriormente por plantas 

pecilohídricas ou suculentas, que se instalam nas depressões preenchidas por 

sedimentos, materiais orgânicos e decomposição da rocha matriz, como por exemplo, 

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

 

Figura 2. Regiões caracterizadas como bancadas lateríticas, apresentando uma 

vegetação característica, Corumbá-MS, Brasil. (A) e (B) ilhas de bromélias; (C) 

bancada laterítica; (D) indivíduo de Cactaceae. 

 

Objetivo Geral  

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar morfológica e molecularmente as 

bactérias endofíticas e epifíticas associadas a indivíduos de Dyckia excelsa, Dyckia 

leptostachya e Deuterocohnia meziana, que ocorrem em bancadas lateríticas da região 

da Morraria do Urucum em Corumbá-MS. 
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Objetivos Específicos 

 Isolar e caracterizar morfologicamente os isolados endofíticos e epifíticos 

obtidos; 

 Avaliar a diversidade intragenérica ou intraespecífica dos isolados por meio da 

técnica de BOX-PCR; 

 Identificar taxonomicamente bactérias isoladas através do sequenciamento do 

gene 16S rRNA; 

 Relacionar, comparar e correlacionar a diversidade de bactérias às espécies de 

plantas em estudo, aos locais onde as plantas foram coletadas, ao tamanho 

insular e as características físico-químicas 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 associação com bromélias. Neste trabalho 

foram isoladas e identificadas bactérias epifíticas e endofíticas de raízes 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 características do solo. Foram 

isoladas bactérias epifíticas das raízes lavadas e bactérias endofíticas de raízes 

desinfestadas superficialmente. Diluição seriada dos tecidos macerados foi semeada em 

meio Tryptic Soy Agar a 4% para a contagem e isolamento das bactérias. As regiões 

boxA foram amplificadas utilizando o primer A1R. Bactérias representativas de cada 

padrão de bandas, e aquelas que não apresentaram produto de amplificação, foram 

selecionadas para o sequenciamento da região 16S rRNA, utilizando os primers 27F e 

Amp2. Os resultados de BOX-PCR revelaram a presença de diversidade intragenérica e 

intraespecífica, diferenciando as estirpes. Foi detectada uma alta diversidade fenotípica 

e genética utilizando as técnicas de morfologia e BOX-PCR, que permitiu um maior 

acesso à diversidade intragenérica e intraespecífica, possibilitando a diferenciação de 

estirpes. O sequenciamento e a filogenia mostraram um número menor de bactérias 

pertencentes ao gênero Microbacterium e Brevibacterium, e maior identificação de 

isolados pertencentes ao gênero Bacillus, que é bastante conhecido pela capacidade de 

esporulação e maior tempo de sobrevivência em áreas mais hostis. Além disso, maior 

biodiversidade foi observada com o aumento na concentração de ferro, fósforo e argila 

nos solos amostrados. 

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus, cangas, diversidade, endofíticas, epifíticas. 
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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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INTRODUÇÃO 

A diversidade de bactérias está 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 interações que ocorrem dentro de 

um ecossistema, como é o caso das relações planta-bactéria (Kuske et al. 2002; Peixoto 

Neto et al. 2003). Estas relações podem trazer respostas positivas, neutras ou 

prejudiciais para um ou ambos os organismos envolvidos, dependendo do tipo de 

associação. As bactérias podem estar presentes dentro dos tecidos vegetais, como folhas 

e raízes, ou apenas superficialmente, habitando a rizosfera, local onde há intensa 

atividade microbiana devido à presença de substâncias exsudadas pelas raízes 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 econômico devido a 

necessidade de buscar inoculantes bacterianos que possam ser utilizado nas lavouras, 

para procurar reduzir o uso de adubos químicos que prejudicam o meio ambiente, porém 

o estudo com plantas silvestres é pouco relatado e explorado. 

Para a caracterização e análise da diversidade bacteriana, geralmente o 

sequenciamento da região 16S que codifica o RNA ribossomal é utilizado, por ser capaz 

de identificar bactérias no nível de gênero e até mesmo de espécie, ser uma região 

conservada dentro das espécies de bactérias, ser uma molécula universal, constante, com 

funções específicas e por ter estabilidade durante os processos evolutivos, não sofrendo 

alterações com as mudanças ambientais (Woese 1992; Garrity e Holt 2001; Fierer e 
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Lennon 2011). Assim, sua utilização é eficaz nos estudos de taxonomia e filogenia, 

porém há a necessidade de se buscar outras técnicas que diferenciam estirpes (Hungria 

et al. 2008a), auxiliando as análises de filogenia do gene 16S rRNA. Para este caso, 

sequências repetitivas do DNA genômico de bactérias podem ser utilizadas, pois 

apresentam grande polimorfismo e podem possivelmente estar envolvidas na adaptação 

destes organismos a ambientes hostis (van Belkum 1999). As sequências repetitivas 

BOX, por exemplo, são compostas por três subunidades boxA, boxB e boxC, em que a 

subunidade boxA é a mais conservada nas espécies bacterianas, resultam num maior 

número de bandas, e além disso, a técnica chamada BOX-PCR pode ser desenvolvida 

com baixo custo devido a utilização de apenas um primer (Koeuth et al. 1995; Hungria 

et al. 2008b; Menna et al. 2009). 

Sabendo-se das características que podem ser identificadas através das diferentes 

técnicas, há a necessidade de buscar trabalhos relacionados com espécies de plantas não 

cultivadas, buscando entender a relação bactéria – planta nos seus ambientes naturais, 

relatar a existência de espécies ainda não catalogadas para a região e descrever a 

associação de bactérias já registradas com outras espécies de plantas, como por 

exemplo, espécies pertencentes à família Bromeliaceae Juss. 

Os estudos envolvendo a relação bactéria-planta em Bromeliaceae foram 

registrados em alguns trabalhos, porém em regiões de Mata Atlântica, como os 

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 água e da superfície de folhas 

(V. gigantea) e de origem endofítica e da filosfera (T. aeranthos). Os isolados foram 

submetidos a testes que identificam o potencial para a promoção de crescimento 

vegetal, como produção de sideróforos e ácido indol-acético (AIA), e também testes 
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para verificar a capacidade de solubilizar fosfatos, além de verificar a presença de gene  

nifH nos isolados. Quase todos os isolados bacterianos foram capazes de solubilizar 

fosfatos (90%), e mostraram uma alta diversidade morfológica, fisiológica e genética, e 

uma boa porção foi identificada como Bacillus. O trabalho mostrou então a capacidade 

destes microrganismos sobreviver e facilitar o estabelecimento de espécies vegetais em 

ambientes em que há uma escassez destes nutrientes, exercendo, portanto seu papel 

ecológico nos diferentes habitats (Giongo et al. 2013). 

Existem algumas espécies de plantas pertencentes à família Bromeliaceae, como 

a espécies Dyckia excelsa Leme, D. leptostachya Baker e Deuterocohnia meziana 

Kuntze ex Mez., que ocorrem nos afloramentos rochosos dos municípios de Corumbá e 

Ladário, Mato Grosso do Sul (MS) e se encontram, na maioria das vezes, formando 

agrupamentos em ilhas de solo em regiões chamadas de cangas, ou bancadas lateríticas, 

que ocorrem principalmente no Planalto Central e no Nordeste brasileiro, os quais 

também já foram denominados de campos ferruginosos (Pott e Pott 1994; Rizzini 1997, 

Bigarella et al. 2007; Conceição et al. 2007; Schütz 2014; Paggi et al. 2015). 

Tendo em vista a importância de se estudar microrganismos associados às 

plantas não cultivadas, o objetivo deste estudo foi isolar, caracterizar e identificar 

bactérias endofíticas e epifíticas associadas a indivíduos de D. excelsa, D. leptostachya 

e D. meziana, pertencentes à família Bromeliaceae. Estas espécies ocorrem em bancadas 

lateríticas da região da Morraria do Urucum em Corumbá-MS. Para tanto foram 

utilizados a análise da morfologia das colônias, 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 intraespecífica dos isolados, 

relacionando a diversidade de espécies de bactérias encontradas com as plantas em 

estudo e entre as populações de bromélias. Além disso, foi feita a correlação da 
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diversidade de bactérias com o tamanho insular e com as características físico-químicas 

do solo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

ÁREAS DE ESTUDO 

A coleta do material vegetal foi feita em três locais diferentes em áreas de 

bancadas lateríticas localizados no município de Corumbá-MS, Brasil. Os locais foram: 

Fazenda São João (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 Sítio Arqueológico Lajedo 

(SAL) (19°14’11,41”S e 57°38’44,81”W). 

Foram coletados três indivíduos de D. excelsa (DE) na FSJ; nove indivíduos de 

D. leptostachya (DL) nas três localidades, três indivíduos por localidade; e seis 

indivíduos da espécie Deuterocohnia meziana (DM), em duas localidades, PMP e SAL, 

três indivíduos por localidade, uma vez que a ocorrência das espécies de bromélias nas 

regiões é desigual. Foi coletado um indivíduo por ilha, sendo essas ilhas de tamanhos  

diferentes. 

 

ISOLAMENTO DAS BACTÉRIAS EPIFÍTICAS E ENDOFÍTICAS, E CONDIÇÕES 

DE CULTIVO 

A obtenção dos isolados bacterianos a partir das raízes foi feita seguindo 

instruções de Kuklinsky-Sobral (2003). As raízes foram coletadas em campo e 

armazenadas dentro de sacos plásticos em um isopor contendo gelo. As raízes foram 
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lavadas em água corrente para retirada do excesso de solo agregado às raízes e 

posteriormente pesadas. 

Para a obtenção das bactérias epifíticas, 3g de raiz foram colocados em frascos 

de Erlenmeyer (250 mL), contendo 25 pérolas de vidro (0,1 cm de diâmetro) e 50 ml de 

tampão PBS (1,44 g L -¹ de Na2HPO4; 0,24 g L -¹ de KH2PO4; 0,20 g L -¹ de KCl; 8,00 g 

L -¹ de NaCl; pH 7,4). Os frascos contendo as raízes foram submetidos à agitação (100 

rpm) a 28° C por 1 h. Em seguida, as amostras foram diluídas (10-2 a 10-5) em tampão 

PBS e semeadas em placas de petri contendo o meio TSA 4% (Tryptic Soy Agar, 

Kasvi), suplementado com um fungicida Cercobin 700WP (50 µg mL -¹), utilizando três 

repetições por diluição seriada. 

Após a retirada das bactérias epifíticas, as bactérias endofíticas foram isoladas 

por meio de desinfecção superficial dos tecidos, que consistiu das seguintes etapas: 

lavagem por 1 min em etanol 70%, 3 min em hipoclorito de sódio (NaClO) a 2% de 

cloro ativo (v/v) acrescido de Tween 20 (1 mL L -¹) e 30 s em etanol 70%, seguido de 

duas lavagens em água destilada esterilizada. Os tecidos foram triturados em 10 mL de 

tampão PBS com o auxílio de cadinho e almofariz. Em seguida, todo o material foi 

transferido para tubos Falcon de 15 mL e incubados sobre agitação (150 rpm) a 28° C 

por 1 h. Diluições seriadas (10-2 a 10-5) em tampão PBS foram semeadas em placas de 

petri contendo TSA 4% suplementado com fungicida Cercobin 700WP (50 µg mL -¹), 

utilizando três repetições por diluição seriada. 

As placas foram incubadas a 28° C e avaliadas aos dois e oito dias de 

crescimento. Para confirmar se o processo de desinfecção foi bem feito, alíquotas da 

água destilada utilizada na última lavagem foram semeadas em placas de petri contendo 

TSA 4% suplementado com fungicida Cercobin 700WP (50 µg mL -¹) e incubadas a 28° 

C por oito dias. 
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A população bacteriana por grama de tecido vegetal fresco foi estimada pela 

contagem de colônias cultivadas em meio TSA 4%. A caracterização morfológica da 

colônia (tamanho, borda, cor, formato, elevação, brilho) foi utilizada para separar os 

isolados em grupos primários seguindo recomendações do Bergey’s Manual® of 

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

a criação de dendrogramas através do programa PAST versão 2.17 (Hammer et al. 

2001), utilizando Jacard como coeficiente de similaridade. Colônias características de 

cada tipo morfológico 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. 

 

AMPLIFICAÇÃO BOX-PCR E SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA 

Os isolados foram divididos em grupos através da semelhança morfológica e 

utilizadas para amplificação da região boxA, utilizando o primer A1R (5’-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3) (Versalovic et al. 1994). Colônias isoladas e 

purificadas foram suspendidas em 100 μL de água miliQ e misturadas em vórtex. Para a 

amplificação por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) das regiões genômicas foi 

utilizado 1 μL da suspensão de células. O volume final da reação foi de 25 μL contendo 

1X tampão, 1,75 mM de MgCl2, 0,3 mM de dNTP, 1 µM de primer A1R e 0,75 U de 

Taq DNA polimerase (Invitrogen™). As amplificações forma feitas em termociclador 

Veriti 96-poços (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando o programa de 

ciclos: um ciclo a 96° C por 10 min, 40 ciclos de 1 min a 94° C, 1 min a 53° C e 8 min a 

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 

http://link.springer.com/book/10.1007/978-0-387-21609-6
http://link.springer.com/book/10.1007/978-0-387-21609-6
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Company, 2002-2005). Os perfis dos amplicons foram analisados através do software 

GelCompar II® versão 6.5 (Applied Maths, Bélgica), gerando uma matriz com dados 

binários, os quais foram submetidos a um agrupamento hierárquico, utilizando Jacard 

como coeficiente de similaridade, o algoritmo Ward e a distância euclidiana como 

unidades de medida. 

Isolados representativos de cada perfil obtido a partir da técnica de BOX-PCR, 

ou seja, com padrões de bandas semelhantes, tiveram o seu gene 16S rRNA amplificado 

para o sequenciamento total. Todos os isolados que não tiveram seu DNA amplificado 

pela técnica de BOX-PCR, devido a não amplificação da região boxA, também foram 

selecionados para o e sequenciamento do gene 16S rDNA. 

A extração de DNA destinado ao sequenciamento bacteriano foi feita seguindo 

protocolo de extração de Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Após a extração, 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 reação foi de 50µL contendo: 1X tampão, 1,75 mM de MgCl2, 0,25mM 

de dNTP, 0,20 µM de primer 27F e de primer Amp2, 1,5 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen™) e 1µL rDNA (200ng/µL). A reação de PCR foi feita em termociclador 

Veriti 96-poços (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com o seguinte protocolo 

de amplificação: uma etapa inicial de desnaturação (94° C por 3 min), seguido por 30 

ciclos intermediários (94° C por 1 min, 60° C por 1 min, 72° C por 1 min e 30 s) e uma 

etapa final de extensão (72° C por 5 min). Após a amplificação, foi feita a análise 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 amônia 7M (NH4Ac), etanol absoluto e etanol 70%, 

e enviados para sequenciamento na empresa Macrogen, Coréia do Sul. 

As sequências foram analisadas no programa BLASTn contra a base de dados do 

NCBI (National Center for Biothenology Information website 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)). Para construção da árvore filogenética, as sequências 

foram alinhadas usando o programa Clustal W (Thompson et al.1994) e a árvore 

baseada na comparação das sequências foi construída usando o método Neighbor-

Joining (Saitou e Nei 1987). A distância evolucionária foi computada usando o método 

Kimura 2-parâmetros (Kimura 1980) com bootstrap de 1000 repetições e a análise 

filogenética foi conduzida no programa MEGA6 (Tamura et al. 2013). 

 

CARACTERÍSTICAS DO SOLO 

Amostras de solo de cada ilha foram coletadas e submetidas a análises físico-

químicas. Para a análise granulométrica foi utilizado o Método da Pipeta que consiste 

na velocidade de queda das partículas que compõem o solo (Embrapa 1997). E para as 

análises químicas (pH, fósforo e ferro), foi utilizado o método Mehlich (Volkweiss e 

Raij 1977).  

ÍNDICE DE DIVERSIDADE DE SHANNON-WIENER 

Para análises de correlação da diversidade com o tamanho das ilhas e com as 

características físico-químicas do solo, foi utilizada a correlação de Pearson pelo 

programa BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007). A estimativa da diversidade foi feita através 

do índice de Shannon-Wiener calculando-se o número de espécies bacterianas (riqueza) 

obtidos através do sequenciamento do gene 16S rRNA, a abundância relativa e o índice 

calculado através da fórmula: H = -sum (Pi ln [ Pi ] ), em que Pi é o número de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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indivíduos de cada espécie, dividido pelo número total de indivíduos de todas espécies. 

A relação entre as espécies detectadas foi avaliada pelo índice de Equitabilidade, 

utilizando a fórmula: E = H/ [ln S], em que S é o número de espécies detectadas e H é o 

índice de Shannon-Wiener. 

 

RESULTADOS 

 

CONTAGEM DO NÚMERO DE BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS E EPIFÍTICAS 

O número estimado de bactérias endofíticas presente em D. leptostachya foi de 

30 x 105 bactérias /g tecido fresco enquanto que o de bactérias epifíticas foi de 25,7 x 

105 de bactérias /g tecido fresco. Já em D. excelsa, foram contabilizadas 42 x 107 

bactérias endofíticas e 84 x 105 bactérias epifíticas, ambas as espécies vegetais 

localizadas na Fazenda São João. No Parque Municipal de Piraputangas, 

contabilizaram-se 1,45 x 107 bactérias epifíticas e 3,98 x 106 endofíticas associadas a D. 

leptostachya enquanto que foi observada uma população de 1  x 105 bactérias epifíticas, 

porém nenhuma de bactérias endofíticas em D. meziana. No Sítio Arqueológico Lajedo 

foram observadas 7,95 x 106 bactérias endofíticas e 39 x 107 epifíticas associadas em D. 

leptostachya, e 8,2 x 105 bactérias epifíticas e 9,9 x 107 endofíticas em D. meziana. 

Foram obtidos um total de 39 bactérias endofíticas e 71 bactérias epifíticas que 

apresentaram diferentes tipos morfológicos. Das 71 bactérias epifíticas, 28 foram 

isoladas da espécie D. leptostachya, 29 isoladas de D. meziana e 14 de D. excelsa. 

Dentre as 39 bactérias endofíticas, 23 foram isoladas de D. leptostachya, 14 de D. 

meziana e duas de D. excelsa (Tabela 1). 
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CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS 

A caracterização das bactérias com base na morfologia das colônias permitiu o 

agrupamento de grupos semelhantes e a visualização da diversidade fenotípica. O 

dendrograma do agrupamento morfológico mostrou que há maior diversidade de 

bactérias endofíticas do que epifíticas, mesmo que o número de isolados bacterianos 

endofíticos tenha sido menor (Figura 1). 

As bactérias epifíticas formaram quatro grupos enquanto que as bactérias 

endofíticas apresentaram cinco grupos sendo que o grupo 3 das bactérias epifíticas e o 

grupo 4 das endofíticas formaram aqueles  que apresentam maior dissimilaridade 

(Figura 1). Apesar de ter menos grupos entre os isolados epifíticos, ocorreu a formação 

de mais subgrupos, totalizando 16 subgrupos, com o subgrupo 3 apresentando maior 

número de isolados e com 100% de similaridade entre si (Figura 1). Dentro dos grupos 

de bactérias endofíticas foi observado a formação de 11 subgrupos, com o subgrupo 6 

apresentando maior número de isolados e também com 100% de similaridade entre si 

(Figura 1). Os dados morfológicos não são determinantes para observação da real 

diversidade de organismos epifíticos e endofíticos, entretanto eles mostram a 

diversidade fenotípica e indicam que há uma diversidade ainda maior ao nível genético 

para as bactérias isoladas das raízes das plantas em estudo. 

 

BOX-PCR 

As análises genéticas de BOX-PCR foram realizadas em 40% dos isolados, pois 

alguns dos isolados foram perdidos por contaminação devido ao transporte até o 

Laboratório Multiusuário da EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica, RJ. Além disso, 

alguns isolados não apresentaram produto de amplificação por PCR da região boxA. 
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Os isolados analisados pela técnica de BOX-PCR revelaram mais diversidade 

dentro dos grupos formados quando comparados às análises morfológicas (Figura 2A e 

B). A análise dos grupos separadamente mostra que há uma diversidade intragenérica 

ou mesmo intraespecífica (Figura 3). Por exemplo, os gêneros Bacillus e Lysinibacillus, 

representados na Figura 3 pelos isolados ERP05 e ERP10(1), e LRP12(2), MRP10(2) e 

LRN18(1A), respectivamente, apresentaram padrões de bandas diferentes. De maneira 

similar, a espécie Proteus mirabilis, representados na pelos isolados MRP22(2), 

ERP01(2), MRP01(2) e LRN18(2), também apresentou padrões de bandas 

diversificados (Figura 3). 

Dos dendrogramas gerados pelo BOX-PCR, que foram diferentes dos gerados 

pelos dados morfológicos, apenas um subgrupo apresentou 100% de similaridade, que 

está sendo representado no primeiro gel, pelos isolados LRN19(2) e MRP09 (Figura 

2A). 

 

SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA 

Das 74 sequências analisadas (36 oriundas dos diferentes perfis gerados da 

região BOX e 38 que não foram amplificadas pela técnica BOX-PCR), 55% foram 

semelhantes ao gênero 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 gênero Bacillus com 100% de similaridade (Figura 4A). Das sequências 
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restantes, 13% foram semelhantes ao gênero Alcaligenes com 100% de similaridade, em 

que 2,6% foram semelhantes em 29% de similaridade com Alcaligenes faecalis (Figura 

4B), seguido pelo gênero Lysinibacillus, em que 9% dos isolados se assemelharam com 

o gênero 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 gênero (Figura 4D). E Proteus teve 3,8% de representatividade com 100% de 

semelhança com o gênero (Figura 4E). Os outros gêneros mostrados na árvore tiveram 

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

 

DIVERSIDADE BACTERIANA E ESPÉCIES DE BROMÉLIAS 

As análises de relação de diversidade bacteriana com as espécies vegetais foram 

feitas relacionando o número de espécies de bactérias que ocorreram em cada espécie 

vegetal dividido pelo número de espécies de bactérias totais que foram identificadas 

através do sequenciamento do gene 16S rRNA. A Tabela 3 mostra que as três espécies 

de bromélias apresentaram diferentes médias tanto em relação ao número isolados em 

nível de gênero, quanto ao número de gêneros 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 número 

amostrado de plantas dessa espécie, que foi maior em relação às outras espécies, devido 

à sua ocorrência nas três localidades. 

 

DIVERSIDADE BACTERIANA E POPULAÇÕES DE BROMÉLIAS 

Os resultados mostraram diferenças nos índices de diversidade de Shannon-

Wiener nas três populações estudadas (Tabela 4). O maior índice foi observado na 



 

Biodiversidade de bactérias associadas a bromélias 

 
Dissertação de mestrado – Thianny Fernanda Carrelo Viana       42 

 

população do SAL (H= 1,63), que, portanto, foi mais diverso que as outras duas 

populações. Além disso, o SAL teve uma maior Equitabilidade (E= 0,54) do que as 

outras duas populações, mostrando que existe um equilíbrio na distribuição de espécies 

bacterianas neste local, e que nas populações do PMP e da FSJ existem espécies 

dominantes, como por exemplo, isolados pertencentes ao gênero Bacillus, que foi o 

mais representativo em todos os locais. 

Vale ressaltar que em todos os locais foram amostrados 6 indivíduos de plantas 

(3 de cada espécie ocorrente), mostrando que a diversidade do local não está sendo 

influenciada pela amostragem, mas sim pelas características do local, que influenciam 

diretamente na presença ou ausência de certas espécies de bactérias. 

 

DIVERSIDADE DE BACTÉRIAS COM O TAMANHO INSULAR DAS 

BROMÉLIAS E COM AS CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DO SOLO 

Os resultados mostraram que não existe correlação da diversidade de bactérias 

com o tamanho insular (r=0,05). Com relação às características físico-químicas do solo, 

os resultados mostraram que existe correlação da diversidade com a concentração de 

ferro, fósforo e argila (r= 0,62; r=0,78; e r=0,68, respectivamente). Estes resultados 

indicam que o aumento na concentração destes componentes do solo pode ter 

influenciado no aumento da diversidade de bactérias encontradas. O pH, mesmo sendo 

uma condição que geralmente influencia a diversidade, não mostrou relação com a 

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

 

BIODIVERSIDADE MICROBIANA: CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

A contagem dos isolados bacterianos variou de 105 a 107 por grama de tecido 

vegetal, nas diferentes espécies de bromélias considerando bactérias epifíticas e 

endofíticas, respectivamente. Esses números corroboram com os resultados observados 

em um trabalho feito com bambu, no qual foi obtido de 105 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-açúcar, que encontraram 102 e 109 bactérias epifíticas e 

endofíticas, 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 epifíticas e endofíticas de 

plantas de soja e observaram a presença de 104 de bactérias endofíticas a 106 de 

epifíticas. E outro trabalho relatou um número de 103 a 106 bactérias por grama de 

tecido vegetal fresco, associadas a plantas saudáveis de Citrus sinensis (Trivedi et al. 

2011). 

As análises morfológicas mostraram que há 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 rápido, o que pode ter 

impedido o crescimento de bactérias de crescimento lento pelo fato das bactérias de 

crescimento rápido utilizarem todo o nutriente do meio (Döbereiner et al.1999). 

A caracterização morfológica das colônias bacterianas é considerada importante 

por ser a primeira etapa para estudos de diversidade de populações microbianas e 
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contribui para uma melhor caracterização da comunidade bacteriana (Neiverth 2012, 

Lacava et al. 2006). Nóbrega et al. (2004) relataram alta diversidade fenotípica de 

bactérias associativas diazotróficas isoladas de áreas reabilitadas de mineração de 

bauxita. 

No entanto, na ecologia microbiana do solo, os dados fenotípicos dos 

microrganismos podem representar pouca informação devido às interações bióticas e 

abióticas que ocorrem no ambiente, como por exemplo, a presença de diferentes 

espécies de microrganismos ainda desconhecidos e das condições edáfico-climáticas 

(Torsvik e Ovreas 2002). Porém, com o excesso de dados genotípicos disponíveis na 

literatura, a correlação das características fenotípicas com as genotípicas, facilita no 

processo de descrição de novos gêneros e espécies bacterianas (Straliotto e Rumjanek 

1999). 

O índice de Shannon-Weiner foi maior na população do SAL (H= 1,63), assim 

como a Equitabilidade, mostrando que as espécies bacterianas que ocorrem estão 

distribuídas de modo equilibrado dentro da população. Segundo Roesch et al. 2007, o 

índice de diversidade de Shannon-Weaver indica a diferença na diversidade em espécies 

de bactérias entre as comunidades, assim como nas espécies bacterianas presentes em 

determinada região, o que também foi possível ser visualizado no presente trabalho. 

Porém, o índice não revela a diferenciação genética entre duas comunidades diferentes 

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

 

BIODIVERSIDADE MICROBIANA: CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA 

Através das técnicas de BOX-PCR e sequenciamento, foi observado que a 

diversidade de bactérias epifíticas e endofíticas associada às raízes de bromélias é ainda 
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maior, do que apontaram os dados morfológicos. Além disso, as análises genéticas 

desempenham um papel importante na identificação de gênero e/ou espécie, pois tem 

uma alta credibilidade no fornecimento dos dados. Análises de genes ribossomais, tais 

como sequenciamento do gene 16S rDNA, são geralmente utilizados em estudos de 

taxonomia e filogenia de bactérias, porém há a necessidade de se procurar outras 

técnicas que poderão preencher as lacunas existentes nos diferentes estudos (Garrity et 

al. 2004). Freitas et al. (2007) relata ainda que há a necessidade de se buscar um maior 

número de marcadores genotípicos que, aliados às características morfológicas, 

produzam dados mais completos. 

Neste estudo também observamos que a associação de dados morfológicos e 

genéticos é mais eficiente para a obtenção de resultados mais conclusivos em relação à 

identificação de estirpes e sua diversidade. Observamos a formação de diferentes 

subgrupos obtidos na análise de BOX-PCR, com apenas um subgrupo contendo 

bactérias intimamente relacionadas (100% de similaridade) (Figura 2), mostrando 

também a presença de diferentes padrões de bandas em bactérias do mesmo gênero ou 

até mesmo da mesma espécie (Figura 3). Os resultados indicaram que a análise da 

região boxA possibilitou a diferenciação de estirpes, a qual foi, posteriormente, 

complementada pelas análises de sequenciamento. 

O sequenciamento identificou diferentes isolados como pertencentes ao mesmo 

gênero e/ou espécie. Porém, foi observado que no BOX-PCR isolados identificados 

como a mesmo espécie apresentaram diversidade genética intraespecífica (estirpes). 

Comparando as análises de sequenciamento e BOX-PCR, Nayak et al. (2011) 

mostraram que a técnica de BOX-PCR corroborou com análises da árvore filogenética e 

que o sequenciamento, diferente da análise de BOX-PCR, foi incapaz de distinguir 

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

um “screening” para seleção de estirpes para o sequenciamento. 

 

BIODIVERSIDADE MICROBIANA: IMPORTÂNCIA AMBIENTAL 

Nos resultados do sequenciamento, observou-se uma frequência maior (54%) de 

isolados identificados como Bacillus (Tabela 1; Figura 4). Um estudo com bactérias da 

rizosfera, do rizoplano e endofíticas de Bambu Moso (Phyllostachys edulis) também foi 

registrado grande representatividade para o gênero Bacillus (Han et al. 2009). Em 

Citrus sinensis o gênero Bacillus também se destacou como um dos gêneros mais 

frequentes em plantas saudáveis (Trivedi et al. 2011). Assim como os estudos de 

diversidade genética em plantas medicinais que mostrou que a maioria dos isolados 

(59,4%) pertencia à classe Bacilli (Bhore et al. 2013). 

A coleta dos isolados foi feita em ambientes considerados extremos, com 

exposição a altas amplitudes térmicas e a desidratação. Neste sentido, as bancadas 

lateríticas assemelham-se a ambientes áridos, podendo ter sua comunidade bacteriana 

semelhante a estes ambientes. 

Alguns estudos registraram a presença de Bacillus em áreas da Caatinga, com a 

identificação de capacidade de Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), produção de 

Ácido Indolacético (AIA) e Solubilização de Fosfato de Cálcio (SFCa), sendo que o 

fósforo é considerado um dos nutrientes limitantes para o desenvolvimento de plantas 

(Fernandes-Júnior et al. 2015, Nautiyal 1999). Além das atividades de FBN, AIA e 

SFCa, as espécies de Bacillus podem produzir sideróforos e formar endósporos, bem 

como serem tolerantes a altas concentrações de zinco e chumbo em ambientes 

contaminados (Grönemeyer et al. 2012, Kavamura 2012, Moura 2014, Ikeda et al. 
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2013), características que indicam a capacidade deste gênero de promover o 

crescimento vegetal e de atuarem como bioindicadores. 

Espécies de Bacillus são conhecidas por sobreviverem em regiões áridas que 

sofrem com pressões de temperatura (Andrew et al. 2012). Este dado pode oferecer uma 

característica determinante para o isolamento das espécies bacteriana descritas neste 

trabalho, em função das características climáticas da área de estudo. 

Outros estudos também mostraram que Bacillus pode ser interessante devido o 

seu potencial na produção de compostos biotecnologicamente valiosos, como enzimas 

(amilase, celulase e catalase – enzimas hidrolíticas de decomposição) e antimicrobianos, 

além de atuarem como biocontroladores de nematóides da soja (cisto da soja) e de 

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

O sequenciamento do gene 16S rDNA também revelou a existência um número 

considerável de isolados pertencentes a Alcaligenes (Tabela 1). Existem 

microrganismos raros na natureza, tais como as espécies de Alcaligenes, que são 

capazes de degradar substâncias poluentes, como os herbicidas, assim, esses 

microrganismos desempenham papel fundamental no equilíbrio ambiental (Don e 

Pemberton 1981). O gênero também pode apresentar outras características de suma 

importância ambiental, como a FBN e a resistência a metais pesados (Roesch et 

al.2007, Mergeay et al.1985). 

Um gênero que foi pouco representativo, com apenas cinco isolados, mas que 

tem grande importância biotecnológica foi Paenibacillus, espécies deste gênero são 

consideradas candidatas atrativas para aplicações biotecnológicas, devido à presença de 

características de promoção de crescimento vegetal (Zeigler 2013). Também são 

considerados candidatos para aplicação de controle biológico em sistemas agrícolas e 
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florestais, por serem patogênicos para insetos e outros invertebrados, com potencial 

biopesticida devido à atividade de endonucleases (Grönemeyer et al.2012). 

 

CONCLUSÕES 

O presente estudo revelou a presença de uma diversidade moderada, com relação 

ao índice de Shannon-Weaver, de bactérias endofíticas e epifíticas associadas às 

espécies D. leptostachya, D. excelsa e D. meziana, que foram escolhidas para o 

isolamento de bactérias. A biodiversidade observada não se correlacionou com o 

tamanho da ilha de vegetação em que as plantas foram coletadas, tendo relação somente 

com alguns componentes do solo, como ferro, fósforo e argila. Apesar de o pH 

geralmente influenciar na presença ou ausência de determinadas espécies bacterianas, 

não mostrou influência na biodiversidade bacteriana identificada neste estudo. 

Observou-se que a maioria dos isolados identificados através do sequenciamento 

total do gene 16S rDNA, pertenciam ao gênero Bacillus, com 54% de 

representatividade, o que pode ser justificado pelas características do local em que as 

espécies de bromélias vivem. O sequenciamento resultou na identificação de todos os 

isolados em nível de gênero, e a técnica de BOX-PCR auxiliou na identificação 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 

características morfológicas das colônias isoladas. Epifíticos: LRP02(1) -1; MRP19(2) -

2; LRP13 -3; MRP13 -4; LRP02(2A) -5; MRP20- 6; LRP11(2)- 7; LRP06(2) -8; 

MRP10(1) -9; MRP08 -10; LRP03 -11; MRP17 -12; MRP18 -13; LRP16 -14; 

LRP05 -15; MRP05 -16; MRP12 -17; MRP18 -18; LRP07 -19; MRP17 -20; LRP19 -

21; LRP04 -22; LRP08 -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; LRP06 -40; ERP05 -41; MRP11 -42; LRP11(1) -43; ERP04 -44; MRP22(2) 

-45; LRP18(1A) -46; RP12(2) -47; MRP21 -48; ERP07 -49; ERP12(2) -50; LRP09 -51; 

ERP09 -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. Endofíticos:  ERN02 -1; LRN16(2) -2; 

LRN11 -3; LRN04 -4; MRN09 -5; LRN13 -6; LRN12 -7; LRN14 -8; LRN09  -9; 

MRN02 -10; MRN03 -11; MRN06 -12; MRN12 -13; MRN01(1) -14; MRN01(2) -15; 

MRN08(2) -16; MRN04(2) -17; MRN04(1) -18; MRN10 -19; MRN07(2) -20; LRN07 -

21; LRN21 -22; LRN18(2) -23; LRN15 -24; LRN02 - 25; MRN07(1) -26; LRN17 -

27; LRN10 -28; LRN19(2) -29; LRN05 -30; LRN06 -31; LRN06(1) -32; LRN03 -33; 

LRN21(2) -34; LRN16(1) -35; MRN03 -36; ERN01 -37; LRN01 -38; LRN18(1A) -39. 

Fig. 2 Comparação de agrupamentos: A) Programa GelCompar II® versão 6.5, 

utilizando o BOX-PCR como ferramenta para gerar os perfis. B) Programa Past versão 

2.17, em que as características morfológicas das colônias 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® versão 6.5, em que 

pode-se observar gênero e espécies que podem ou não pertencer ao mesmo clado. 

Fig. 4 Árvore filogenética construída no Programa MEGA6. (A) Bactérias semelhantes com o 

gênero Bacillus; (B) Bactérias semelhantes ao gênero Alcaligenes; (C) Bactérias semelhantes 

com o gênero Lysinibacillus; (D) Bactérias semelhantes com o gênero Paenibacillus; (E) 

Bactérias semelhantes ao gênero Proteus.
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Tabela 1. Contagem de número de bactérias epifíticas e endofíticas nas diferentes populações de bromélias e número total de isolados 

bacterianos para cada espécie de bromélia. 

Espécies de bromélias Contagem no SAL 

epifíticas/endofíticas 

(x105) 

Contagem no PMP 

epifíticas/endofítica

s 

(x105) 

Contagem na FSJ 

epifíticas/endofíticas 

(x105) 

Total de 

bactérias 

epifíticas 

Total de bactérias 

endofíticas 

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. Número de isolados identificados por gênero e a similaridade observada na árvore filogenética, utilizando o gene 16S r RNA, que foi 

analisado pelo programa MEGA6, pelo método Neighbor-Joining. 

Gênero Número 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 

Análise pelo programa MEGA6, pelo método Neighbor-Joining.
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Tabela 3. Número total de bactérias identificados em associação com D. excelsa, D. leptostachya e D. meziana.  

* Médias seguidas por letras diferentes são significativamente diferentes pela Análise de Variância de Kruskal-Wallis (5%; p = 0,08). 

Gêneros 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 c 4,0 a 2,73 b - 

Média de gêneros 0,45 1,0 0,36 - 
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Tabela 4. Número de isolados/número de gêneros por espécie de planta nas três populações estudadas.  

Valores do índice de Shannon-Weaver (H) e Equitabilidade (E).

Populações de bromélias D. excelsa D. leptostachya D. meziana Total H  E 

Fazenda São João 15/5 14/4 - 29/6 1,16  0,43 

Parque Municipal de Piraputangas - 7/3 13/3 20/4 0,94  0,42 

Sítio Arqueológico Lajedo - 23/10 17/4 40/10 1,63  0,54 

Total 15/5 44/11 30/4 89/11 -  - 
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Tabela 5. Correlação dos componentes do solo com a diversidade de bactérias isoladas.  

Localidade Ferro Fósforo 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 - 

*não teve correlação. 
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Considerações 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 identificação dos isolados, 

bem como, na verificação da variabilidade intragenérica e interespecífica que 

consideraram tanto as características morfológicas, quanto as genéticas.   

 A utilização de várias técnicas que auxiliam na identificação de isolados 

bacterianos presentes em um determinado local permite inferir a abundância e 

diversidade destes isolados, possibilitando verificar como está estruturada a comunidade 

bacteriana.  

Os trabalhos relacionados com espécies de plantas silvestres mostram que há 

uma diversidade bacteriana que possuem potencial que melhoram a saúde e nutrição de 

plantas. Diante desse pressuposto, há a necessidade de averiguar as propriedades 

inerentes aos isolados bacterianos obtidos com possibilidades de promover o 

crescimento vegetal. 

 Caso os isolados apresentem alguma característica de promoção de crescimento, 

estes poderão ser utilizados em pesquisas e experimentos de inoculação utilizando 

espécies de interesse econômico, aproveitando o potencial biotecnológico desses 

microrganismos. 
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