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RESUMO

FARIA, Paula Sperotto Alberto, Universidade Federal de Goiés, setembro de 2017.
Potencial biotecnolégico de linhagens bacterianas endofiticas de
Anacardium othonianum Rizzini. Orientadora: Juliana de Fatima Sales. Co-
Orientador: Paula Fabiane Matins.

As plantas séo repletas de micro-organismos que colonizam suas estruturas,
aqueles capazes de habitar internamente os tecidos vegetais sdo conhecidos como
endofiticos e fornecem novas vias nutricionais e de defesa, atuando como estratégia da
planta para suportar as adversidades bidticas e abioticas. Anacardium othonianum
Rizzini também conhecido como caju-de-arvore-do-cerrado é um dos principais
cajueiros de importancia econdémica e social na regido centro-oeste do Brasil, entretanto,
sua comunidade bacteriana endofitica ainda nao foi investigada. Neste sentido,
objetivou-se com este trabalho definir linhagens bacterianas endofiticas com potencial
funcional de promogé&o de crescimento de Anacardium othonianum Rizzini. Fragmentos
de raizes de A. othonianum foram inoculados em meio nutritivo. As col6nias que
cresceram foram isoladas, purificadas e a identificacdo foi realizada pela comparacédo da
sequéncia 16S rDNA no banco de dados GenBank. Posteriormente, testes in vitro de
bioestimulacdo, biofertilizacdo e biocontrole foram realizados para selecdo das
linhagens com multifatores de promog¢do do crescimento de plantas. Duas linhagens
endofiticas foram selecionadas e investigadas com inoculacdo in vivo em A. othonianum
para confirmacdo de sua acdo promotora de crescimento. Este trabalho é o primeiro
relato sobre isolamento, selecdo e aplicacdo de bactérias endofiticas promotoras do
crescimento vegetal de A. othonianum. Foram isoladas 22 espécies das quais
Acinetobacter sp. Bac109, Bacillus mycoides Bac160, Lysinibacillus sphaericus Bac161
e Pantoea agglomerans Bac131 com multifatores de interesse. A co-inoculagdo de A.
othonianum com as bactérias endofiticas Acinetobacter sp. (Bacl09) e Pantoea

agglomerans (Bac131), promoveram incremento no crescimento inicial.

Palavras-chave: Caju-de-arvore-do-cerrado; ecologia microbiana; biotecnologia; tracos
funcionais; promocao de crescimento vegetal.
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ABSTRACT

FARIA, Paula Sperotto Alebrto, Federal University of Goias. September de 2017.
Endophytic-bacterial disersity and ecology from Anacardium othonianum
Rizzini and its biotechnological application. Advisor: Juliana de Fatima Sales.
Co-advisor: Paula Fabiane Matins.

Plants are filled with microorganisms that colonize their structures, those
capable of inhabiting plant tissues internally are known as endophytes and provide new
nutritional and defense pathways, acting as a plant strategy to withstand biotic and
abiotic adversities. Anacardium othonianum Rizzini, also known as cerrado-tree-
cashew, is one of the main cashew trees of economic and social importance in the
central-western region of Brazil, but its endophytic bacterial community has not been
investigated yet. In this regard, the aim of this work was to define endophytic bacterial
lineages with functional potential to promote growth of Anacardium othonianum
Rizzini. Root fragments of A. othonianum were inoculated in a culture medium. Grown
colonies were isolated, purified and the identification was performed by comparing the
16S rDNA sequence in the GenBank database. Subsequently, in vitro tests of
biostimulation, biofertilization and biocontrol were performed to select lineages with
multifactors that promote plant growth. Two endophytic lines were selected and
investigated with in vivo inoculation in A. othonianum to confirm their growth
promoting action. This work is the first report on the isolation, selection and application
of endophytic bacteria that promote plant growth of A. othonianum. Twenty-two species
were isolated, of which Acinetobacter sp. Bacl109, Bacillus mycoides Bacl60,
Lysinibacillus sphaericus Bac161 and Pantoea agglomerans Bac131 with multifactors
of interest. Co-inoculation of A. othonianum with the endophytic bacteria Acinetobacter
sp. (Bac109) and Pantoea agglomerans (Bacl31), promoted an increase in initial

growth.

Keywords: Cerrado-tree-cashew; microbial ecology; biotechnology; functional traits;
promotion of plant growth.
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1. INTRODUCAO

Anacardium othonianum Rizzini, conhecido popularmente como caju-de-arvore-
do-cerrado é considerado um dos principais cajueiros de importancia econdmica e
cultural na regido centro-oeste do Brasil, devido sua utilizacdo na alimentacdo e na
medicina popular (Correa et al., 2008; Vieira et al., 2010). Entretanto, seu cultivo ocorre
de maneira extrativista e para mudar este cenario se faz necessario selecionar plantas
elites e aplicar préaticas sustentaveis, como a utilizacdo de micro-organismos associados
as plantas, que promovam vantagens frente a adversidade (Gaiero et al., 2013).

Os micro-organismos sao responsaveis pela manutencdo da flora ao atuarem na
degradacdo da matéria organica, reciclagem e disponibilizacdo de nutrientes e controle
biolégico de doencas (Bresolin et al., 2010; Bulgarelli et al., 2013), porém 0s micro-
organismos do Cerrado constituem um universo pouco explorado, com potencial para
aplicacdo biotecnoldgica (Mesquita et al., 2013).

As bactérias endofiticas sdo conhecidas por habitar o interior dos tecidos
vegetais, sem causar sintomas de doenca em seu hospedeiro (Kogel et al., 2006). Nesta
intima associacdo demonstram contribuir com os principais aspectos da vida vegetal,
através da sintese de substancias promotoras do crescimento vegetal (Piccoli et al.,
2011; Friesen et al., 2012; Brader et al., 2014), da aquisi¢do de nutrientes (Ma et al.,
2011) e do controle bioldgico de doencas (Santos e Varavallo, 2011).

Nas Gltimas décadas estudos investigam a eficiéncia deste grupo de micro-
organismos através do isolamento, cultivo e triagem funcional da comunidade
microbiana associada ao vegetal. Entretanto, na maioria dos estudos a atividade de
promogdo do crescimento vegetal s6 pdde ser confirmada em testes in vivo via
inoculacédo na planta (Andrade et al., 2014; Afzal et al., 2015).

A inoculagdo de micro-organismos pode acontecer na especie vegetal em que foi
isolado (Szilagyi-zecchin et al., 2015) ou em outra espécie de interesse — inoculagdo
cruzada (Knoth et al.,2013; Gomoung et al., 2017; Hassan et al., 2017), e uma vez
confirmada a promocdo do crescimento, segue-se com o0 desenvolvimento de
inoculantes microbianos comerciais (Berg 2009). Entre os micro-organismos explorados
comercialmente encontram-se 0s @géneros bacterianos Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacter, Burkholderia, Rhizobium, Stenotrophomonas, Serratia e Pantoea (Berg,
2009; Bashan et al., 2014; Lin et al., 2014).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anacardium othonianum Rizzini
O género Anacardium pertence a familia Anacardiaceae e é composto por

arvores, arbustos e subarbustos, com fruto do tipo aquénio (castanha) e pseudofruto
(resulta do desenvolvido do pedunculo) seus ramos contém canais resiniferos e folhas
alternadas, coriaceas, sem estipulas. Ocorre em clima tropical, nos dominios
fitogeogréficos: Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atléntica, Pampa e Pantanal
(Mitchell e Mori, 1987; Paiva et al., 2003; Luz e Pirani, 2017). Este género tem
Amazonia Central, Planalto Central e Semiarido como centros de diversidade e é
constituido pelas espécies: A. excelsum, A. spruceanum, A. occidentale, A. othonianum,
A. microcarpum, A. amilcarianum, A. pumilum, A. humile, A. nanum, A. cobrybosum,
A. parvifolium, A. fruticosum, A. giganteum e A. microsepalum (Mitchell e Mori, 1987,
Lima, 1988).

Anacardium occidentale L. é a Unica espécie deste género cultivada, sendo
explorada de maneira extrativista ou em pequenos e medios pomares na Regido
Nordeste (Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte) (Almeida et al., 2017). Seus principais
produtos sdo a améndoa da castanha-de-caju (ACC — consumida processada), liquido da
casca da castanha-de-caju (LCC - usado na industria de lubrificantes, curtidores,
aditivos, entre outros), e o pseudofruto (consumo in natura ou processado) (Rufino et
al., 2008; Dendena e Corsi, 2014; Dantas et al., 2015).

As demais espécies do género Anacardium, tém sua importancia econdmica
restrita a regides produtoras (Vieira et al., 2006). Nas regides dos cerrados campo sujo e
cerraddo encontra-se um ecétipo: Anacardium othonianum Rizzini caracterizado por ter
folhas mais coriaceas, onduladas e subsésseis, pseudofruto menor e mais acido que o
ecatipo tipico das areas de restinga e capacidade adaptativa a solos de baixa fertilidade,
temperaturas elevadas e estresse hidrico (Mitchell e Mori, 1987; Garcia, 2009; Luz e
Pirani, 2017).

Anacardium othonianum Rizzini é conhecido popularmente como caju-de-
arvore-do-cerrado, cajuzinho e cajui, difere das espécies deste género que habitam o
Cerrado, A. humile, A. nanum e A. corymbosum, pelo porte arbdreo chegando a 6 m de
comprimento (Figura 1 A) (Vieira et al., 2006). Como fruto verdadeiro tém o aquénio e
o0 pedunculo que se desenvolve em pseudofruto, com coloracdo que varia do amarelo ao

vermelho e massa entre 5 e 12 g (Figura 1 B), contém elevado valor nutritivo,
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relacionado principalmente ao alto teor de vitamina C, fonte de fibras, rico em
compostos fendlicos, em especial taninos que Ihe confere adstringéncia (Silva et al.,
2008; Alves et al., 2013; Alves et al., 2016).

Figura 1 Aspecto visual de uma planta adulta (A), folhas e fruto (B) de Anacardium

othonianum Rizzini.

O pseudofruto de A. othonianum é consumido in natura ou na forma de sucos,
doces e iogurtes, sendo uma fonte alternativa de nutrientes (Correa et al., 2008; Bessa et
al., 2013; Fonseca et al., 2014; Souza et al., 2015; Alves et al., 2016) e o extrato das
folhas tém acédo anti-microbiano (Curado et al., 2016). Além disso, pode ser utilizado na
implantacdo de pomares comerciais, recuperacao de areas degradadas e conservacao de
areas nativas (Assis et al., 2014).

Os pomares comerciais enfrentam fatores que influenciam sua produtividade,
como periodos de estiagem, aparecimento de pragas e doencas (Melo et al., 1999). A
busca por superar essas adversidades sem causar prejuizos ao meio ambiente vai ao
encontro de novas tecnologias sustentaveis como a utilizacdo de micro-organismos
associados as plantas, que promovam vantagens frente a adversidade (Gaiero et al.,
2013).

2.2 Interacdo planta x micro-organismo
A interacdo entre planta e micro-organismo foi inicialmente associada apenas a

ocorréncia de doencas. Entretanto, atualmente reconhece-se que 0s micro-organismos

podem impactar positivamente o crescimento e a sanidade das plantas, enquanto que
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estas podem "selecionar™ o seu microbioma, por meio da liberacdo de exsudados para
ter colonizadores benéficos (Mendes et al., 2013; Philippot et al., 2013).

O microbioma planta é complexo e pode ser dividido em trés grandes regides
onde os micro-organismos se estabelecem: rizosfera, endosfera e filosfera (Carvalho et
al., 2016) (Figura 2). A filosfera é a superficie do caule, folhas, frutos e flores da planta,
onde micro-organismos podem colonizar (Philippot et al., 2013). A rizosfera é a parte
constituinte do solo com ampla influéncia das raizes da planta, é considerado um nicho
altamente atrativo aos micro-organismos, pois ha grande liberacdo de exsudados
radiculares (agucares e aminoacidos) e onde ocorre troca metabolica intensa (Philippot
et al., 2013). J& o ambiente endofitico é caracterizado como o interior dos tecidos
vegetais (como cdrtex ou xilema da raiz), onde ocorre uma intima associagdo de trocas
constantes, que resulta no aumento da capacidade competitiva frente a estresses bioticos

e abidticos do hospedeiro (Kogel et al., 2006).

Biotic interactions

% 3 \ / Leaf tissues

@Rhizosphere bacteria & Temperature () Water

BAssociated bacteria * Light g gu:{ient
i i a
, Endophytic bacteria Rhizosplane = -

Figura 2 Visdo geral da interagdo entre plantas e bactérias: bactérias presentes na
rizosfera, associadas a superficie da planta ou colonizando tecidos internos de raizes e
parte aérea. Carvalho et al. (2016).
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As plantas ao exsudar compostos nutritivos ou sinalizadores atraem bactérias
rizosféricas para melhorar seu desempenho em condigdes ambientais adversas,
formando o complexo “micro-organismo-solo-planta” (Soussi et al., 2016; Zhou et al.,
2016). Grande variedade dos micro-organismos rizosféricos sdo capazes de migrar para
0 ambiente endofitico (Saharan e Nehra, 2011). Entretanto, o microbioma endofitico
difere significativamente da rizosfera, indicando uma restrita selecdo dos micro-
organismos (Gottel et al., 2011; Santoyo et al., 2016).

O modelo proposto por Bulgarelli et al. (2013) identifica duas etapas na
colonizacdo endofitica: a) a planta deposita compostos na rizosfera que promove o
crescimento de bactérias organotroficas, b) posteriormente ha selecdo de bactérias pelas

celulas da raiz e apenas as “escolhidas” colonizam seu interior (Figura 3).

Soil

Rhizosphere \’ 2 l >
Endosphere %\1
@ @
[/,
@

@ =»-, Bacteria
@ Living root cap border cell
2377 Decaying root cap border cells

Organic compounds released by
Stal g rhizodeposition

Figura 3 Representacdo do modelo de selecdo em duas etapas: a) planta deposita
compostos na rizosfera que promove o crescimento de bactérias organotroficas, b)

acolhimento e selecdo da bactéria pelas células da raiz. Bulgarelli et al. (2013).
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A diversidade da microbiota associada as plantas é influenciada por fatores
abioticos, como umidade, temperatura, pH, salinidade e disponibilidade de nutriente
(Farrar et al., 2014; Santoyo et al., 2016) e por fatores bidticos, como as caracteristicas
genética inerente aos individuos (diversidade da comunidade microbiana em espécies
cultivadas e selvagens) (Finkel et al., 2017).

Nas Ultimas décadas, com o crescente avango das técnicas de manipulacéo
genética e computacionais, um ndmero maior de micro-organismos tem sido
identificado permitindo elucidar a composicdo da comunidade microbiana associada as
plantas e fechar lacunas na compreenséo desta interacdo (Bresolin et al., 2010; Imam et
al., 2016; Soussi et al., 2016). Contudo, os micro-organismos do Cerrado constituem um
universo pouco explorado, com potencial para estudos de aplicacdo biotecnoldgica ou
para estudos taxonémicos (Mesquita et al., 2013).

As sequéncias do gene 16S contém dominios altamente conservados que sao
referéncias importantes para deduzir relagdes filogenéticas e evolutivas dos micro-
organismos (Gaiero et al., 2013). Muitas sequéncias ja estdo depositadas em banco de
dados de acesso livre, oferecendo informacgdes para estudos sobre a diversidade

microbiana mundial (Soussi et al., 2016).

2.3 Micro-organismos Endofiticos
A relagdo planta x micro-organismos endofiticos pode ser estabelecida de 3

formas: a) penetracdo passiva - através da colonizacdo por aberturas naturais como
estdmatos, hidatddios, lenticelas ou ferimentos; b) penetracdo ativa - o endofito produz
enzimas ou estruturas que facilitam sua entrada; ou c) transmissdo vertical - quando o
enddfito tem capacidade de perpetuar a simbiose colonizando as estruturas reprodutivas
do hospedeiro, desta forma, ao liberar as sementes estardo levando consigo o micro-
organismo endofitico (Wang et al., 2007; Johnston-Monje et al., 2011).

Na interacdo mutualistica planta-endéfito, o micro-organismo recebe nutricdo e
0 microabitat que permite estabilidade térmica e osmotica, assim aumenta sua
possibilidade de sobrevivéncia e disseminacdo (Muller e Krauss, 2005; Santoyo et al.,
2016). Nesta intima associacdo, as bactérias promovem o crescimento das plantas
através de trés mecanismos: fitoestimulagdo, biofertilizacdo e biocontrole (Farrar et al.,
2014; Hardoim et al., 2015; Abbamondi et al., 2016).
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A fitoestimulacdo aumenta o crescimento das plantas pela producéo direta de
fitormbnios como auxinas, giberelinas e citocininas (Piccoli et al., 2011; Smith et al.,
2015; Khan et al., 2016). Dentre os fitorménios, as auxinas como o &cido indol-3-
acetico (AlA) sdo os mais estudados, pois atuam diretamente no alongamento celular,
afetando a morfologia das raizes, com aumento do comprimento e nimero dos pelos
radiculares, permitindo explorar novas regides e aumentado a area de captacéo radicular
(Piccoli et al., 2011; Khan et al., 2016).

A biofertilizacdo promove a disponibilidade de nutrientes como o fdsforo e
nitrogénio que nao estdo prontamente disponiveis as plantas (Berg et al., 2014; Brader
et al., 2014) e o biocontrole protege as plantas contra patdgenos, através da competicao
por nutrientes, resisténcia sistémica induzida, producédo de metabolitos antimicrobianos
secundarios e siderdforo (Santos e Varavallo, 2011; Newman et al., 2013; Brader et al.,
2014).

Nas Ultimas décadas, com o crescente avanco das técnicas de manipulacdo de
acidos nucléicos, os micro-organismos tém sido catalogados, permitindo elucidar a
composicdo da comunidade endofitica de muitas espécies de plantas (Bresolin et al.,
2010; Podolich et al., 2015; Yu et al., 2015; Soussi et al., 2016). Entretanto, confirmar o
efeito benéfico destes micro-organismos s6 é possivel através do isolamento, cultivo e
triagem funcional da comunidade microbiana associada ao vegetal, Neste processo
algumas linhagens se destacam e passam para a proxima fase de teste e ao final se o
efeito de promocéao do crescimento for confirmado é possivel a criacdo de inoculantes
microbianos (Friesen et al., 2011; Saharan e Nehra, 2011).

Alguns géneros de endofiticos ja foram isolados e descritos com acgdo de
promocdo do crescimento vegetal, e sdo utilizados como inoculantes microbianos
comerciais, dentre eles destacam-se Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Burkholderia, Rhizobium, Stenotrophomonas, Serratia e Pantoea (Berg, 2009; Bashan
et al., 2014). Além disso, o possivel uso destes micro-organismos pode ser preferivel ao
uso de fertilizantes quimicos e pesticidas, ndo somente devido ao menor custo, mas por

contribuir com um sistema agricola sustentavel (Gaiero et al., 2013).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Definir linhagens bacterianas endofiticas com potencial funcional de promoc¢éo

de crescimento de Anacardium othonianum Rizzini.

4.2 Objetivos especificos

- Identificar a comunidade cultivavel de bactérias endofiticas de Anacardium
othonianum Rizzini.

- Selecionar linhagens com multifatores de promocao do crescimento vegetal in
vitro, como sintese de auxina, solubilizacdo de fosfatos inorganicos, sintese fosfatase,
siderdforo e acdo de antibiose.

- Avaliar a promoc¢do do crescimento vegetal inicial pela reinoculagdo de

linhagens bacterianas endofiticas isoladas ou em mistura em A. othonianum.
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CAPITULO |

Biodiversidade bacteriana endofitica cultivavel de Anacardium othonianum Rizzini

Resumo: Anacardium othonianum Rizzini é conhecido como caju-de-arvore-do-cerrado
e utilizado como fonte de alimento pelas populagdes locais da regido do Cerrado,
entretanto, desconhece sua comunidade endofitica. Os micro-organismos que colonizam
internamente os tecidos vegetais sdo conhecidos como endofiicos e o conhecimento da
comunidade endofitica, presente em cada espécie de plantas e a investigacdo de suas
potencialidades sdo uma importante fonte de recursos de aplicacdo biotecnoldgica.
Diante disto, objetivou-se identificar a comunidade cultivavel de bactérias endofiticas
de Anacardium othonianum Rizzini. Fragmentos de raizes de A. othonianum foram
coletados, lavados e inoculados em meio &gar nutriente. A classificacdo dos isolados foi
realizada pelo sequenciamento da regido 16S rDNA e as sequéncias comparadas no
banco de dados GenBank. Foram isoladas 148 linhagens bacterianas endofiticas
cultivaveis distribuidas em 22 espécies pertencentes aos filos Proteobacteria (86%) e
Firmicutes (14%). As espécies dominantes foram Bacillus pumilus, Rhizobium tropici,
Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Serratia marcescens e Acinetobacter
oleivorans. A diversidade alfa da comunidade bacteriana endofitica foi determinada
pelo indice de diversidade de Shannon (H') de 2,27, e o valor de equabilidade 0,74,
indicando a diversidade e riqueza de espécies. Este estudo foi a primeira investigacdo
sobre a diversidade e composi¢cdo da comunidade bacteriana endofitica cultivavel
associadas a A. othonianum com foco principal de criar e explorar uma colecdo de
bactérias cultivaveis representativas de habitat endofitico, e futuramente fornecer
material para triagem funcional e descoberta de potencialidades na promocdo do
crescimento vegetal. Conclui-se que a biodiversidade da comunidade bacteriana
endofitica cultivavel de Anacardium othonianum Rizzini, contempla 22 espécies

distribuidos em 2 filos, Proteobacteria e Firmicutes.

Palavras-chave:  Caju-de-arvore-do-cerrado;  Cerrado; ecologia  microbiana;

biotecnologia.
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1. Introducéo
O Cerrado brasileiro é a mais rica savana tropical, contendo grande numero de

espécies vegetais (Myers et al., 2000; Sano et al., 2010) e microbianas (Mesquita et al.,
2013; Souza et al., 2016) ainda pouco conhecidas e exploradas. Dentre as espéecies
vegetais da regido destaca-se o Anacardium othonianum Rizzini, um ec6tipo de A.
occidentale (Mitchell e Mori, 1987), conhecido popularmente como caju-de-arvore-do-
cerrado e considerado um dos principais cajueiros de importancia econdmica e cultural
na regido Centro-Oeste, devido a sua utilizagdo na alimentacéo e na medicina popular
(Carvalho-Correa et al., 2008; Vieira et al., 2010).

Os micro-organismos tém nichos relacionados as plantas, que variam de
parasitario, neutro ou benéfico (Hardoim et al., 2015). Aqueles que habitam o interior
dos tecidos vegetais, pelo menos uma parte do seu ciclo de vida, sem causar sintomas de
doencas no hospedeiro sdo chamados de endofiticos (Kogel et al., 2006). As bactérias
endofiticas demonstram contribuir com os principais aspectos da vida vegetal, através
da sintese de substancias promotoras do crescimento (Piccoli et al., 2011; Friesen et al.,
2012; Brader et al., 2014), aquisicao de nutrientes (Ma et al., 2011) e controle biol6gico
de doencas (Santos e Varavallo, 2011).

Nas Ultimas décadas, com abordagens omic independentes da cultura, por
exemplo, metagendmica, metatranscriptdmica, metaprotemémica e metabolémica, 0s
micro-organismos tém sido catalogados, permitindo elucidar a composicdo da
comunidade endofitica de muitas espécies de plantas (Bresolin et al., 2010; Podolich et
al., 2015; Yu et al., 2015; Soussi et al., 2016). Mas confirmar o efeito benéfico destes
micro-organismos s0 é possivel através do isolamento, cultivo e triagem funcional.
Alguns géneros de endofiticos ja foram isolados e descritos com acdo de promocao do
crescimento vegetal, e sdo utilizados como inoculantes microbianos comerciais, dentre
eles destacam-se Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Burkholderia, Rhizobium,
Stenotrophomonas e Serratia (Berg, 2009; Bashan et al., 2014).

No entanto, a comunidade bacteriana endofitica do caju-de-arvore-do-cerrado
ainda néo foi investigada. Diante disto, objetivou-se identificar a comunidade cultivavel

de bactérias endofiticas de Anacardium othonianum Rizzini.

2 Material e métodos
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2.1 Isolamento
Trés plantas de A. othonianum Rizz. com aproximadamente 50 cm em estadio

vegetativo, foram coletadas no verdo (margo de 2012) no municipio de Montes Claros
de Goids — GO (Figura 1) e retiradas integralmente do solo com escavador manual,
cuidadosamente manuseado para impedir danos a raiz e preservar o solo aderido. Em
seguida, foram conduzidas ao Laboratério de Microbiologia Agricola do IF Goiano —
Campus Rio Verde para processamento.

Figura 1 Mapa indicando os trés locais de amostragem. Coordenadas geograficas: S
16°08°02.2”" de latitude e W 51°17°56,6° de longitude, 592m de altitude (A), S
16°08°02.5”" de latitude e W 51°17°57,3”’ de longitude, 596m de altitude (B) e S
16°08°02.6”" de latitude e W 51°17°57,8”" de longitude, 597m de altitude (C). Fonte
Google Earth.

As raizes foram destacadas das plantas, imersas em agua corrente com
detergente neutro e enxaguadas em agua destilada. Posteriormente, em fluxo laminar,
foram imersas em alcool (70%) por 1 minuto, hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo)
durante 3 minutos e alcool (70%) por 30 segundos. Em seguida, foram enxaguadas 3
vezes com agua destilada esterilizada e 0 excesso de agua retirado com papel filtro
esterilizado. Como controle do processo de assepsia, foram coletados 500 pL da agua
utilizada no enxague final das amostras e inoculada em tubos contendo meio de cultura.

Raizes finas de aproximadamente 1 cm foram obtidas com auxilio de pinca e
tesoura e distribuidas superficialmente, sete fragmentos em 12 placas de Petri, contendo
agar nutriente (3 g de extrato de carne, 5 g de peptona e 15 g de agar). Para avaliar a
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frequéncia de colonizacdo, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 30 °C e

monitoradas diariamente até o 7° dia.

2.2 ldentificacdo Molecular

Os procedimentos de extracdo, amplificacdo e purificacdo do DNA microbiano
foram realizados no Laboratério de Biotecnologia e Ecologia Microbiana do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso.

A extracdo do DNA gendmico das bactérias foi realizada segundo a metodologia
de Cheng e Jiang (2006). A amplificacdo do gene 16S rDNA foi realizada utilizando os
primers 27F (5-AGA GTT TGA TCM TGG CTCAG-3") ¢ 1492R (5-TAC GGY TAC
CTT GTT ACG ACT T-3") (Weisburg et al., 1991). O volume do PCR foi de 25 pL,
contendo 3 pL de extrato de DNA, 14,55 pL de agua ultrapura, 2,5 pL de tampao de
PCR 10x, 0,75 pL de MgCly, 2 uL de dNTP, 1 pL do primer 27 F, 1 puL do primer 1492
R e 0,2 pL da enzima Taq polimerase (Invitrogen®). As condicdes de amplificacéo
foram realizadas com desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos
de 94 °C por 40 segundos, 58 °C durante 35 segundos e 72 °C por 1 minuto e 20
segundos, com extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos da amplificagdo foram purificados (Dunn e Blattner, 1987), a
quantificacdo do DNA foi realizada com 1uL do produto por eletroforese em gel de
agarose (0,8%), utilizando-se como padrdo de comparacdo o marcador Lambda (1) de
1Kb, e em seguida o sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger, utilizando o
Kit Big Dye, em sequenciador automatico ABI3100 AppliedBiosystem nolLaboratério
Multiusuario Centralizado para Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise de
Expressdo Génica da UNESP — Jaboticabal para sequenciamento. As sequéncias do 16S
foram comparadas no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com

sequéncias conhecidas por busca de similaridade via Blastn.

2.3 Arvore de similaridade com gene 16S

A construgdo da arvore foi realizada com o software MEGA 6 (Tamura et al.,
2013), utilizando o algoritmo Neighbour-Joining, pela opcdo de distancia de acordo
com o modelo Jukes and Cantor (1969), onde as sequéncias das bactérias endofiticas
foram comparadas as sequéncias tipo com base nos resultados observados no Basic
Local Alignment Search Tool — BLASTn e Ribosomal Database Project — RDP. A
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robustez da arvore de similaridade foi confirmada pela analise de 5.000 bootstrap e

Methanospirilllum sp. (AJ133792.1) foi utilizado como out group.

2.4 Analise de diversidade e comparacao das comunidades

Apoés a identificacdo molecular a comunidade bacteriana endofiticas foi
caracterizada quanto a riqueza e diversidade de espécies utilizando métricas ecoldgicas
como indice de diversidade — Shannon, equabilidade e diagramas de Venn (Bardou et
al., 2014).

3 Resultados

Nenhum crescimento microbiano foi observado no controle da assepsia
superficial das raizes, indicando que o protocolo foi eficaz na inibicdo do crescimento
bacteriano epifitico.

Um total de 148 isolados bacterianos foram cultivados a partir dos fragmentos
de raizes de A. othonianum com 100% de frequéncia de colonizacdo. A identificacdo da
sequéncia DNAr 16S e a construcdo da relacao filogenética com sequéncias disponiveis

em bancos de dados possibilitou a classificacdo de 22 espécies (Figura 2).
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Figura 2 Analise de similaridade baseado em sequéncias de rRNA 16S parciais,
mostrando as relacdes entre sequéncias de isolados endofiticos bacterianos de
Anacardium. othonianum Rizzini e alguns de seus parentes filogenéticos mais préximos
(indicado pelo ndmero de acesso). Methanospirilllum sp. (AJ133792.1) foi utilizado

COMO grupo externo.
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O filo Proteobacteria foi dominante na comunidade bacteriana endofitica
cultivavel, representando 86% dos isolados totais, os demais foram representados pelo
filo Firmicutes com 14% (Figura 3A). A classe Gamaproteobacteria predominou,
representando 73% dos isolados totais, seguido de Bacilli (10%), Alfaproteobacteria
(16%) e Betaproteobacteria (1%.) (Figura 3B).

A B
14% 14%
Bacilli
Firmicutes 15%p
o - Proteobacteria
Proteobacteria 1%
fi - Proteobacteria
5604 T0%

v - Proteohacteria

Figura 3 Distribuicdo taxondmica de bactérias endofiticas de Anacardium othonianum

Rizzini. Distribuicdo dos isolados nos Filos (A) e nas Classes (B).

Foram encontradas 14 espécies pertencentes ao filo Proteobacteria que incluem
Rhizobium tropici, Burkholderia nodosa, Citrobacter farmeri, Enterobacter cloacae,
Enterobacter oryzae, Enterobacteriaceae bacterium, Klebsiella pneumoniae, Pantoea
agglomerans, Serratia marcescens, Acinetobacter oleivorans, Acinetobacter sp,
Pseudomonas denitrificans, Stenotrophomonas nitritireduce e Stenotrophomonas
maltophilia. E o filo Firmicutes contém 8 espécies, Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pumilus, Brevibacillus
agri, Lysinibacillus sphaericus e Paenibacillus vortex.

As espécies Bacillus pumilus, Rhizobium tropici, Enterobacter cloacae, Pantoea
agglomerans, Serratia marcescens e Acinetobacter oleivorans, representam 83% dos
148 isolados. Enquanto nove espécies raras Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Bacillus mycoides, Paenibacillus vortex, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter sp,
Pseudomonas denitrificans, Stenotrophomonas nitritireduce e Stenotrophomonas
maltophilia representam 6% do total de 148 isolados.

A diversidade alfa determinada pelo indice de diversidade de Shannon (H') da
comunidade de bactérias endofiticas geral foi de 2,27, e entre as trés plantas observou-
se indice de 2,04, 1,78 e 1,65 respectivamente. O valor de equabilidade da comunidade
geral foi de 0,74, e entre as trés plantas observou-se 0,93, 0,72 e 0,63 respectivamente,

evidenciando a planta 1 com maior diversidade.
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A planta 3 mostrou-se mais rica tendo 14 espécies e destas 6 exclusivas: Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides, Enterobacter oryzae, Enterobacteriaeae bacterium,
Lysinibacillus sphaericus e Stenotrophomonas maltophilia. Seguida da planta 2 com 12
especies e 5 exclusivas: Acinetobacter sp., Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae,
Paenibacillus vortex e Pseudomonas denitrificans. Na planta 1 foram encontradas 9
espécies, sendo 3 exclusivas: Burkholderia nodosa, Citrobacter farmeri e

Stenotrophomonas nitritireducens (Figura 4).
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Figura 4 Abundancia relativa das espécies de bactérias endofiticas cultivaveis em trés

plantas de Anacardium othonianum Rizzini.

O padrdo de colonizagéo indicado pela distribuicdo da riqueza compartilhada
entre as espécies bacterianas nas plantas de A. othonianum Rizz., revelou que somente 5
especies (22,7%) foram encontradas nas trés plantas, sao elas: Acinetobacter oleivorans,
Bacillus pumilus, Pantoea agglomerans, Rhizobium tropici e Serratia marcescens
(Figura 5).
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Planta 1 Planta 2

Planta 3

Figura 5 Distribuicdo das espécies bacterianas nas trés plantas de Anacardium

othonianum Rizzini.

4 Discusséo

Este estudo foi a primeira investigacdo sobre a diversidade e composic¢do da
comunidade bacteriana endofitica cultivavel associada ao A. othonianum Rizz. Com
foco principal de criar e explorar uma cole¢do de bactérias cultivaveis representativas de
habitat endofitico, e futuramente fornecer material para triagem funcional e descoberta
de potencialidades na promocéo do crescimento vegetal.

Os filos Proteobactéria e Firmicutes, encontrados neste trabalho, sdo geralmente
os dominantes em ambiente endofitico (Bulgarlli et al., 2013; Hardoim et al., 2015;
Verma et al., 2015; Pereira et al., 2016; Santoyo et al., 2016) e as 22 espécies de
bactérias amostradas ja foram relatadas como endofiticas em outras espécies vegetais,
conforme Tabela 1.
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Tabela 1 Linhagens bacterianas endofiticas de Anacardium othonianum Rizzini ja

descritas na literatura.

Linhagem bacteriana Hospedeiro Autor
Klebsiella pneumoniae . .
Stenotrophomonas malthophilia Glycine max Kuklinsky-Sobral et al., 2005
Bacillus megaterium
Bacillus pumilus
Brevibacillus agri Oriza sativa Mano et al., 2007

Enterobacter cloacae
Stenotrophomonas malthophilia
Enterobacter oryzae
Pseudomonas denitrificans
Pseudomonas denitrificans
Bacillus megaterium
Bacillus pumilus
Bacillus mycoides
Bacillus cereus
Acinetobacter sp.
Acinetobacter oleivorans
Enterobacteriaceae bacterium
Paenibacillus vortex
Serratia marcescens
Enterobacter cloacae
Acinetobacter sp.
Acinetobacter oleivorans
Pantoea agglomerans
Stenotrophomonas maltophilia
Citrobacter farmeri
Klebsiella pneumoniae
Pantoea agglomerans
Bacillus pumilus
Bacillus cereus
Bacillus megaterium
Lysinibacillus sphaericus
Bacillus megaterium

Enterobacter cloacae
Bacillus pumilus*
Klebsiella pneumoniae*
Bacillus cereus*
Bacillus licheniformis
Rhizobium tropici
Pantoea agglomerans
Bacillus cereus
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas nitritireduce
Enterobacter cloacae
Bacillus mycoides

Butia purpurascens

Phyllanthus amarus

Oryza sativa

Cannabis sativa

Oryza sativa

Oryza rufipogon

Theobroma cacao

Solanum tuberosum

Musa spp.

Populus spp.

Trichilia elegans

Triticum aestivum

Phoenix dactylifera

Silva et al., 2015

Joe etal., 2016

Prakamhang et al., 2009.

Afzal et al., 2008

Sun et al., 2008

Zhang et al., 2008

Melnick et al., 2011

Nikolic et al., 2011
Andrade et al., 2014
Kandel et al., 2015

Rhoden et al., 2015

Verma et al., 2015

Yaish et al., 2015
Szymanska et al., 2016
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Somente 5 espécies foram comuns entre as plantas de A. othonianum e estas tém
ampla atividade bioldgica funcional descrita na literatura. Espécies dos géneros
Pantoea, Acinetobacter e Serratia, estdo relacionadas na promog¢do do crescimento
vegetal, principalmente pela acdo antagonista a patdgenos, sintese de siderdforos,
fitormonios e solubilizacdo de fosfatos inorganicos (Hardoim et al., 2015; Kandel et al.,
2015; Khan et al., 2015; Rybakova et al., 2015; Walterson e Stavrinides, 2015).
Enguanto, o género Rhizobium é conhecido pela fixac&o bioldgica de nitrogénio (Brader
et al., 2014). O género Bacillus foi relacionado a solubilizacdo de fosfatos, fixacdo de
nitrogénio, sintese de fitormonios e sider6foros (Kumar et al., 2012; Kavamura et al.,
2013; Berg et al., 2014). Os géneros Rhizobium, Bacillus e Serratia sdo explorados
atualmente como inoculantes comerciais (Berg, 2009; Bashan et al., 2014). Espécies
enquadradas como raras representaram 64% do total de bactérias isoladas, entre elas
Bacillus megaterium, Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia nodosa com
potencial para aplicagdo em produtos/processos biotecnolégicos, como em inoculantes
microbianos para plantas (Adesemoye & Kloepper, 2009; Berg, 2009; Ryan et al.,
2009).

A andlise filogenética organizou as espécies de acordo com seu grau de
parentesco, e agrupamentos monofiléticos foram formados com as espécies pertencentes
ao filo Firmicutes, o mesmo ocorreu com a classe Rhizobiales e Enterobacteriales.

Durante a interacdo planta-hospedeiro, alguns fatores podem influenciar a
composicao da microbiota, como 0s mecanismos que regem a invasdo (alguns endofitos
séo transmitidos verticalmente enquanto que outros advém do ambiente) (Truyens et al.,
2015) e a genética em ambos os parceiros (diversidade da comunidade microbiana em
espécies cultivadas e selvagens) (Elbeltagy et al., 2001; Finkel et al., 2017). Deve-se a
esses fatores a variacdo do indice de diversidade de Shannon (H') e alta frequéncia de
exemplares raros nos trés exemplares de planta de A. othonianum Rizz.

Estudos explorativos com tecnologias analiticas de alto rendimento podem
revelar outros grupos endofiticos, como os néo cultivavel (Martiny et al., 2006). Mas as
pesquisas microbianas com técnica dependente de cultivo permitem a construcdo de
banco de germoplasma microbiano e a0 mesmo tempo € um protocolo adequado para
obtencdo de cepas promissoras para agricultura e indastria (Ryan et al., 2008;
Tikhonovich & Provorov, 2011; Mitter et al., 2016; Finkel et al., 2017).

A identificacdo da comunidade microbiana endofitica cultivavel de A.
othinianum possibilita futuras pesquisas de reinoculacdo para investigar tracos
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funcionais e possiveis beneficios que cepas isoladas ou combinadas podem fornecer a
planta hospedeira, Zinniel et al. (2002) apontam que a maioria dos endofitos de plantas

podem recolonizar o hospedeiro original e promover acréscimo em seu crescimento.

5 Conclusédo
A comunidade bacteriana endofitica cultivavel de Anacardium othonianum

Rizzini, contempla 22 espécies distribuidas nos filos Proteobacteria e Firmicutes.
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CAPITULO 1l

Tracos funcionais de promocéao do crescimento vegetal de bactérias endofiticas
cultivaveis de Anacardium othonianum Rizzini

Resumo: Os micro-organismos constituem um universo pouco explorado na
biodiversidade do Cerrado, representando grande potencial para estudos de aplicagdo
biotecnolodgica. Bactérias endofiticas sdo aquelas que vivem dentro da planta sem causar
sintomas de doencas no seu hospedeiro e podem atuar como promotoras do crescimento
vegetal. Objetivou-se com este trabalho selecionar linhagens bacterianas endofiticas
cultivaveis de A. othonianum com multifatores de promocéo do crescimento vegetal in
vitro. Linhagens endofiticas foram utilizadas nos testes in vitro de sintese de auxina
(AlA), solubilizacao de fosfatos inorganicos, sintese de fosfatase, sider6foro e acdo de
antibiose. Este trabalho é o primeiro relato sobre tragos funcionais de comunidade
bacteriana endofitica cultivavel de A. othonianum. A sintese de AIA foi observada por
todas as linhagens bacterianas testadas, variando de 8,74 a 5,37 pg mL™. O CaHPOQ, foi
a Unica fonte de fosfato insoltvel solubilizada. A partir destes testes cinco linhagens
bacterianas foram selecionadas: Acinetobacter sp. Bac109, Bacillus mycoides Bac160,
Lysinibacillus sphaericus Bacl61, Pantoea agglomerans Bacl31 e Pseudomonas
denitrificans Bacb5, para teste de sintese de sideréforo e antagonismo a fungos
fitopatogénicos. A capacidade de sintetizar sideroforo foi detectada apenas em
Acinetobacter sp. Bacl09. A inibigdo do crescimento do fungo Fusarium sp. foi
observada quando em co-cultura com Pantoea agglomerans Bac131 (48,48 %), seguido
de Lysinibacillus sphaericus Bac161 (42,69 %) e Acinetobacter sp Bac109 (35,00 %).
Conclui-se que as bactérias estudadas tém tracos funcionais importantes que direcionam
para promocao de crescimento de plantas, dentre as quais se destacaram as linhagens
Acinetobacter sp. Bac109, Bacillus mycoides Bac160, Lysinibacillus sphaericus Bac161
e Pantoea agglomerans Bac131 com multifatores de interesse para desenvolvimento de

produtos biotecnoldgicos agricolas.

Palavras-chave: Caju-de-arvore-do-cerrado; sintese de fitormonio; solubilizacdo de

fosfato; sintese de siderdforo; acdo antagonista.

48



1 Introducéo

Os micro-organismos sao responsaveis pela manutencdo da flora ao atuarem na
degradacdo da matéria organica, reciclagem e disponibilizacdo de nutrientes,
decomposicdo de xenobidticos e controle biologico de doencas (Bresolin et al., 2010;
Bulgarelli et al., 2013). Contudo, os micro-organismos do Cerrado constituem um
universo pouco explorado, com grande potencial para estudos de aplicacdo
biotecnoldgica (Mesquita et al., 2013).

Dentre as espécies vegetais do Cerrado, o Anacardium othonianum Rizzini,
conhecido como caju-de-arvore-do-cerrado, é considerado um dos principais cajueiros
de importancia econdbmica para a regido centro-oeste do Brasil, por diversas razoes,
entre elas, servir de fonte de alimento (Bessa et al., 2013; Fonseca et al., 2014; Souza et
al., 2015), ter aplicacdo na medicina tradicional (Curado et al., 2016) e ser utilizado na
implantacdo de pomares comerciais e na recuperacdo de areas degradadas (Assis et al.,
2014).

A cajucultura tem alguns desafios como periodos prolongados de estiagem e
ataque de pragas e doencas que causam impactos negativos na produtividade (Melo et
al.,, 1999). Neste sentido a busca por superar esses desafios aliadas a préaticas
sustentaveis vai ao encontro de novas tecnologias como a utilizacdo de micro-
organismos associados as plantas, que promovam vantagens frente as adversidades
(Gaiero et al., 2013).

As bactérias endofiticas sdo conhecidas por habitar o interior dos tecidos
vegetais, durante pelo menos parte do seu ciclo de vida, sem causar sintomas de doenga
em seu hospedeiro (Kogel et al., 2006). Nesta intima associacdo, as bactérias promovem
o0 crescimento de plantas através de trés mecanismos: biotoestimulacdo, biofertilizagéo e
biocontrole (Farrar et al., 2014; Hardoim et al., 2015; Abbamondi et al., 2016).

A bioestimulacdo aumenta o crescimento das plantas pela producéo direta de
fitormonios (Piccoli et al., 2011; Smith et al., 2015; Khan et al., 2016), aumentando o
comprimento e nimero de pelos radiculares, permitindo ampliar a area de captacdo
radicular (Piccoli et al.,, 2011; Khan et al., 2016). A biofertilizagdo promove a
disponibilidade de nutrientes como fosforo e nitrogénio que ndo estdo prontamente
disponiveis as plantas (Berg et al., 2014; Brader et al., 2014) e o biocontrole protege as
plantas contra patégenos (Newman et al., 2013; Brader et al., 2014).

Nos ultimos anos, muitos trabalhos demonstram o potencial de bactérias
endofiticas na promogdo do crescimento vegetal (Gaiero et al., 2013; Podolich et al.,
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2015; Santoyo et al., 2016) o que pode resultar em produtos comerciais agricolas, como
os bioestimulantes: Companion - Bayer CropScience® (B. subtilis, B. licheniformis e B.
megaterium) e Proradix - Growth Products® (Pseudomonas spp.) que foram
desenvolvidos e sdo comercializados em grande escala (Berg 2009).

Dada a importancia regional do caju-de-arvore-do-cerrado e auséncia de estudos
que investiguem as potencialidades da microbiota bacteriana que coloniza
endofiticamente esta espécie, objetivou-se com este trabalho selecionar linhagens
bacterianas endofiticas cultivaveis de A. othonianum com multifatores de promocéao do
crescimento vegetal in vitro, como sintese de auxina, solubilizacdo de fosfatos

inorgénicos, sintese fosfatase, sider6foro e a¢do de antibiose.

2. Material e métodos

Bactérias endofiticas de A. othonianum pertencentes a colecdo de micro-
organismos do Laboratério de Microbiologia Aplicada do Instituto Federal Goiano,
foram submetidas a triagem funcional in vitro para identificacdo de linhagens com

maior potencial de promocdo de crescimento vegetal in vitro (Figura 1).

Sele¢ao de bactérias com
multifatores de crescimento
vegetal

Figura 1 Figura representativa da triagem funcional in vitro de bactérias endofiticas de

Anacardium othonianum Rizzini.
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2.1 Teste de bioestimulacgao: sintese de auxina
Aliquotas de 1 mL de cultura bacteriana com densidade optica (DOggo) ~ 0,1

foram inoculadas em triplicata, em vidros de penicilina contendo 5 mL de meio caldo
nutriente (extrato de carne 3 g L™ e peptona 5 g L™), suplementado com 100 pg mL™ de
triptofano e permaneceram sob agitacdo constante em mesa agitadora pendular (TE-
240/1 Tecnal®), com rotacao a 90 rpm, durante 48 h a 30 °C e na auséncia de luz.

A sintese de AIA foi avaliada por meio do método colorimétrico descrito por
Gordon e Mitchell (1951). Foram centrifugados 2 mL da cultura a 12.000 rpm, por 5
minutos a 10 °C. Em seguida 1 mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL do reagente
Salkowski (1,875g FeCl3.6H,0, 100 mL H,0O e 150 mL H,SO,). Percorrido 15 minutos
em auséncia de luz, foi realizada a leitura a 530 nm em espectrofotometro. As
concentracdes de sintese de AIA foram obtidas através da equacdo da curva padrdo com

AIA comercial e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott (5%).

2.2 Testes de biofertilizacdo: solubilizacdo de fosfato e sintese de fosfatase
Aliquotas de 1 mL de cultura bacteriana (DOggo ~ 0,1) foram inoculados em

triplicata em vidros de penicilina contendo 5 mL meio. Foram testados trés fontes
insolGveis de fosfato: 5 gL ™ de fosfato de calcio (CaHPO,) ou 1 gL™ de fosfato de ferro
(FePO,) ou 2 gL de fosfato de aluminio (AIPO,4) com pH 7 (adaptado de Gadagi e Sa
2002) e mantidos sob agitacdo constante com auxilio de mesa agitadora pendular (TE-
240/1 Tecnal®) em rotacdo a 90 rpm, por 72 h e a 30 °C.

Apoés o periodo de crescimento o pH foi aferido e a solubilizagcdo de fosfato
avaliada por meio do método colorimétrico descrito por Braga e DeFelipo (1974) em
que 2 mL da cultura foi centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos a 10 °C. Em seguida 1
mL do sobrenadante foi adicionado a 9 mL do reagente de trabalho [900mL de &gua
destilada, 0,4 g de vitamina C e 100 mL da solugdo 725 (0,1 g de subcarbonato de
bismuto, 6,8 mL de &cido sulfurico, 30 mL de &gua destilada, 2,0 g de molibdato de
amonio, 6,8 mL de acido sulfarico/completar para 100 mL em baldo volumétrico)]
percorrido 20 minutos foi realizada leitura a 725 nm em espectrofotbmetro. A
solubilizacdo de fosfato foi determinada utilizando equacdo da curva padrdo de acido
fosforico e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott (5%).

Para deteccdo de sintese de fosfatase foi realizada a inoculagdo em triplicada
com 5 pL de cada cultura bacteriana sobre o meio de cultura TSA (triptocaseina de

soja), com pH ajustado para 7,3 e adicionado assepticamente 0,2 mL L™ de difosfato de
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fenoltaleina (0,5%). As placas foram mantidas em estufa bacteriologica a 28 °C por 72 h
e 3 mL de hidréxido de aménio (8,4%) foi adicionado na tampa das placas de petri, as
quais foram mantidas por 15 minutos em estufa. Apos esse periodo, a producdo de

fosfatase foi verificada pela coloracao résea entorno das col6nias (Romeiro, 2007).

2.3 Testes de biocontrole: sintese de sidero6foro e antibiose

Baseado nos resultados dos testes in vitro de bioestimulacéo e biofertilizagéo as
linhagens bacterianas endofiticas foram ranqueadas de acordo com o0 maior desempenho
nos tracos funcionais analisados.

As linhagens bacterianas selecionadas foram co-inoculadas com o fungo
fitopatdgeno Fusarium sp. Discos de micélio de 5 mm foram inoculados no centro da
placa de petri com meio BDA (infusdo de 200 g de batata, dextrose 20 g e agar 15 g) e
com distancia de 2 cm foram inoculados 5 pL de cultura bacteriana. O tratamento
controle foi considerado a placa contendo apenas o fitopatdgeno, as placas foram
incubadas em temperatura ambiente por 7 dias O diametro do micélio foi medido com
um paguimetro, e porcentagem de supressdo para cada tratamento foi calculada através

do indice relativo (IR):

IR % = (RC-RX) x 100, sendo:
RC

RC= raio da col6nia do patégeno no tratamento controle
RX= raio da coldnia do patdgeno pareada com o isolado endofitico

A sintese de sider6foro foi analisada utilizando a metodologia de Schwyn e
Neilands (1987) o método consiste na utilizacdo de um complexo corante-ferro. O
sideroforo, quando sintetizado e secretado, sequestra o ferro, alterando seu perfil de
oxidacgdo, fazendo com que a solugdo presente no meio mude de cor. A solucdo do
corante é formada por trés solugcbes: primeira consiste em 0,06g de cromo azurol S
(CAS) solubilizado em agua destilada (50 mL); segunda na solubilizacdo de 0,0027g de
FeCl3.6H,0 em HCI 10 mL; e a terceira na solubilizacdo de 0,073g de HDTMA em
agua destilada (40 mL). As trés solugdes foram misturadas em um frasco e submetidas a
autoclavacéo a 120°C por 15 minutos. O meio foi preparado separadamente, 100 mL de
meio MM9 (1,28 g de Na;HPO,, 0,3 g de KH,PQO4, 0,05 g de NaCl e 0,1 g de NH4CI)
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adicionado em 120 mL PIPES ( 4,519 de piperazina e 2,25 g de Agar) e o pH ajustado a
6,8 (uma vez que esse composto ndo dissolve em pH abaixo de 5 e acima de 6,8 a
solugdo fica verde). Autoclavou-se a 120°C por 15 minutos. Apos atingir a temperatura
inferior a 50 °C, adicionaram-se 50mL de solucdo de glicose 40%. Verteu-se 0 meio
azul em placa apos a solidificacdo as bactérias foram inoculadas em estrias e mantidas
por 72 horas a 30 ° C, a producéo de sideroforo foi detectada pela formagdo de um alo

amarelo em volta do crescimento bacteriano.

3 Resultados

A sintese de AIA foi observada por todas as linhagens bacterianas testadas,
variando de 8,74 a 5,37 pg mL™ e as maiores sinteses foram de Bacillus mycoides
Bac160 (8,74 png mL™) e Pantoea agglomerans Bac131 (8,70 ug mL™), conforme tabela
1.

O CaHPOQO, foi a unica fonte de fosfato insoluvel solubilizada. Enterobacter
cloacae Bac176 (30,82 mg L) foi a linhagem com maior potencial de solubilizacéo,
seguido de Bacillus mycoides Bac160 (20,00 mg L™), Acinetobacter sp Bac109 (17,29
mg L) e Pantoea agglomerans Bac131 (15,20 mg L™). A linhagem Enterobacter
cloacae Bac 176 foi a Unica capaz de solubilizar CaHPO,4 em meio basico, devido a
capacidade de produzir fosfatases, j4 Pantoea agglomerans Bac131 (15,20 mg L™),
Pseudomonas denitrificans Bac55 (11,80 mg L™) e Serratia marcescens Bac252 (6,15
mg L™) tém os dois mecanismos de solubilizacio, reducdo de pH e sintese de enzima
fosfatase (Tabela 1).
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Tabela 1 Sintese de auxina (AlA), solubilizacdo de fosfato de calcio (CaHPO,) por
bactérias endofiticas de Anacardium othonianum Rizzini. Rio Verde — GO, 2017.

Sintese de Solubiliza¢io de CaHPO,

Linhagens AlA Fosforo livre

4 4 pH  Fosfatase
(ng mL™) (mg.mL™)

Acinetobacter oleivorans Bac52 565E 15,22 C 3,85G -
Acinetobacter sp. Bac109 5,67 E 17,29 B 4,16 G +
Bacillus cereus Bac116 545F 14,13 C 4,20 G -
Bacillus licheniformis Bac124 5,68 E 3,57 E 74B -
Bacillus megaterium Bac165 6,25 C 8,40 D 3,85G -
Bacillus mycoides Bac160 8,74 A 20,00 B 456 F -
Bacillus pumilus Bac93 6,41 C 3,36 E 590D -
Brevibacillus agri Bac199 6,92 B 0,14 E 6,38 D -
Burkholderia nodosa Bacl17 578 E 193 E 6,55 D -
Citrobacter farmeri Bac12 6,47 C 0,14 E 6,77 C -
Enterobacter cloacae Bacl176 6,00 D 30,82 A 8,51 A +
Enterobacter oryzae Bac224 6,40 C 1,72 E 558 E -
Enterobacteriaceae bacterium Bac172 6,00 D 2,34 E 4,00 G +
Klebsiella pneumoniae Bac56 590D 0,14 E 8,75 A -
Lysinibacillus sphaericus Bac161 574 E 17,50 B 8,72 A -
Paenibacillus vortex Bac123 537F 1,60 E 4,78 F -
Pantoea agglomerans Bac131 8,70 A 15,20 C 507 F +
Pseudomonas denitrificans Bac55 6,56 C 11,80C 4,28 G +
Rhizobium tropici Bac117 6,34 C 159E 472 F -
Serratia marcescens Bac252 6,14 C 6,15D 6,22 D +
Stenotrophomonas nitritireduce Bac236 6,34 C 195E 6,20 D -
Stenotrophomonas maltophilia Bacl11l 6,06 D 141 E 6,76 C -

“Médias seguidas pela mesma letra maitsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%). (-) Auséncia da atividade e (+) Presenca da atividade.

A partir destes testes cinco linhagens bacterianas, que possuiram atividade de
bioestimulacédo e biofertilizacdo combinadose que ndo tém acdo patogénica a humanos
ou plantas foram selecionadas: Acinetobacter sp Bac109, Bacillus mycoides Bac160,
Lysinibacillus sphaericus Bacl161, Pantoea agglomerans Bacl31 e Pseudomonas

denitrificans Bac55, para avaliar acdo de biocontrole.
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A capacidade de sintetizar sideroforo foi detectada apenas em Acinetobacter sp.
Bac109. A inibicdo do crescimento do fungo Fusarium sp. foi observada quando em co-
cultura com todas as linhagens bacterianas testadas, mas maior porcentagem de inibicéo
foi observadado por Pantoea agglomerans Bac131 (48,48 %), seguido de Lysinibacillus
sphaericus Bac161 (42,69 %) e Acinetobacter sp Bac109 (35,00 %) (Tabela 2).

Tabela 2 Bactérias endofiticas de Anacardium othonianum Rizzini com sintese de

sideroforo e antibiose contra Fusarium sp. Rio Verde — GO, 2017.

) Sintese de Indice relativo de inibigéo
Linhagens o )
Sideroforo ao Fusaruim sp. (%)

Acinetobacter sp. Bac109 +2 35,00
Bacillus mycoides Bac160 ND 32,48
Lysinibacillus sphaericus Bac161 ND 42,69
Pantoea agglomerans Bac131 ND 48,48
Pseudomonas denitrificans Bac55 ND 2,98

? (+) Presenca da atividade, (-) Auséncia da atividade e (ND) atividade no detectada.

As bactérias Acinetobacter sp. Bacl09, Bacillus mycoides Bacl60,
Lysinibacillus sphaericus Bac161 e Pantoea agglomerans Bac131 tém tracos funcionais
importantes, como: sintese de AIA, solubilizacdo de CaHPO, e antibiose aos fungos
Fusaruim sp. oque indica potencial acdo na promocao do crescimento vegetal in vivo
(Figura 2).

Figura 2 Tragos funcionais de bactérias endofiticas de Anacardium othonianum
Rizzini: sintese de auxina (A), solubilizacdo de fosfato (B), sintese de fosfatase (C),

sintese de siderdforo (D) e antibiose a Fusarium sp. (E).

4 Discussao
A descricdo dos tracos funcionais de uma comunidade endofitica permite

compreender os lagos que sustentam a relacdo, bem como, elucidar possiveis aplicacdes
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biotecnologicas. Este trabalho é o primeiro relato sobre os tracos funcionais in vitro da
comunidade bacteriana endofitica cultivivel em A. othonianum e indica o potencial
destas bactérias na promog&o do crescimento vegetal.

As linhagens bacterianas podem ter mais de um traco funcional, entéo a escolha
e comparacdo sistematica de varios tracos possibilita a escolha das linhagens com
multiplas funcdes. Mas vale resaltar que a presenca de um dos tragos funcionais testados
jaimplica a linhagem bacteriana uma vantagem, e podem ser testadas isoladamente para
fins especificos. A capacidade de sintetizar AIA por micro-organismos proporciona
vantagens ao seu hospedeiro, pois este fitormonio atua diretamente no alongamento
celular, aumentando o comprimento e ndmero de pelos radiculares, o que
consequentemente aumenta a area de captacdo radicular e permite explorar novas
regides do solo (Piccoli et al., 2011; Khan et al., 2016).

A sintese de AIA ja foi relatada nas espécies endofiticas como em Bacillus
pumilus (Andrade et al., 2014), Bacillus megaterium (Rajkumar e Freitas, 2013),
Acinetobacter sp (Andrade et al., 2014; Joe et al 2016), Lysinibacillus sphaericus
(Shrma e Saharan, 2015), Stenotrophomonas maltophilia (Almeida Lopes et al., 2016),
Pantoea agglomerans (Sergeeva et al., 2007), Serratia marcensces e Enterobacter
cloacae (Afzal et al., 2015), demonstrando que este traco funcional é inerente a espécie,
0 que corrobora com a utilizagdo dos géneros Bacillus, Enterobacter, Serratia, Pantoea,
Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter, Rhizobium e Stenotrophomonas como
inoculantes microbianos comerciais (Berg, 2009).

Outro traco funcional importante é a solubilizacdo e mineralizacdo do fosforo
por bactérias: a solubilizacdo ocorre como consequéncia da acdo de acidos organicos de
baixo peso molecular (&cido glucdnico e citrico) e a mineralizacdo ocorre atraves da
sintese enzimas fosfatases, sendo que estes dois tragos funcionais podem coexistir na
mesma bactéria (Glick, 2012; Berg et al., 2014; Brader et al., 2014). No solo a maior
parte do fdésforo esta insollvel e forma complexos como fosfato de ferro (FePOy),
aluminio (AIPQ,) e célcio (CaHPO,), sua indisponibilidade geralmente é fator limitante
para o crescimento vegetal, pois esta relacionado a energia e ao anabolismo celular,
essencial para o crescimento das plantas (Glick, 2012; Berg et al., 2014).

As linhagens bacterianas de A. othonianum com capacidade de solubilizar
fosfato corroboram com dados de outros trabalhos, nos quais Serratia marcensces
(Afzal et al., 2015), Bacillus megaterium (Rajkumar e Freitas, 2013), Acnetobacter
oleivorans, Lysinibacillus sphaericus (Sharma e Saharan, 2015), Enterobacter cloacae,

56



Pantoea agglomerans, Stenotrophomonas maltophilia (Almeida Lopes et al., 2016),
Bacillus sp e Acinetobacter sp (Andrade et al., 2014; Joe et al 2016) ja foram descritas
com este traco funcional. Infelizmente, a aplicagio comercial de bactérias
solubilizadoras tem sido bastante limitada associada a outros tragos como capacidade de
fixacdo de nitrogénio e sintese de fitormonios (Glick, 2012).

Micro-organismos com tragos funcionais relacionados ao biocontrole protegem
as plantas principalmente pela sintese de substancias que agem inibindo o crescimento
do patégeno (Newman et al., 2013; Brader et al., 2014) e sdo empregados como pratica
agricola sustentavel (Lin et al., 2014). A sintese de sideréforos ocorre em condigédo
limitada de ferro e forma-se ap6s a complexacdo do ferro insollvel, permitindo a
restricdo nutricional deste nutriente ao patdégeno e seu transporte a célula, sendo
considerada uma das maiores fontes de ferro nas plantas (Sujatha & Ammani, 2013).

O emprego de micro-organismos nao patogénicos em seus hospedeiros tem se
mostrado eficazes no controle de fitopatdgenos e atualmente, a partir de varios géneros
bacterianos desenvolveram uma gama de produtos para esta finalidade: com o género
Bacillus (Avogreen®, Amylo-X, Biosubtilin, Botrybell, Cease®, Companion®/Kodiak®,
EcoGuard®, FZB24®, HiStick N/T®, Subtilex®, Pro-Mix®, Nacillus®, Rhapsody®, Rhizo
Plus®, RhizoVital®, Serenade®, Sonata® Sublic® e Yield Shield®), Burkholderia
(Botrycid®), Pantoea (Bloomtime Biological® ¢ Blossom Bless™), Pseudomonas
(Biomonas, Biosave® 100/110, BlightBan A506®, Cedomon®, Cerall®, BlightBan
A506®, Cedomon® e Cerall®) e Serratia (Rhizo Star®) (Bettiol et al., 2012). Estes
micro-organismos desempenham atividades antagbnicas e estdo associados com a
promocdo do crescimento da planta (Lin et al., 2014).

A identificacdo dos tragos funcionais de uma colecdo de micro-organismos
endofiticos cultivaveis permite a selecdo de linhagens promissoras e possibilita futuras
pesquisas in vivo para confirmar a atividade de promoc¢do de crescimento vegetal.
Zinniel et al. (2002) apontam que a maioria dos endofitos de plantas podem recolonizar

0 hospedeiro original e promover crescimento.

5. Concluséo
As bactérias endofiticas cultivaveis de A. othonianum tém tracos funcionais
importantes que direcionam para promocao de crescimento de plantas, dentre as quais

se destacaram as linhagens Acinetobacter sp. Bacl09, Bacillus mycoides Bacl60,
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Lysinibacillus sphaericus Bac161 e Pantoea agglomerans Bac131 com multifatores de

interesse para desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos agricolas.
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CAPITULO HI
Promocéao do crescimento inicial de Anacardium othonianum Rizzini por bactérias

endofiticas

Resumo:. As plantas sdo repletas de micro-organismos endofiticos, que tem grande
potencial em promover o crescimento vegetal e sdo definidos como aqueles que habitam
o interior dos tecidos vegetais, sem causar danos visiveis a seu hospedeiro. Nesta intima
associacao, as bactérias podem promover o crescimento das plantas atraves da sintese
de substancias promotoras do crescimento, da aquisicdo de nutrientes e do controle
bioldgico de doencas. Mas para comprovar o efeito benéfico do micro-organismos,
testes in vivo de reinoculacdo em seu hospedeiro devem ser realizados para avaliar a
inducdo de crescimento . Os micro-organismos endofiticos de Anacardium othonianum
Rizzini, apresentam tracos funcionais de promocao de crescimento de plantas e por isso,
tém potencial em ser utilizados como inoculantes microbianos. Neste sentido,
objetivou-se com este trabalho confirmar que linhagens bacterianas endofiticas, isoladas
ou em mistura, tem atividade de promocdo do crescimento vegetal inicial de A.
othonianum. Quatro acesso de aquénios foram microbiolizados com os isolados
endofiticos Acinetobacter sp. (Bac109), Pantoea agglomerans (Bacl31), combinacao
de ambos e o controle para posteriormente serem semeados em bandejas plasticas
contendo areia. Este € o primeiro trabalho de reinoculacdo de bactérias endofiticas em
A. othonianum visando a promog¢do do crescimento vegetal. A presenca dos indculos
bacterianos e os 4 acessos testados afetaram o crescimento inicial de plantulas de A.
othonianum, sendo que o comprimento médio da parte aérea (CPA), massa fresca e seca
da raiz (MFR-MSR), massa fresca e seca da parte aérea (MFPA - MSPA), relacéo
massa fresca da raiz (RMF), e relacdo massa fresca da raiz (RMs) foram beneficiados
pelos tratamentos na presenca dos micro-organismos. Conclui-se que diferentes acessos
de A. othonianum respondem diferentemente a microbiolizacdo de aquénios e que
bactérias endofiticas de A. othonianum re-inoculadas em aquénios tém atividade de

promogcé&o de crescimento inicial.

Palavras-chave: Microbiolizacdo; Acinetobacter sp.; Pantoea agglomerans; inoculante

microbiano.
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1 Introducéo
Nas regides dos Cerrados campo sujo e cerraddo encontra-se Anacardium

othonianum Rizzini considerado um ecétipo do Anacardium occidentale, e
caracterizado por ter folhas mais coridceas, onduladas e subsésseis, pseudofruto menor e
mais acido que o ecoOtipo tipico das areas de restinga (Garcia, 2009; Luz e Pirani, 2017,
Mitchell e Mori, 1987). Sendo amplamente utilizado como fonte de alimento (Bessa et
al., 2013; Fonseca et al., 2014; Souza et al., 2015) e na medicina tradicional pelas
comunidades nativas (Curado et al., 2016).

A. othonianum é conhecido popularmente como caju-de-arvore-do-cerrado ou
cajui, com grande variacao de coloracdo e massa do pseudofruto, contém elevado valor
nutritivo, relacionado principalmente ao alto teor de vitamina C, fibras e compostos
fendlicos, em especial taninos que Ihe confere adstringéncia (Alves et al., 2013; Alves et
al., 2016; Silva et al., 2008). Nas populacdes nativas de A. othonianum ha grande
variedade morfoldgica, tanto nos 6rgaos reprodutivos quanto nos vegetativos, isto se da
principalmente por serem plantas alégamas e devido a auséncia de selecdo de plantas
elites e trabalhos de melhoramento genético.

Neste sentido, a busca para superar estes desafios aliada a praticas sustentaveis
vai ao encontro de novas tecnologias como a utiliza¢do de micro-organismos associados
as plantas, que promovam vantagens frente as adversidades (Gaiero et al., 2013). As
bactérias endofiticas tém grande potencial em promover o crescimento vegetal (Gaiero
et al., 2013; Podolich et al., 2015; Santoyo et al., 2016) e sdo definidas como aquelas
que habitam o interior dos tecidos vegetais, durante pelo menos parte do seu ciclo de
vida, sem causar danos visiveis a seu hospedeiro (Kogel et al., 2006). Nesta intima
associacdo as bactérias podem promover o crescimento de plantas atraves de trés
mecanismos: fitoestimulacdo, biofertilizacdo e biocontrole (Abbamondi et al., 2016;
Farrar et al., 2014; Hardoim et al., 2015).

Nas Gltimas décadas estudos investigam a eficiéncia deste grupo de micro-
organismos, através do isolamento, cultivo e triagem funcional da comunidade
microbiana associada ao vegetal. Entretanto, na maioria dos estudos a atividade de
promoc¢do do crescimento vegetal s6 péde ser confirmada em testes in vivo com a
inoculacédo na planta (Afzal et al., 2015; Andrade et al., 2014).

A inoculacdo de micro-organismos pode acontecer na especie vegetal em que foi
isolado (Szilagyi-zecchin et al., 2015) ou em outra de interesse — inoculacdo cruzada

(Gomoung et al., 2017; Hassan et al., 2017; Knoth et al.,2013), e uma vez confirmada a
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promogcéo do crescimento, segue-se com o desenvolvimento de inoculantes microbianos
comerciais com recomendacdo conforme testes realizados (inoculantes microbianos
especificos ou generalistas) (Berg 2009). Entre 0s micro-organismos explorados
comercialmente encontram-se 0s géneros Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Burkholderia, Rhizobium, Stenotrophomonas, Serratia e Pantoea (Berg, 2009; Bashan
etal., 2014).

Objetivou-se com este trabalho selecionar linhagens bacterianas endofiticas
isoladas ou em combinacao atividade de promogéo do crescimento vegetal inicial de A.

othonianum.

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal
Frutos de A. othonianum foram coletados no municipio de Montes Claros de

Goias — Goias, Brasil em quatros acessos distintos: 13 (16°06°57.2”S 051°16°38.3”"W
407 m), 36 (16°08°02.2”S 051°17°38.7°W 588 m), 82 (16°08°04.4”S 051°17°38.1”W
585m) e 95 (16°08°05,1” S 051°17°52,5”W 582 m), sendo observada em cada acesso

variacdo morfoldgica, quanto ao tamanho e coloragdo do pseudofruto, conforme Figura

1666

Figura 1. Frutos de Anacardium othonianum Rizzini. Acesso 13 (A), 36 (B), 82 (C) e
95 (D). Barrade 5 cm.
Ap0s, os aquénios foram separados manualmente dos pseudofrutos, lavados em

agua corrente e colocados sobre folhas de papel toalha em temperatura ambiente para
retirada da umidade superficial. Posteriormente foram tratados com 0s micro-

organismos e plantados.
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2.2 Microbiolizacao dos aquénios
As bactérias endofiticas de A. othonianum, Acinetobacter sp. (Bacl09) e

Pantoea agglomerans (Bacl31) pertencentes a cole¢cdo de micro-organismos do
Laboratorio de Microbiologia Aplicada do Instituto Federal Goiano - Campus Rio
Verde foram selecionadas para teste de microbiolizacdo, por terem tracos funcionais de
promogéo do crescimento.

As duas bactérias foram cultivadas em caldo nutriente em incubadora a 30 °C
com agitacdo de 120 rpm por + 8 h. Posteriormente, centrifugadas por 10 minutos, a
4.000 rpm e 4 °C, o sobrenadante foi descartado e realizadas lavagens com solucgédo
salina 0,85% no pellet de células, que foi re-suspendido de modo que atingisse
densidade 6tica (DO) ~ 1,5 de absorbancia em 600 nm.

Os aquénios foram microbiolizados com os isolados endofiticos Acinetobacter
sp. (Bacl09), Pantoea agglomerans (Bacl31), combinacdo de ambos e controle
(solucdo salina 0,85%), segundo metodologia de Dourado, et al. (2013) modificada.
Foram utilizados 12,5 mL de inéculos padronizados [contendo 54,7 x 10° UFC mL™
Acinetobacter sp. (Bac109), 32,3 x 10° UFC Pantoea agglomerans (Bac131), 60,3 x 10°
UFC Bacl09 + Bacl3l e auséncia de crescimento bacteriano no controle] em 25
aquénios por tratamento e durante 20 minutos foi realizado homogenizacdo em sacos de
plasticos.

Apl6s os tratamentos os aquénios foram semeados em bandejas plasticas
(50x35x8cm), contendo areia peneirada e autoclavada 2 vezes por 30 minutos, como
substrato, e mantidas em condiges controladas em Fitotron® com fotoperiodo de 16 h a
25 °C, 70% de umidade e intensidade luminosa de 50 umol m? s™. Trés vezes na
semana foram irrigados com agua destilada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
4x4 (4 acessos e 4 tratamentos de microbiolizagdo), contendo em cada tratamento 5

repeticdes, cada uma com 5 aquénios.

2.3 AvaliagOes biométricas
Os dados numéricos de comprimento meédio da raiz (CMR) e parte aerea

(CMPA), massa fresca da raiz (MFR) e parte aérea (MFPA), relacdo de massa fresca da
raiz pela parte aérea (RMF), massa seca da raiz (MSR) e parte aérea (MSPA), relacdo
de massa seca da raiz pela parte aérea (RMS) e numero de folhas (NF) foram
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submetidos a analise de variancia, testando-se as médias pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade, com auxilio do software SISVAR (Ferreira, 2011).

2.4 Sobrevivéncia do inéculo
Para verificar a sobrevivéncia dos indculos foi utilizada a técnica de contagem

de unidades formadoras de colénia (UFC) por meio do plagueamento das bactérias
totais do substrato. Um dia ap0s o plantio (24 h) e ao final (45 dias) foram retirados 100
mg de amostra composta do substrato de cada tratamento, e realizada diluicdes seriadas
até 10° e plagueamento em meio &gar nutriente (3 g de extrato de carne, 5 g de peptona
e 15 g de agar). A inferéncia da sobrevivéncia dos indculos foi realizada pela diferenga
de UFC encontrada entre no tratamento controle e dos tratamentos com indculos

bacterianos.

3 Resultados
A sobrevivéncia dos indculos bacterianos foi afetada ao logo do tempo,

iniciando a perda da viabilidade logo ap6s 24 h da microbiolizacdo. Entretanto, mesmo
apos 45 dias do plantio, ainda foi detectado crescimento diferencial de UFC totais entre
os tratamentos com indculo bacteriano e controle (Tabela 1).

Tabela 1 Sobrevivéncia dos in6culos bacterianos ap6s 24h e 45 dias da microbiolizacdo

em aquénios de Anacardium. othonianum Rizzini.

Sobrevivéncia do indculo

Microbiolizacéo

24 h 45 dias
Acinetobacter sp. (Bac109) 52 x 10° UFC 8 x 10° UFC
Pantoea agglomerans (Bac131) 17 x 10° UFC 13 x 10° UFC
Bac109 + Bac131 17 x 10° UFC 5x 10° UFC
Controle 7 x 10 UFC 3x 10° UFC

A presenca dos inoculos bacterianos e 0s 4 acessos testados afetaram o
crescimento inicial das plantas de A. othonianum, com padrdes de crescimento
diferenciais entre os tratamentos analisados, sendo que, CMR, CMPA, MFR, MFPA,
RMF e MSR foram influenciados pela interacdo dos tratamentos: acessos e

microbiolizacdo. J4& MSPA foi afetada pelo acesso e pela microbiolizacdo
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separadamente, RMS foi influenciada pela microbiolizacdo isoladamente e NF foi
afetado pela variacdo apenas do acesso.

Quando observado o comportamento do crescimento inicial de plantas de A.
othonianum, a microbiolizacdo ndo promove acréscimo no CMR em nenhum dos
acessos testados (Tabela 2). O CMPA nos acessos 36, 82 e 95 nédo foi favorecido pelo
tratamento de microbiolizacdo, apenas no acesso 13 a combinagdo Bacl109 + Bacl3l
estimulou o crescimento da parte aérea (Tabela 2).

Tabela 2 Comprimento médio da raiz (cm) e parte aérea (cm) de plantas de
Anacardium. othonianum Rizzini provenientes de aquénios microbiolizados com

inéculos bacterianos endofiticos.

) o Acessos
Microbiolizacéo
13 36 82 95
Comprimento médio da raiz (cm)

Acinetobacter sp. (Bac109) 5,10 bA? 4,43 bA 4,78 abA 5,32 aA

Pantoea agglomerans (Bacl131) 6,72 abA 5,53 abA 4,45 abA 5,87aA

Bac109 + Bac131 6,71 aA’ 6,19 aA 3,97 bB 6,19 aA

Controle 6,66 aA 6,14 aAB 5,45 aAB 4,87 aB

Comprimento médio da parte aérea (cm)

Acinetobacter sp. (Bac109) 8,09 cA 6,67 aA 7,82 aA 7,08 aA
Pantoea agglomerans (Bac131) 10,32 abA 7,43 aBC 6,50 abC 8,58 aAB
Bac109 + Bac131 10,37 aA’ 5,96 aB 5,80 bB 8,74 aA
Controle 8,40 bcA 6,10 aB 6,96 abAB 8,54 aA

“Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%.

A MFR nos acessos 13, 36 e 95 foi maior quando tratados com a co-inoculacéo
Bac109 + Bacl3l, seguido do tratamento com Pantoea agglomerans (Bacl31) e no
acesso 82 ndo foi detectado influéncia dos tratamentos. N&o houve efeito da inoculagéo
da Acinetobacter sp. (Bac109) em nenhum dos acessos testados (Tabela 3). Maior
acumulo de MFPA foi observado no acesso 13 na presenca de Pantoea agglomerans
(Bacl131), os acessos 36, 82 e 95 néo tiveram influéncia da microbiolizacdo (Tabela 3).
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Tabela 3 Massa fresca da raiz e massa fresca da parte aérea de Anacardium.
othonianum Rizzini de plantas de Anacardium othonianum Rizzini provenientes de

aquénios microbiolizados com indculos bacterianos endofiticos.

) o Acessos
Microbiolizacéo
13 36 82 95
Massa fresca da raiz (g)
Acinetobacter sp. (Bac109) 0,78 bcA* 0,38 bA 0,49 aA 0,41 bA
Pantoea agglomerans (Bac131) 0,96 bA 0,53 abB 0,54aAB 0,59 abAB
Bac109 + Bac131 1,64 aA’ 0,81 aB 0,79 aB 0,89 aB
Controle 0,47 cAB 0,31 bB 0,89 aA 0,38 bB

Massa fresca da parte aérea (g)

Acinetobacter sp. (Bac109) 2,16 bA 1,11aB 1,53 aAB 1,17 aA
Pantoea agglomerans (Bac131) 2,88 aA 1,58 aB 1,83 aB 1,38 aB
Bac109 + Bac131 1,66 bA 1,53 aA 1,60 aA 1,47 aA
Controle 1,75 bAB 1,12 aB 1,86 aA 1,43 aAB

“Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%.

N&o foi acréscimo na RMF nos tratamentos de microbiolizagdo nos acessos 36 e
82, ja no acesso 13 houve estimulacéo pela inoculacdo da Bac109 + Bac131 e no acesso

95 os tratamentos com micro-organismos foram superiores ao controle (Tabela 4).

Tabela 4 Relacdo da massa fresca da raiz pela parte aérea de plantas de Anacardium

othonianum Rizzini provenientes de aquénios microbiolizados com indculos bacterianos

endofiticos.
Microbiolizagéo Acesso
13 36 82 95
Relac@o da massa fresca da raiz pela parte aérea

Acinetobacter sp. (Bac109) 0,37 bA 0,33 aA 0,33 abA 0,39 abA
Pantoea agglomerans (Bac131) 0,34 bA 0,36 aA 0,25 bA 0,43 abA
Bac109 + Bac131 0,98 aA 0,53aB 0,55 aB 0,58 aB
Controle 0,28 bA 0,28 aA 0,47 abA 0,27 bA

’Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%.
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Nos acessos 13 e 95 a microbiolizacdo promoveu maiores acuimulos de MSR na
co-inoculagdo Bac109 + Bac131, enquanto que nos acessos 36 e 82 ndo houve diferenca
entre os tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5 Massa seca da raiz de plantas de Anacardium. othonianum Rizzini

provenientes de aquénios microbiolizados com indculos bacterianos endofiticos.

) o Acesso
Microbiolizacéo
13 36 82 95
Massa seca da raiz (g)
Acinetobacter sp. (Bac109) 0,20 abA 0,13 aA 0,11 aA 0,09 bA
Pantoea agglomerans (Bac131) 0,22 abA 0,13 aA 0,11 aA 0,11 bA
Bac109 + Bac131 0,26 aAB 0,22 aAB 0,17 aB 0,38 aA
Controle 0,07 bA 0,07 aA 0,19 aA 0,10 bA

“Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%.

A MSPA foi influenciada pelo acesso e pela microbiolizacdo separadamente,
tendo maior acimulo quando os aquénios foram microbiolizados com a combinacéo
Bac109 + Bac131, o menor acumulo foi observado no tratamento com Acinetobacter sp.
(Bac109) e o controle, ja o tratamento com Pantoea agglomerans (Bac131) foi igual aos
demais. A MSPA foi superior no acesso 13 (Tabela 6).

Tabela 6 Massa seca da parte aérea de plantas de Anacardium. othonianum Rizzini
provenientes de diferentes acessos, com aquénios microbiolizados com indculos

bacterianos endofiticos.

Microbiolizacéo Massa seca da parte aérea (g)
Acinetobacter sp. (Bac109) 0,30 b*
Pantoea agglomerans (Bac131) 0,39 ab
Bac109 + Bac131 0,46 a
Controle 0,34b

Acesso Massa seca da parte aérea (g)
13 0,50 a
36 0,32b
82 0,37 b*
95 0,30 b

*Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%.

70



A RMS foi influenciada apenas pelos tratamentos de microbiolizacdo
isoladamente e obteve maior relacdo de massa seca quando os aquénios foram
microbiolizados com a combinacdo Bacl09 + Bacl3l, ja o controle teve a menor
relacdo e os tratamentos de microbiolizacdo com bacte rias isoladas foram iguais aos
demais (Tabela 7).

Tabela 7 Relacdo massa seca da raiz pela parte aérea de plantas de Anacardium.

othonianum Rizzini provenientes de aquénios microbiolizados com in6culos bacterianos

endofiticos.
Microbiolizacéo Relagdo da massa seca da raiz pela parte aérea
Acinetobacter sp. (Bac109) 0,47 ab?
Pantoea agglomerans (Bac131) 0,40 ab
Bac109 + Bac131 0,68 a

Controle 0,33b

“Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%.

A caracteristica NF teve resposta apenas para 0s acessos isolados e 0 acesso 82
resultou em maior nimero de folhas, j4 0 acesso 36 teve 0 menor nimero e 0S acessos

95 e 13 foram iguais aos demais (Tabela 8).

Tabela 8 Numero de folhas de plantas Anacardium. othonianum Rizzini provenientes

de diferentes acessos.

Acesso Numero de folhas
82 56a’
95 5,44 ab
13 5,36 ab
36 497D

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.

Este é o primeiro trabalho que evidencia bactérias endofiticas potencialmente
promotoras de crescimento vegetal reinoculadas em A. othonianum, confirmando a
atuacdo das linhagens Acinetobacter sp. (Bac109) e Pantoea agglomerans (Bacl131),

isoladas ou em combinacéo, no crescimento de seu hospedeiro.
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4 Discusséo

Tratamento de sementes com micro-organismos é amplamente utilizado na
agricultra por disponibilizar para a planta uma populagdo benéfica de micro-organismos
(Philippot et al., 2013). Entretanto, diversos fatores podem interferir na eficiéncia da
interacdo entre planta e micro-organismos e, consequentemente, nos efeitos benéficos
que esta interacdo pode trazer.

As linhagens bacterianas inoculadas interagem com condi¢Ges consideradas
estressantes para 0S micro-organismos, como a osilacdo constante da temperatura
(Romero-Olivares et al., 2017), pH (Barcenas-Moreno at al., 2016), nutrientes (Edwards
et al., 2015) e umidade (Rein at al., 2016) além da competicdo com micro-organismos
nativos (Bulgarelli et al., 2015), e estes fatores podem afetar a sobrevivéncia do indculo.
Entretanto, verificar a sobrevivéncia dos in6culos nos permite certificar o sucesso da
interacdo e quais os resultados disto.

A permanéncia de uma populacdo ativa do inoculante bacteriano no substrato,
até o momento da emicdo da radicula da plantula, é considerado um fator fundamental
para se estabelecer com sucesso a interacdo planta x bactéria. De acordo com Edwards
et al. (2015), a interacdo planta e micro-organismos inicia apos 24 horas da semeadura e
aproxima-se de um estado estacionario dentro de 2 semanas. No presente estudo, apesar
da diminuicdo das UFC ap06s 45 dias, a capacidade em re-colonizar os tecidos internos
da planta hospedeira e desenvolver novamente a associacdo simbidtica benéfica é um
fator que destaca os micro-organismos endofiticos na selecdo de linhagens potenciais.
Neste sentido, acredita-se que apés a inoculacdo se restabeleceu a relagdo endofitica das
linhagens testadas, como observado por Zhou et al., 2016, o qual testou Bacillus cereus
AR156 com Arabidopsis thaliana e verificou a interagdo endofitica mesmo apds 21 dias
de tratamento das sementes.

Apesar de ndo terem sido realizados estudos para verificar a sobrevivéncia
especifica das linhagens bacterianas testadas, com base nos resultados alcancados de
crescimento diferencial na presenca dos inoculantes bacterianos, acredita-se que houve
interacdo entre planta-micro-organismos testados.

Certamente as comunidades microbianas de um ambiente rizosferico se
modificam ao longo do crescimento vegetal, em determinadas situacdes (estressantes ao
hospedeiro), principalmente populagdes introduzidas, visto que inicialmente ha um
momento de adaptacdo ao novo ambiente e competicdo com populagdes locais, seguido
de sinalizagdes para a interagédo com hospedeiro (Lareen et al., 2016).
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Neste estudo, apesar de ser utilizado o método de microbiolizacdo, acredita-se
que a sinalizacdo entre bactérias e planta tenha ocorrido somente na emissdo da
radicula, devido a liberagdo ao solo do “liquido da castanha de caju”, o qual ja foi
comprovado ser toxico para micror-organismos (Monteiro et al., 2017). Apds
germinacdo da plantula, observa-se o deslocamento de recursos baseados em reservas
para nutricdo, o que requer modificagdes intensas do metabolismo. Neste momento, o
direcionamento de recursos para vias metaboélicas especificas pode atrasar 0s custos
associados a maturacdo da imunidade, ou outras vias de defesa da plantula (Lareen et
al., 2016; Zhao et al., 2016.) Neste cendrio, a presenca de bactérias benéficas podem
auxiliar no equilibrio metabdlico e na manutencdo de diferentes tragos funcionais para
maior eficiéncia de crescimento vegetal.

A microbilozacdo por estirpes potenciais promotoras de crescimento vegetal
vem sendo testada em varias espécies vegetais, como canola (Brassica napus) (Padda, et
al.,2016), pinheiro (Pinus contorta) (Tang et al., 2017), tomate (Lycopersicon
esculentum) (Patel et al., 2017) e trigo (Triticum sativu) (Zhao et al., 2015) e
comfirmam que a simbiose com bactérias resulta em melhores e mais saudaveis mudas.

Neste estudo, a interacdo estabelecida apds a germinacdo, permitiu que as
plantas de A. othonianum tivessem incremento nos parametros iniciais de crescimento
de A. othonianum: CPA, MFR, MFPA, RMF, MSR, MSPA e RMS. Esse incremento
pode ser resultado do uso da inoculagdo combinada de mais de uma linhagem bacteriana
que pode atuar em rotas maultiplas e consequentemente em varias caracteristicas de
promoc¢do de crescimento vegetal, como o aumento do nimero de pelos radiculares,
capacidade de absorcdo de nutrientes, (Khan et al.,, 2016), a disponibilizacdo de
nutrientes (Berg et al., 2014) e antagonismos a patdgenos (Brader et al., 2014) visto que
as linhagens testadas tem este tragos funcionais in vitro.

As estirpes testadas neste trabalho séo reconhecidas na literatura como agentes
de promocdo de crescimento vegetal, Pantoea aglomerans possuem efeito benéfico
qguando associado a plantas, estudos como de Feng et al, (2006) demostra que a
microbiolizacdo de sementes de arroz (Oriza sativa L.) com a linhagem P. agglomerans
YS19 teve efeito benéfico no crescimento do hospedeiro atuando na alocagdo dos
fotoassimilados. Amellal et al. (1998) apontam que P. agglomerans NAS206 pode
desempenhar um papel importante na regulacdo do teor de agua (excesso ou déficit) da

rizésfera do trigo, melhorando a agregacéo do solo (Amellal et al., 1998).
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Ja estirpes do género Acinetobacter tem grande atuacdo na degradacdo de
compostos xenobiontes (Ahmad et al., 2017), entretanto alguns estudos associam este
género bacteriano a atividade de promocdo de crescimento vegetal. Kang et al. (2009)
demosntra que Acinetobacter calcoaceticus SE370 promoveu o crescimento em pepino,
repolho chinés e margarida da coroa.

Um importante aspecto testado no presente experimento foi a diferenca do
material bioldgico vegetal, representativo da diversidade de fenotipos encontrados de
caju-do-cerrado. Os 4 acessos de A. othonianum pesquisados tiverem perfil de
crescimento inicial distintos entre si, visto que fazem parte de uma populacdo nativa
heterogenia, isto corrobora com estudos de variabilidade genética no género
Anacardium: entre clones comerciais de A. occidentale (Silva et al., 2012; Silva et al.,
2014) e em Anacardium humile (Carvalho et al., 2012). Estes resultados séo relevantes
pois trazem informacdes iniciais a cerca da diferenca de eficiéncia de interacdo entre
plantas da mesma espécie, porém que apresentam diversidade genética.

De acordo com Szilagyi-zecchin et al. (2015), o gen6tipo do hospedeiro pode
influenciar o estabelecimento da interacdo entre planta X micro-organismos,
principalmente pela secrecdo diferencial de exsudados radiculares particulares de cada
genotipo, assim, a qualidade e a composicdo desses exsudados radiculares pode
determinar a preferéncia das bactérias por determinadas planta (Soussi et al., 2016;
Zhou et al., 2016).

O presente estudo aponta para a necessidade de mais investigacdes para
compreensdo dos mecanismos e moléculas sinalizadoras envolvidas na interagdo, com
vistas a comprenender fatores envolvidos na interagdo, e consequentemente, no sucesso
da promocéo de crescimento vegetal por bactérias. A identificacdo de micro-organismos
promotores de crescimento vegetal e a compreensdo do papel destes micro-organismos
benéficos na melhoria da qualidade da planta permitem aplicagdes praticas para uma
agricultura mais sustentavel (Zhao et al., 2016).

5 Concluséo

A metodologia de microbioliza¢do de aquénios permitiu avaliar a potencialidade
de bactérias para promoc¢do de crescimento em A. othonianum. A co-inoculagdo de
bactérias endofiticas Acinetobacter sp. (Bac109) e Pantoea agglomerans (Bacl31),
promorcionou incremento no crescimento inicial vegetal, a partir de resultados

biométricos realizados até 45 dias apds a germinacao.
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O estudo corroborou com estudos anteriores que mostram que o gendétipo pode

interferir na eficiéncia da interacéo entre planta-inoculante bacteriano.
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5. CONCLUSAO GERAL

As bacterias endofiticas cultivveis de A. othonianum tém tracos funcionais
importantes que direcionam para promocao de crescimento de plantas, dentre as quais
se destacaram as linhagens Acinetobacter sp. Bac109, Bacillus e Pantoea agglomerans
Bacl31 com multifatores de interesse para desenvolvimento de produtos

biotecnoldgicos agricolas.
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