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RESUMO

BERNARDES, F. S. Diversidade bacteriana endofitica associada a Citrus sinensis
(L.) Osbeck com sintomas de Greening. 2010. 60 f. Tese (Doutorado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar a diversidade bacteriana endofitica cultivavel
associada a plantas de Citrus sinensis (L.) Osbeck sintomaticas e assintomaticas para a doenca
“Greening”, com destaque para Methylobacterium spp. Simultaneamente, como objetivo
secundario, foi realizado o estudo da comunidade bacteriana endofitica de Methylobacterium
spp. presente em plantas de laranja doce com e sem sintomas da Clorose Variegada dos Citros
(CVC). Assim, em periodo chuvoso (novembro de 2008 e fevereiro de 2009) e seco (maio de
2009) foram amostradas dez plantas sadias e dez plantas doentes (“Greening” ¢/ou CVC), em
dois municipios citricolas da regido central do estado de S&o Paulo. A confirmacéo da presenga
e/ou auséncia dos fitopatdgenos Candidatus Liberibacter americanus, Ca. L. asiaticus e Ca. L
africanus, agentes causadores do “Greening” e, também, de Xylella fastidiosa, agente causador
da CVC foram realizadas para todas as amostras pela técnica PCR a partir da utilizacdo de
iniciadores especificos para os respectivos fitopatdgenos. Em relagdo a comunidade bacteriana
estudada, foi realizado o isolamento e posterior quantificagdo do nimero de unidades
formadoras de col6nia (UFCs) totais e de Methylobacterium, caracterizadas pela presencga de
coloragdo rosea. A andlise do sequenciamento parcial da regido do gene 16S DNAr e
agrupamentos filogenéticos dos isolados amostrados foram as metodologias adotadas para a
geracdo dos resultados. Os resultados revelaram que a quantidade de Methylobacterium spp.
isoladas em plantas sintomaticas para as doengas “Greening” ¢ CVC foi expressivamente
superior em relagdo as plantas sadias, destacando-se as especies M. fujisawaense e M.
radiotolerans, que foram os filotipos mais encontrados nas referidas amostras. As amostras
vegetais coletadas em periodo seco, também, apresentaram maior presenca da comunidade
metilotrofica. A observacéo dos resultados da comunidade endofitica cultivavel total associada a
plantas sintomaticas e assintomaticas para “Greening”, mostrou que ndo houve diferencas
relevantes quanto as UFCs encontradas nas plantas doentes e sadias. Foram encontradas as
classes: Actinobacteria, Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gamaproteobacteria e
Firmicutes e os géneros mais frequentes foram Brevundimonas, Alcaligenes e Pantoea. Em
relacdo as caracteristicas adaptativas de Methylobacterium spp. quanto a situagGes de estresses,
foram verificadas in vitro a producdo da enzima &cido aminociclopropano-1-carboxilato
deaminase (ACCd) e tolerdncia aos metais pesados caddmio e chumbo. Dos 62 isolados
avaliados, 63% foram capazes de utilizar a molécula de 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) como fonte de nitrogénio para seu desenvolvimento. Os testes para tolerancia ao metais
pesados revelaram que apenas 3 isolados foram capazes de crescer em meio CHOI
suplementado com sulfato de cadmio nas concentracdes de 2,5 e 5,0 mM. Somente dois isolados
se mostraram tolerantes ao chumbo, presente no meio CHOI suplementado com nitrato de
chumbo nas concentragbes 2,5 mM. JA& em 5 mM, apenas um isolado foi capaz de se
desenvolver. Os resultados, apresentados mostram a importancia de Methylobacterium spp.,
sobre a comunidade endofitica cultivavel de citros em dois diferentes patossistema avaliados,
uma vez que em ambos foi observada uma maior quantidade de isolados do género em plantas
doentes, sugerido uma associagdo com os respectivos fitopatdgenos. A producdo de ACCd por
Methylobacterium esta relacionada entre outros fatores, a interrupcdo da rota de sintese do
etileno, composto relacionado ao estresse vegetal. Assim, a grande quantidade de
Methylobacterium em plantas doentes e a produgdo de ACCd pelas mesmas, possivelmente,
estdo relacionadas ao favorecimento do patégeno mediante a reducdo da capacidade de resposta
da planta.

Palavras-chave: Methylobacterium sp. Clorose variegada dos citros. Candidatus Liberibacter
sp. Xylella fastidiosa. Ecologia microbiana.



ABSTRACT

BERNARDES, F. S. Endophytic bacterial diversity associated to Citrus sinensis (L.)
Osbeck with Huanglongbing 2010. 60f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

The aiming of this study was the evaluation of the diversity of endophytic culturable bacterial
community associated with Huanglongbing (HLB) symptomatic and no-symptomatic Citrus
sinensis (L.) Osbeck plants, highlighting the Methylobacterium spp. Simultaneously, it was
evaluated the endophytic Methylobacterium community in sweetie orange with and without
Citrus Variegated Chlorosis (CVC) symptoms. Thus, it was sampled ten healthy and no-health
plants with HLB and CVC symptoms in raining (November 2008 and February are 2009) and
dryed (may 2009) seasons in two provinces at Sdo Paulo State. The presence or absence of the
plant-pathogens Candidatus Liberibacter americanus, Ca. L. asiaticus e Ca. L africanus, HLB
agents and Xylella fastidiosa, CVC agent, was confirmed using specific primer by PCR for all
plant samples. The bacterial communities was accessed by isolation and posteriori
quantification of colony forming unit (CFU) to total and Methylobacterium group that was
identified according its pink coloration. To the identification and phylogenetic clusterization of
the isolates was partially sequenced the 16S DNAr gene. The results showed a higher amount of
isolated Methylobacterium spp. from symptomatic plants to HLB and CVC than healthy plant.
M. fujisawaense and M. radiotolerans were present in these samples. The plants sampled in
dryed season showed a high amount of methilotrific isolates. It was not observed a significant
difference of the amount of total bacteria isolated from HLB symptomatic and no-symptomatic
plants The identified classes was: Actinobacteria, Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gamaproteobacteria and Firmicutes. Brevundimonas, Alcaligenes and Pantoea were the most
frequent genera. It was verified the acid aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACCd)
production and the lead and cadmium tolerance as the adaptative characteristic of
Methylobacterium to stress conditions. 63% of the 62 evaluated isolates were able to use the
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) as nitrogen source. Just 3 isolates were able to grow
in supplemented CHOI media at 2.5 e 5.0 mM of sulphate of cadmium. Two isolates showed
lead tolerance in the same media supplemented with nitrate of lead at 2.5 mM and just one at
5.0mM.The results showed the importance of Methylobacterium spp. to citrus culturable
endophytic community in two pathossystem. In both the amount of methylotrofic isolates was
higher in symptomatic plants, suggesting its association with the plant-pathogens. The
Methylobacterium ACCd production has a relationship with the breaking of ethylen route. This
compound is associated with vegetal stress. For this reason the high amount of
Methylobacterium from symptomatic plants and the ACCd production probably is correlated
with the disease development under the reduction of plant response capacity.

Keywords: Methylobacterium spp. Citrus variegated chlorosis. Candidatus Liberibacter
sp. Xylella fastidiosa. Microbial ecology.
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1 INTRODUCAO

Uma visdo tradicional da fitopatologia baseia-se nos postulados de Koch, onde uma
causa gera uma consequéncia Unica aos seres vivos, a doenca. Este fendmeno é consensual e
resulta de uma interferéncia nos processos fisioldgicos do hospedeiro. Enguanto ndo remediada, a
doenca possui carater continuo, prejudicando as funcBes vitais da planta, como absor¢do e
transporte de &gua e nutrientes e alteracGes em seus processos metabolicos. Existem muitas
doencas e uma analise mais detalhada, nem sempre revela uma Unica relagdo patégeno-
hospedeiro. H& casos onde a simples presenca do agente fitopatogénico foi o fator responsavel
para a ocorréncia da doenca, porém outros estudos mostram que o ambiente favoreceu o
desempenho do agente infeccioso e a consequente doenca.

O conhecimento da comunidade endofitica presente em uma planta hospedeira sob
determinada condi¢do € um importante passo para o entendimento de como algumas relacdes
simbidticas se estabelecem, e como este equilibrio se mantém. Algumas espécies endofiticas ndo
apresentam especificidade a um Unico hospedeiro, sendo encontradas em diferentes espécies
vegetais, promovendo as mesmas associagdes benéficas entre elas. Endéfitos colonizam os tecidos
vegetais de modo sistémico, ocupando o apoplasto, vasos condutores e espacos intracelulares, os
mesmos nichos onde se encontram os fitopatogenos. E possivel que associagdes entre grupos
distintos venham a interferir ou a contribuir no estabelecimento e severidade da doenga. As
maiorias dos estudos sobre a comunidade microbiana e suas alteracfes diante de fitopatdgenos séo
restritos a rizosfera e aos microrganismos presentes nesse ambiente, com destaque a rizobactérias
frente a fungos fitopatogénicos causadores de podridfes. Poucos sdo os estudos que relatam sobre
estrutura da diversidade bacteriana endofitica frente a outros patossistemas.

Methylobacterium spp. sdo bactérias amplamente encontradas na filosfera, rizosfera e em
tecidos internos das plantas, o que as caracteriza também como enddfitos e sdo encontradas
abundantemente em citros. Este género apresenta colonias roseas, sdo metilotroficas facultativas,
capazes de utilizar metanol como fonte de carbono. Espécies de Methylobacterium séo capazes de
fixar nitrogénio, produzir horménios promotores de crescimento e diversos outros compostos com
atuacdo favoravel ao desenvolvimento vegetal, controlando patdgenos ou reduzindo a atuacdo
toxica de metais pesados. Este género é frequentemente isolado de ramos de citros e interage com
a comunidade presente, favorecendo ou inibindo a agdo de determinadas populagdes.
Microrganismos endofiticos oferecem um enorme potencial para a protecdo e aumento do
desempenho agronémico das plantas. A diversidade existente de bactérias endofiticas garante que
ndo ha endofitos capazes de formar associacdo compativel com todas as plantas. Poucos estudos
tém avaliado as mudancas na diversidade microbiana apés a infeccdo por fitopatégenos e o

desenvolvimento da doenca. Considerando, os relatos existentes sobre esse processo, sd0 comuns
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as observacdes quanto a alteracdo da diversidade em plantas doentes. Isto possui efeito direto
sobre a estabilidade dos grupos bacterianos associados. Plantas com sintomas da clorose
variegada do citros apresentaram elevada frequéncia de Methylobacterium spp. Considerando, que
o patdgeno causador da doenca “Greening” est4 presente de forma sist€émica na planta, alterando
fisiologicamente o desenvolvimento do hospedeiro e, possivel que a comunidade endofitica
presente, também, esteja sendo influenciada pela presenca da doenca. Diante disto, 0 objetivo
principal de presente trabalho foi avaliar a diversidade bacteriana endofitica cultivavel presentes
em plantas assintomaticas e sintomaticas para “Greening”, com destaque para o género
Methylobacterium. Também, foi verificada a diversidade de Methylobacterium spp. frente a outro
patossistema, citros-Xylella fastidiosa. Finalmente, foi realizada uma avaliacdo das caracteristicas
adaptativas dos isolados de Methylobacterium, relacionadas a condigbes de estresses, como a
capacidade de producdo da enzima acido carboxilico aminociclopropano deaminase (ACCd) e a
tolerancia aos metais pesados cadmio (Cd) e chumbo (Pb).

12



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microrganismos endofiticos e sua associacéo as plantas

A diversidade microbiana é funcdo de sua evolucdo que diante da experimentacdo
progressiva, as populacdes foram moldadas estruturalmente e funcionalmente tornando-as capazes
de se beneficiar em qualquer nicho ambiental. Esta diversidade esta representada na arvore
filogenética da vida, dividida em trés dominios (Archaea, Bacteria e Eucarya), estando os
procariotos em dois destes dominios: Bacteria e Archaea. Esse estudo tem como enfoque um
grupo especifico, pertencente a divisdo (Filo) das a-Proteobactérias, as Methylobacterium.
Os microrganismos procariotos representam a maior reserva de diversidade genética, além de
apresentarem uma origem anterior aos protistas, metazoarios, plantas e ocuparem um espago
muito maior na biosfera. Estes microrganismos possuem a maior biomassa e sdo responsaveis
pela ciclagem de nutrientes, minimizando o impacto antropogénico no ambiente. Além disso, 0s
microrganismos possuem o maior potencial para producdo de produtos bioativos, enzimas,
polimeros, antibiéticos e muitas ferramentas usadas na biotecnologia (VALERA, 2004).
Denominam-se microrganismos endofiticos, aqueles que habitam o interior das plantas,
sem causar danos aparentes ao hospedeiro ou a formacgdo de estruturas externas, assim
excluem-se fungos micorrizicos e bactérias simbidticas nodulantes, microrganismos
epifiticos e fitopatdgenos (Hallmann et al, 1997; Azevedo & Aradjo, 2007). Entretanto,
essas distingcbes de ordem didatica, nem sempre correspondem as complexas relacfes
entre 0s microrganismos e seus hospedeiros. Dependendo das condi¢fes ambientais um
microrganismo classificado como end6fito pode comportar-se como um epifitico ou um
patégeno subclinico (Azevedo, 1998; Andrews & Harris, 2000).

Misagui & Donndelinger (1990) relatam que bactérias endofiticas, possivelmente,
influenciam na fisiologia da planta hospedeira por processos ainda ndo esclarecidos. Esta
influéncia deve-se a intima relagéo, entre os diferentes organismos, desenvolvida durante
a co-evolucdo das espécies. Bacterias desempenham, no interior de seus hospedeiros,
diversas propriedades de interesse, protegendo-os do ataque de insetos, patdgenos,
herbivoros; producdo de compostos de crescimento vegetal, maior disponibilizacdo de
nutrientes, fixacdo bioldgica de nitrogénio (Azevedo et al., 2000; Azevedo et al., 2003).
Segundo Sturz & Nowak (2000), microrganismos endofiticos sdo mais estaveis por nao
estarem expostos as condi¢cbes ambientais externas aos orgaos vegetais, havendo pouca

ou nenhuma competi¢do microbiana.
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2.2 Methylobacterium spp.: caracteristicas gerais, importancia e bioprospeccao.

As bactérias metilotroficas compreendem diversos grupos, entretanto, apenas o grupo das
aerébias sera aqui evidenciado. A sua classificacdo funcional baseia-se na fonte de carbono
utilizada (metano, metanol, aminas metiladas, metanos halogenados e compostos sulfurico-
metilados) e em sua rota de assimilacdo, sendo o formaldeido a molécula geradora de energia.
Estudos mostram que a assimilacdo do formaldeido ocorre por uma das seguintes rotas
metabdlicas: serina ou ribulose monofosfato. Bactérias metilotroficas que utilizam a rota da serina
pertencem a subclasse o-proteobactéria e, de modo geral, as que utilizam a rota da ribulose
monofosfato sdo dividas entre B e y-proteobacteria (GREEN, 2006; LIDSTROM, 2006).
Atualmente, o género Methylobacterium pertence a ordem Rhizobiales, familia
Methylobacteriaceae. Até o término deste trabalho, este género compreende 34 espécies descritas
na literatura (EUZEBY, 2009). A caracterizagio filogenética das metilotroficas que utilizam o
metanol pode ser realizada a partir da regido conservada do gene mxaF, com cerca de 1,8 Kb de
tamanho. Este gene é responsavel pela codificagdo da enzima desidrogenase do metanol (MDH),
transformando-o em formaldeido (ANTHONY et al., 1994).

O género Methylobacterium foi criado por Patt et al. (1974), ao descobrir uma bactéria
capaz de degradar metano, mas com caracteristicas fenotipicas distintas de outras bactérias
metanotroficas, sendo denominada de Methylobacterium organophilum. A partir de estudos
taxondmicos detalhados, Green e Bousfield (1982) reclassificaram diversas espécies bacterianas
como pertencentes ao género Methylobacterium. Este se caracteriza por bactérias gram-negativas
com pigmentacdo rosea, sendo denominadas "Pink-Pigmented Facultative Methylotrophics"
(PPFMs), devido a sintese de carotendides (VAN DIEN et al., 2003). Apresentam a forma de
bastonete e possuem flagelo, o que lhes confere mobilidade. Podem se desenvolver em tempeturas
entre 5°C a 37°C, tendo o crescimento 6timo a 30°C. Mesmo sob temperatura adequada, algumas
espécies apresentam crescimento lento, precisando de no minimo 3 dias de incubacédo para que as
colonias possam ser visualizadas (GREEN, 2006).

Methylobacterium sp. sdo habitantes de solos, plantas, pantanos, mananciais, encanamentos
hidraulicos, &gua potavel, ambientes marinhos, sistema de esgoto, particulas de poeira, ambientes
hospitalares, alvenaria, alimentos processados, produtos farmacéuticos, processos de fermentacéo,
etc (GREEN, 2006). Diversos trabalhos mostram o potencial de algumas espécies de
Methylobacterium no desenvolvimento de produtos biotecnolégicos, como polihidroxialcanoatos
(PHA) (NATH et al., 2008) e aminoéacidos (TSUJIMOTO et al., 2006), fitohormdnios (OMER et
al., 2004), proteinas (BELANGER et al., 2004), entre outros.

Algumas espécies de Methylobacterium sdo comumente encontradas na rizosfera
(HOLLAND, 1997; ANDREOTE et al., 2009), colonizando os tecidos internos de plantas de
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forma sistémica (ARAUJO et al., 2001; 2002) e/ou na superficie de folhas (KUTSCHERA et al.,
2007). Estudos revelam o efeito benéfico das PPFMs no desenvolvimento vegetal de diversas
culturas como soja (HOLLAND; POLLACO, 1994; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004), milho
(MADHAIYAN, 2002), cana de acucar e algoddo (MADHAIYAN et al., 2006). Jourand et al.
(2004) relataram que a espécie nodulante Methylobacterium nodulans é capaz de fixar nitrogénio
em associagdo com leguminosas. Cervantes-Martinez et al. (2004) observaram uma maior
atividade fotossintética na planta hospedeira pelo aumento no nimero de estdmatos, concentracao
de clorofila e conteido de &cido malico, induzido pelo endofito Methylobacterium.

Estas bactérias crescem ativamente em tecidos meristematicos, formando populagdes entre
10* e 10° UFCs (DORONINA et al., 2002). Nemecek-Marshall et al. (1995) verificaram uma
maior concentracdo populacional de Methylobacterium na superficie abaxial de folhas jovens,
possivelmente, devido a liberacdo de metanol pelos estdmatos, o qual seria utilizado pelas
PPFMs. Holland (1997) constatou que bactérias metilotroficas sdo capazes de sintetizar
citocininas e, Lee et al. (2006) observaram que as citocininas sintetizadas por Methylobacterium
atuavam como um sinal molecular, estimulando as células do tecido vegetal a se dividir. Desta
forma, por meio da orientagcdo quimica ha a desmetilacdo da pectina presente na parede celular
das células vegetais e, conseqiientemente, ocorre a liberagdo do metanol.

Espécies de Methylobacterium spp. foram encontradas como enddfitos de citros, sendo
mais frequentemente isoladas de plantas sintomaticas para a clorose variegada dos citros (CVC).
Segundo Aradjo et al. (2002b), a ocorréncia da doenga em campo pode estar sendo favorecida
pela presenca de Methylobacterium. Isto foi evidenciado em teste in vitro, no qual o sobrenadante
proveniente do cultivo de M. extorgquens (SR 1.6/6) beneficiou o desenvolvimento de X. fastidiosa
(LACAVA, et al, 2004). Entretanto, o endéfito Curtobacterium flaccumfaciens (ER 1/6), muito
encontrado em plantas assintomaticas para CVC, inibiu o crescimento do patégeno in vitro. Em
Catharantus roseus tratado com C. flaccumfaciens e inoculado com X. fastidiosa apresentou
menor reducdo na emissdo dos sintomas (LACAVA et al., 2007), novamente manifestando a
capacidade de realizar o controle do patégeno.

Segundo Ferreira Filho et al. (2001), isolados de Methylobacterium spp. sintetizam
pectinase e celulase, enzimas relacionadas a ativacdo de respostas de defesa no hospedeiro. Em
trabalho semelhante, Madhaiyan et al. (2004) observaram que Methylobacterium sp. sdo capazes
de reduzir indiretamente a acdo de microrganismos patogénicos por meio da indugdo de
resisténcia sistémica. Essa constatacdo deve-se ao aumento nas concentragdes de metabdlitos
relacionados aos mecanismos de defesa como proteinas-PR e compostos fendlicos. Segundo
Pascholati e Leite (1994), os mecanismos de defesa vegetal podem ser estruturais ou bioquimicos.
As enzimas como peroxidase (PO) e polifenoloxidase (PPO), envolvidas no processo de formacao
da lignina, e da enzima fenilalanina amonia liase (PAL) que participa da biossintese de

fitoalexinas, assim como o acumulo de proteinas relacionadas & patogénese (proteinas-PR) e
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compostos fenodlicos, também sdo responsaveis pelo controle de patégenos por RSI (CHEN et al.,
2000). Segundo Sharma e Nowak (1998), a resisténcia sistémica induzida é um processo
conseguinte a promoc¢do de crescimento, possivelmente, dependente da colonizacdo e
sensibilizacdo do hospedeiro.

A interacdo entre microrganismos benéficos e plantas hospedeiras possui grande influéncia
na disponibilidade de nutrientes ou na reducdo da toxicidade por metais (SMITH, 1994). Estudos
indicam que a enzima &cido carboxilico aminociclopropano deaminase (ACCd) é um dos
mecanismos pelo qual algumas espécies de Methylobacterium promovem o crescimento vegetal
(MADHAIYAN et al, 2007a). A presenga da ACCd tem sido estudada em varias associagoes
entre bactéria-planta (BELIMOV et al., 2001; GLICK, 2005). Glick et al. (1998) verificaram que
rizobactérias promotoras de crescimento em plantas podem estimular seu crescimento a partir da
reducdo dos niveis de etileno. O gene responsavel pela codificacdo da enzima ACCd é o acdS. As
bactérias que contém esse gene sdo capazes de reduzir aos niveis de etileno produzidos pela
planta, ao utilizarem a molécula aminociclopropano-carboxilico deaminase, produzida pela planta
durante a rota de sinaliza¢éo do etileno, como fonte de nitrogénio e outras nutrientes. Deste modo,
as bactérias podem ativar o processo de crescimento das plantas, pelo hormdnio &cido indol
acético e/ou atenuar algum estresse pelo qual a planta esteja passando, pela interrupgdo da via do
etileno (GLICK, 2005).

A elevada concentragdo de contaminantes no solo pode interferir no desenvolvimento da
cultura, causando toxidade e prejudicando o metabolismo das plantas. Esta reducdo na toxicidade
pode ocorrer pela diminui¢do na absor¢do dos metais pesados pelas plantas, processo denominado
de biorremediacdo (VIVAS et al., 2006) ou pela inibicdo da sintese do etileno, induzida pela
presenca dos metais pesados no tecido vegetal (MADHAIYAN; POONGUZHALLI; AS, 2007b).
Qualquer estresse fisioldgico, de natureza bidtica ou abidtica, leva a biossintese do etileno pela
planta. O etileno é facilmente liberado dos tecidos e se difunde como gés através dos espacgos
intercelulares para o exterior do tecido. O Chumbo e o cadmio sdo elementos quimicos
denominados de metais pesados toxicos. Estes ocorrem como contaminantes do ambiente e suas
concentracdes no meio cresceram de acordo com 0 aumento da atividade industrial e utilizacdo de
residuos da atividade antropogénica, como lodo de esgoto e escdrias de siderurgicas como fonte

de nutrientes para as plantas.

2.3 Principais doencas bacterianas da citricultura

A economia brasileira possui no agronegdcio citricola sua principal renda de exportacéo,
entretanto, este segmento agricola que é um dos mais tradicionais no estado de S&o Paulo, esta em
plena crise. Além de fatores como mudangas de mercado, precos baixos, concentracdo e dominio

das industrias de exportacdo do suco de laranja concentrado e congelado (SLCC), um grande
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problema fitossanitario vem se espalhando com rapidez nas areas produtoras de citros, o
“Greening”, que é causado, também, por bactéria fitopatogénica, assim como a clorose variegada
dos citros. Embora, X. fastidiosa e Ca. Liberibacter sp. ataguem o mesmo hospedeiro, elas
possuem estratégias distintas de patogenia e disseminacdo, mostram especificidade por diferentes
tecidos e causam diferentes sintoma, a seguir sdo abordadas algumas caracteristicas de cada

doenca.

2.3.1 “Greening”

A doenca “Greening” é considerada a mais destrutiva doenga do citros na atualidade,
afetando severamente a producéo. A falta de um controle eficiente e a rapida disseminagéo, pelo
inseto vetor psilideo Diaphorina citri ou por enxertia, proporcionam grandes perdas. A
erradicacdo total da planta contaminada é a Unica forma de controle (COLLETA-FILHO, et al,
2004). Néo existe variedade de copa ou porta enxerto que seja tolerante ou imune a doenca, até
porgue esta € sistémica na planta, representando um desafio ao desenvolvimento de variedades
resistentes. Os sintomas iniciam-se com o amarelecimento de folhas e ramos, os frutos
apresentam maturacdo irregular, reducdo do tamanho, deformacdo e queda. Com o tempo, ha
desfolhamento gradual com seca e morte dos ramos, inviabilizando a producdo (DA GRACA,
1991).

Primeiramente, a doenga foi relatada na China em 1919, denominada de “Huanglongbing”
que significa “doenca do ramo amarelo”. Posteriormente, foi descrita na Africa do Sul, também,
no inicio do século XX, onde recebeu o nome de “Greening” pelo esverdeamento dos frutos.

Em marco de 2004, a doenca foi detectada pela primeira vez no pais, na regido central do estado
de S&o Paulo e em 2005, no estado da Florida (BOVE, 2006; TEIXEIRA et al., 2005). O agente
causador da doenca foi visto pela primeira vez, em 1970, por microscopia eletrénica, sendo
identificado como uma bactéria Gram-negativa. Até 1990, a microscopia eletrénica foi a técnica
utilizada para confirmar a presenca da bactéria e deteccdo de sintomas (TEIXEIRA et al., 2008a).
O carater ndo cultivavel representa um grande obstaculo para o avanco do conhecimento sobre a
doenca. Atualmente, estdo associadas como agentes causadores da doenca “Greening” trés
espécies pertencentes a classe das Alfaproteobacteria, ordem Rhizobiales, familia Rhizobiaceae
(DODDAPANENI et al., 2008; DUAN et al, 2009). A caracterizacdo das espécies foi baseada em
técnicas de DNA, por comparacdes de sequéncias da regido ribossomal do gene 16S, bem como
da regido intergénica 16S-23S. O nome Liberibacter foi usado para denominar o agente
patogénico, o termo Candidatus indica que a bactéria ainda ndo é cultivada de acordo com o
“International Code of Nomenclature of Bacteria”, sendo caracterizada, até o momento,
essencialmente por técnicas moleculares (HALBERT, MANJUNATH, 2004). A descoberta das

variantes fitopatogénicas,se iniciou ao verificar que as cepas originérias da Africa, se distinguiam
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das cepas da Asia, com base na sensibilidade a temperatura, hibridizacdes do DNA gendmico e
sorologia, sendo classificadas em espécies distintas, Candidatus Liberibacter asiaticus e
Candidatus Liberibacter africanus. No Brasil, a espécie Ca L. asiaticus foi encontrada em 4% das
arvores que apresentavam sintoma de “Greening”, entretanto, nas demais plantas com a presencga
de sintomas, nada era encontrado. Os iniciadores Oil(f) e OAL(r) ndo amplificavam a nova
espécie, denominada de Candidatus Liberibacter americanus (TEIXEIRA et al., 2005). Novos
iniciadores foram desenvolvidos especificamente para esta nova espécie, GB1 (f) e GB3(r).
Atualmente, novos iniciadores sdo utilizados para detectar a presenca de Ca. L. asiaticus e Ca L.
africanus. Estes iniciadores, RPLA2 e RPLJ5, se baseiam em um agrupamento de genes que
codificam para as proteinas ribossomais K, A, J e L, sendo especificos para a deteccdo de Ca. L.
asiaticus e Ca. L. africanus (TEIXEIRA et al., 2008a).

Todas as espécies causadoras do “Greening” s80 restritas aos vasos do floema e podem ser
encontradas dentro da célula do hospedeiro, sendo a Unica bactéria fitopatogénica intracelular.
Entretanto, estes fitopatdgenos ndo sao restritos a citros e sdo capazes de colonizar os vasos do
floema de outras espécies hospedeiras. O fitopatdgeno Ca. L. asiaticus, nem sempre produz
sintomas de doenca e pode colonizar a maioria das rutaceas, solanaceas, Cuscuta campestri
(HALBERT, MANJUNATH, 2004) é capaz de colonizar algumas espécies modelos como vinca
(Catharantus roseus) e tabaco (Nicotiana xanthi).

ApoOs seis anos da primeira deteccdo de Ca. L. asiaticus em pomares de citros, a doenca
vem se espalhando, progressivamente, no estado de Sdo Paulo. Em abril de 2008, a doenca
“Greening” estava distribuida em 162 municipios com 18,57% dos talhdes avaliados positivos
para a doenga (BARBOSA et al, 2008). Um programa de monitoramento, detecgdo e controle foi
desenvolvido pelo governo do Estado de S&o Paulo e executado pelo Fundo de Defesa da
Citricultura — Fundecitros. Praticamente, todas as amostras coletadas com sintomas caracteristicos
da doenca, sdo confirmadas como positivas para a presenca do patégeno por meio da técnica

convencional de PCR.

2.3.2 Clorose Variegada dos Citros (CVC)

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) é uma doenca causada pela bactéria fastidiosa,
gram-negativa, Xylella fastidiosa, pertecente a classe das Gamaproteobactéria, familia
Xanthomonadaceae. As bactérias pertencentes a este grupo se desenvolvem no xilema, que apesar
de conter baixas concentragdes de compostos organicos, é rico em aminoacidos, acidos organicos
e ions inorganicos, essenciais para o desenvolvimento da bactéria (PURCELL; HOPKINS, 1996).
Os sintomas caracteristicos da doenga sdo observados principalmente em folhas maduras, pela
ocorréncia da clorose internerval, como ocorre em plantas com deficiéncia de zinco. Com o

desenvolvimento da doenca, surgem ramos afetados, que podem disseminar para a planta inteira,
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tornando-a raquitica, reduzindo o tamanho dos frutos e endurecimento da casca, queda das folhas
e superbrotamento de ramos (MACHADO et al., 1987; 1992). Os sintomas da doenca podem ser
confundidos com estresse hidrico e nutricional. A Xylella fastidiosa coloniza os vasos do xilema e
pela producdo de seu exopolissacarideo, goma xantana, 0s agregados bacterianos causam a
obstrucdo do vaso. No Brasil, em 1987, foi feita a primeira descricdo do surgimento da doenga em
campo (ROSSETTI; DE NEGRI, 1990). Apo6s o isolamento e identificacdo do agente causador da
clorose em variedades de laranja doce, verificou-se que o mesmo é encontrado em diversas
plantas hospedeiras (LI et al., 2003). A transmissdo deste fitopatdgeno ocorre através de
cigarrinhas de diferentes espécies de acordo com a regido geografica e por enxertia (LOPES,
1996; HE et al., 2000) A X. fastidiosa foi o primeiro fitopatégeno a ter seu genoma sequienciado
(SIMPSON et al., 2000). Avangos importantes no estudo da doenga foram alcancados a partir da
deteccdo de genes envolvidos no processo de infecgéo e colonizacdo e transformacdo bacteriana
(MONTEIRO et al., 2001), frente a utilizagdo de novas espécies hospedeiras como vinca
(LACAVA et al.2004) e fumo (LOPES et al., 2000). Todas as cultivares de laranja doce sdo
afetadas pela CVC, independente do porta-enxerto, sendo que periodos de primavera e verdo ha
maior incidéncia nos pomares citricolas (LARANJEIRA et al., 1998). O fitopatdgeno X.
fastidiosa causa doenca em diversas espécies hospedeiras como ameixeiras, Vvideiras,

pessegueiros, pereiras, plantas de café.

2.4 Métodos de estudo da interagéo bactérias-plantas

A identificacdo de microrganismos cultivaveis requer culturas puras para estudo qualitativo
da morfologia, condicdo de cultivo, nutricdo, bioguimica, metabolismo e ecologia. Os
componentes da estrutura celular das bactérias apresentam diferencas significativas na sua
natureza quimica especificas para cada taxon e sdao empregados na identificacdo e classificacdo
bacteriana. Embora, as condi¢Ges de cultivo ndo alterem sua composicao, a constituicdo do meio
de cultivo pode modificar a estrutura quimica da bactéria (YAMAOKA-YANO; VALARINI,
1998). Somente o genoma nao é afetado pelas condi¢des de cultivo, assim, a utilizacdo de técnicas
moleculares no estudo da diversidade microbiana € preferida pela confiabilidade,
reprodutibilidade e rapidez de execucdo, além de permitir a identificacdo de microrganismos néao
cultivaveis (KIRK et al., 2004).

As técnicas moleculares complementam o que foi caracterizado morfologicamente e
fenotipicamente por métodos de cultivo a partir do isolamento. Contudo, a maioria destas técnicas
ndo fornece uma indicacdo da diversidade funcional microbiana, muito importante em estudos
sobre a ecologia dos microrganismos. A principal técnica molecular utilizada em estudos de
identificacdo e classificacdo de bactérias baseia-se nas diferencas de composi¢do do gene 16S

ribossomal (16S rDNA). Este gene é amplamente utilizado em estudos de filogenia, por
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apresentar uma taxa de mutacdo minima, devido os produtos de sua expressdo ser de ordem

funcional, ou seja, essenciais para a sobrevivéncia do organismo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo do material vegetal

As amostras vegetais, compostas por ramos de laranja doce, Citrus sinensis (L.) Osbeck,
foram gentilmente fornecidas pela Fundecitrus (Fundo de Defesa da Citricultura, Sdo Paulo, SP),
coletadas em areas citricolas da regido central do estado de Sdo Paulo (Figura 3.1). De modo a
facilitar a compreenséo sobre as coletas do material vegetal para a avaliacdo da comunidade total
— “Greening” — e de Methylobacterium spp. — CVC —, os estudos foram divididos em:

Estudo 1 - Greening: As amostragens da comunidade bacteriana endofitica foram compostas
pelos tratamentos: 1) Greening — plantas sintomaticas para a doenca e 2) Controle — plantas
assintomaticas ou sem os sintomas da doenga. Foram realizadas trés coletas, sendo que em cada
época de coleta, dois locais distintos eram amostrados. Em cada local amostrado, eram coletadas 5
plantas apresentando sintomas da doenga e 5 plantas sadias. As informacgdes sobre os locais
amostrados, variedades, idades das plantas, periodos de amostragem e identificagdo dos
tratamentos estdo contidas na tabela 3.1.

Estudo 2 - CVC: A amostragem da populacdo de Methylobacterium spp. presente em plantas
sintomaticas para CVC, ocorreu pela ado¢do dos tratamentos: 1) CVC — plantas exibindo os
sintomas da doenca e 2) Controle — plantas sadias ou sem os sintomas da doenca. O método de
amostragem foi o mesmo adotado para o “Estudo 17, entretanto, foram realizadas apenas duas

coletas. Maiores informagdes sobre as amostragens estdo expostas na tabela 3.2.

3.2 Isolamento e Cultivo

O isolamento da comunidade bacteriana endofitica foi realizado utilizando-se a
metodologia descrita por Araujo et al. (2002) com algumas modifica¢fes. Os ramos amostrados
foram fragmentados em pedagos (> 1g) e submetidos a tratamento asséptico. Este processo é
composto por 1 minuto em etanol 70%, 3 minutos em hipoclorito de sodio a 2 %, 30 segundos em
etanol 70% e duas lavagens em 4gua destilada esterilizada. Uma aliquota de 0,1 mL da ultima
4gua de lavagem foi semeada sobre meio TSA 10% (Agar triptico de soja - “Tryptic soy agar”)
suplementado com benomil (50 pg/mL) para confirmacéo do processo de desinfeccao superficial.
Apbs um periodo de 30 dias de incubagdo a 28°C foi avaliado o sucesso do procedimento de
assepsia. Os fragmentos desinfestados superficialmente foram triturados em tampdo PBS. A
suspensdo obtida, juntamente com os restos vegetais, foi transferida para tubos Falcon e mantida
em agitacdo por 1 hora a 120 rpm. Para a determinacdo do numero de colbnias presentes por

grama de tecido amostrado, aliquotas de 0,1 mL da suspensdo foram semeadas diretamente sobre
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Figura 3.1 — Regido central do estado de Sdo Paulo, onde foram realizadas as amostragens de plantas
assintomaticas (controle) e sintomaticas para “Greening” e CVC. (Fonte: INPE — Satélite
Landsat7-ETM — Cena 220/75 — Zona 22 Sul; Sistema de Coordenadas Geograficas: GCS-
South America-1969).



0s meios TSA 10% e CHOI (TOYAMA et al., 1998), ambos contendo benomil. Foram feitas
diluicBes a 10" e 102 em duplicata. A contagem do ndmero total de coldnias desenvolvidas foi

realizada apds aproximadamente 30 dias de incubacéo a 28°C.

3.3 Selecdo e Manutencgao dos Isolados

Foi realizada a selecdo aleatéria de diversas col6nias, incluindo as morfologicamente
similares a Methylobacterium pela presenca da pigmentacdo résea em ambos os meios de cultivo
utilizados. Apés o isolamento primario (Item 3.2), todos os isolados foram purificados por triplice
clonagem, ou seja, uma mesma colénia foi repicada por trés vezes, garantindo assim a purificaco
da mesma. Os isolados foram mantidos em meio TSA 10% e CHOI, liquidos, contendo 20% de

glicerol e armazenados em congelador (-80°C).

Tabela 3.1 - Informagdes sobre as amostragens realizadas para a avaliagdo da comunidade
bacteriana endofitica cultivavel associada a plantas sintoméaticas para Greening e
plantas assintomaticas

Identificacéo L Variedades .
Isolamentos (Tratamentos) Municipio (Copalp.enxerto) Idade Periodo
AS' .
AC? Matdo - SP valencia/ 12 anos
10 Novembro/08
Isolamento (chuvoso)
gcs; Gavido Valéncia/ 16 anos
Peixoto - SP Cravo
CS Gavido Valéncia/
cc Peixoto - SP Cravo 14-anos
2° Fevereiro/09
Isolamento DS (chuvoso)
DC Matso - SP Vaé‘\elr\‘/%'a/ 11 anos
ES A
EC Matso - SP Vé'f;\fc')a/ 12 anos
30 Maio/09
Isolamento (seco)
ECS: Gavido Valéncia/ 12 anos
Peixoto - SP Cravo

1«g”: Tratamento controle (sem a presenca do fitopatogeno Candidatus Liberibacter sp.);
2«C”: Tratamento com sintomas da doenca Greening (presenca do fitopatégeno Candidatus Liberibacter sp.);
$«SW?: Porta enxerto citrumelo “Swingle”.
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3.4 Extracao do DNA bacteriano

Para a extracdo do DNA, 2 mL da suspenséo de células na fase de crescimento exponencial
(72 horas) em meio CHOI liquido, mantido a 28°C a uma rotacao de 120 rpm, foi concentrada por
centrifugacdo a 12000 x g, durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e ao concentrado de
células foi adicionado 500 pL do tampdo de extracdo (1 M de Tris-HCI e 10 M de EDTA -
pH=8,0) e 30 uL de SDS 10%. A suspensdo foi levada ao termobloco, permanecendo durante 10
min. a 75°C. Em seguida, procedeu-se a limpeza do sobrenadante pela utilizacdo de fenol e
cloroférmio e precipitacdo do DNA pelo emprego de isopropanol e acetato de sddio. A
integridade e concentracdo do mesmo foram verificadas em gel de agarose 1%. O material

genético foi mantido em agua ultrapura e armazenado a 4°C.

Tabela 3.2 — InformacBes sobre as amostragens realizadas para a avaliacdo da populagdo
endofitica de Methylobacterium spp. associada a plantas sintomaticas para CVC e
plantas assintomaticas

Isolamentos  Identificagdo Municipio (co\g:/réegﬁggito) Idade Periodo
AS! Gavido Valéncia/ 12 anos
AC? Peixoto - SP Clebpatra
1° Fevereiro/09
Isolamento BS (chuvoso)
BC Matso - SP Vé'reg‘vcc;a/ 12 anos
CS Gavido CII:eI gta;{ra 8 anos
cC Peixoto - SP P _
20 Maio/09
Isolamento (seco)
DS x Valéncia/
DC Matéo - SP Cravo 12 anos

1«§”: Tratamento controle (sem a presenga do patogeno X. fastidiosa);
2«C”: Tratamento com sintomas da clorose variegada dos citros (presenca do fitopatogeno X. fastidiosa).

3.5 Identificacdo dos isolados por sequenciamento do gene 16S DNAr

A variabilidade genética foi analisada a partir da amplificacdo dos genes 16S rDNA pelos
iniciadores R1378 e P027F (Tabela 3.3), que geram um fragmento de aproximadamente 1400pb
(HEUER et al., 1997). A reacdo foi realizada em volume de 50 pL, composta por 3,75 Mm de
MgCL,; 0,2 mM de dNTPs; 0,2 uM de cada iniciador e 2,5 U de Tag DNA polimerase. Apds o

24



processo de amplificacdo, o produto de PCR foi analisado em gel a 1%, juntamente com o
marcador molecular DNA Ladder para a confirmacdo do tamanho do fragmento.
Alternativamente, realizou-se a amplificacdo do 16S rDNA por PCR direto da colbnia bacteriana,
sem ocorrer 0 processo de extracdo de DNA, conforme Ferreira et al. (2008). A col6nia
selecionada foi transferida para microtubos contendo 200 puL de agua deionizada ultra-pura

esterilizada. Para a ocorréncia da amplificacao foi utilizado 1 pL da suspenséao bacteriana.

3.6 Deteccdo dos fitopatdgenos nas amostras vegetais

3.6.1 Candidatus Liberibacter americanus e Ca L. asiaticus/africanus

Apobs a assepsia da amostra vegetal, esta foi fragmentada por varias vezes com auxilio de
uma lamina, até atingir consisténcia pastosa. O extrato vegetal foi homogeneizado com 3 mL de
tampdo de extracdo (CTAB) adicionado com 0,2% de B-mercaptoetanol. O procedimento para
extragdo do DNA foi realizado conforme a metodologia descrita por (TEIXEIRA et al., 2008)
com algumas modificagdes. Entretanto, para a deteccdo de ambas as linhagens causadoras da
doenca Greening foram utilizados os iniciadores GB1 e GB3 para a identificacdo de Ca. L.
americanus (TEIXEIRA et al., 2005) e RPLA2 e RPLJ5 para Ca. L. asiaticus e Ca. L. africanus
(HOCQUELLET et al., 1999), que possuem um tamanho de fragmento de 1027pb, 701pb e
667pb, respectivamente (Tabela 3.3). A metodologia usada para a amplificagdo do 16S rDNA foi
adotada segundo descrito nas respectivas referéncias literarias citadas acima. Amostras

sintomaticas para Greening foram usadas como controle positivo.

3.6.2 Xylella fastidiosa

O peciolo e nervura central foram pesados e apo6s assepsia superficial, segundo a
metodologia de Aradjo et al. (2002b), estes foram seccionados e triturados em almofariz contendo
3 mL de tampéo de extracdo (CTAB) e 5% de polivilpirrolidona. Adotou-se a metodologia de
Minsavage et al. (1994) para a extragdo do DNA. Para confirmar a auséncia de X. fastidiosa nas
amostras vegetais assimtomaticas para CVC, seguiu-se a metodologia desenvolvida por Pooler &
Hartung (1995). Utilizaram-se os iniciadores CVC-1 e 272-2-int (Tabela 3.3) que amplificam um
fragmento de 500 pb, especifico para X. fastidiosa em citros. A reacdo da PCR foi realizada com
volume de 50 pL, contendo 2 pL de DNA total, 0,4 pmol/L dos iniciadores, 200 pmol/L de
dNTPs, 3,75 umol/L de MgCl2, 5U de Tag DNA polimerase. Amostras vegetais sintomaticas

para CVC foram utilizadas como controle positivo.

25



Tabela 3.3 — Informagdes sobre o0s iniciadores utilizados.

Iniciadores DNA alvo Sequéncia 5°— 3’
R1378 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
16S DNAr
PO27F GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GB1 AAGTCGAGCGAGTACGCAAGTACT
Ca. L. americanus
GB3 CCAACTTAATGATGGCAAATATAG
RPLA2 Ca. L. asiaticus TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT
RPLJ5 Ca. L. africanus ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA
CcvC-1 AGATGAAAACAATCATGCAAA
Xylella fastidiosa
272-int GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT

3.7 Avaliacdo da producdo da acido carboxilico aminociclopropano deaminase (ACCd)

pelos isolados de Methylobacterium sp.

O teste para verificar a producdo da enzima ACC deaminase foi realizado de acordo com
(MADHAIYAN, POONGUZHALI & SA, 2007) com algumas modificacdes. O meio utilizado foi
0 CHOI modificado, pela auséncia do composto (NH,4),SO,. Inicialmente, os isolados cresceram
em meio CHOI liquido padrdo por um periodo de 20 dias até a obtencdo de uma densidade Otica
proxima a 1,0 nm (ODgy = 0,8 ~ 1,1). Em seguida esses isolados foram repicados em placas
contendo o meio CHOI suplementado com o &cido 1-aminociclopropano-1- carboxilico (ACC)
como Unica fonte de nitrogénio, na concentragdo de 3 Mm. Para efeito de comparacdo do
desenvolvimento das coldnias foi utilizado como controle 0 meio CHOI padrdo, inoculado com os
mesmos isolados. As placas foram incubadas por um periodo de 30 dias a 28°C e ao término,

realizou-se a contagem das col6nias presentes no meio CHOI contendo a molécula ACC.

3.8 Determinacdo da toler@ncia aos metais pesados cadmio (Cd) e chumbo (Pb) pelos

isolados de Methylobacterium sp.

A determinacdo da tolerdncia dos isolados aos metais pesados toxicos Cd e Pb foi realizada
em meio CHOI contendo as concentragdes de 2,5; 5,0 e 10 mM de CdSO, e de PbNO;. As
concentragcdes dos metais foram baseadas no estudo de Madhaiyan et al. (2007). Os isolados
foram repicados sobre o meio semi-seletivo suplementado com as diferentes concentragdes de
cadmio e chumbo permaneceram incubadas a 28°C e o crescimento bacteriano foi avaliado ao

final de 30 dias e comparado ao controle (meio CHOI).
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3.9 Analise estatistica

Devido a impossibilidade em se determinar todas as variaveis presentes durante os periodos
de amostragem dentro de uma extensa regiao citricola (Figura 3.1), a escolha de um delineamento
experimental ou mesmo um esquema de desdobramentos fatoriais para posterior andlise de
variancia tornou-se inviavel pelo ndo ajustamento dos desvios e a ndo obtencdo de diferengas
entre os tratamentos. Assim, os dados dos isolamentos, representados pelas unidades formadoras
de colbnias (UFCs) em relacdo ao peso (gramas) do tecido vegetal foram transformados por
logio(x+1) para a normalizagdo dos dados. O erro padrdo da média das UFCs foi aplicado ao valor
a 10%.

A andlise das sequéncias parciais do gene 16S rDNA foram comparadas com o banco de
dados (GenBank) do Centro Nacional de InformacGes Biotecnoldgicas (National Center for
Biotechnology Information - NCBI). Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas e analisadas
filogeneticamente pelo programa MEGA 3.1. As sequéncias dos isolados foram analisadas e
agrupadas filogeneticamente com as sequéncias mais similares presentes no banco de dados pelo
programa RDPQuery (http://simo.marsci.uga.edu/public_db/rdp_query.htm). O indice de
rarefacdo adotado para anélise filogenética foi criado pelo programa computacional DOTUR que
gerou diferentes niveis de similaridade entre as sequéncias de nucleotideos da regido 16S DNAr

dos isolados agrupados em diferentes filotipos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo das espécies endofiticas de Methylobacterium spp. associadas a plantas
assintomaticas e sintomaticas para Greening e CVC.

Neste estudo, o0 meio TSA 10%, usado no isolamento de bactérias tanto aerdébias estritas
guanto as facultativas, foi utilizado para analise da comunidade bacteriana total endofitica
presente em plantas sintomaticas para “Greening” e assintomaticas. O meio CHOI, semi seletivo
para metilotroficas, foi empregado para obtencdo de Methylobacterium, tanto no estudo aplicado a
“Greening”, quanto a CVC, plantas doentes e sadias. Entretanto, o nimero de coldnias rdseas
obtidas em meio TSA 10% foi bem superior ao encontrado em meio CHOI (Figuras 4.1, 4.2, 4.3 e
4.4), que possui em sua composicdo somente sais minerais e metanol como Unica fonte de
carbono. Deste modo, a ocorréncia de col6nias roseas, carater ligado a Methylobacterium, foi
verificada em ambos os meios de cultura. Esta circunstancia se deve ao meio TSA ser um
composto rico em triptona e peptona, fonte rapida e de facil assimilagcdo do carbono presente em
carboidratos, lipidios e o nitrogénio em proteinas, permitindo que as bactérias se desenvolvam
rapidamente.

Os valores atribuidos ao nimero total de col6nias e ao nimero total de coldnias réseas
correspondem a contagem das colbnias totais e as colénias com a referida morfologia,
respectivamente. Os dados de freqiiéncia se referem ao nimero de col6nias réseas em relacao as
coldnias totais. Pela analise do nimero total de unidades formadoras de col6nias (UFCs), obtidas
em meio TSA 10% (Figura 4.1) foi possivel observar que ndo houve diferenca expressiva para 0s
tratamentos plantas sintomaticas associadas a “Greening” e assintomaticas e, também, para outros
fatores que pudessem vir a influenciar a comunidade bacteriana cultivavel como local de
amostragem (Mat&o, SP e Gavido Peixoto, SP) e época de amostragem (periodo chuvoso e seco).
O namero total de colbnias rdseas e a frequéncia destas foram expressamente maiores em plantas
sintométicas para “Greening”, sendo que o Ultimo isolamento, realizado durante o periodo seco,
também apresentou valores maiores em relagdo aos demais isolamentos ocorridos em periodo
chuvoso (Figuras 4.1 e 4.2). Deste modo, pode ser considerada que além da variavel doenca, o
periodo seco, ambos agentes de estresse para as plantas, tenham possivelmente, favorecido a
comunidade metilotréfica. Segundo Aradjo et al. (2001), a presenca de um determinado enddfito
pode favorecer a presenca do patdgeno ou de outro microrganismo endofito, alterando a estrutura

da comunidade.
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Figura 4.1 — Total de unidades formadoras de col6nias (UFCs) bacterianas presentes em fragmentos de
ramos de citros com sintomas de “Greening” e assintomaticos (controle) sobre meio de cultura
TSA 10% (a); total de unidades formadoras de col6nias rdseas desenvolvidas sobre meio TSA
10% (b); frequéncia de coldnias réseas (c). Valor do erro padrdo da média a 10%. (Locais: A, D e
E: Matdo, SP; B, C e F: Gavido Peixoto, SP.)
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Figura 4.2 — Total de unidades formadoras de col6nias (UFCs) bacterianas presentes em fragmentos de
ramos de citros com sintomas de “Greening” e assintomaticos (controle) sobre meio de cultura
CHOI (a); total de unidades formadoras de colénias réseas desenvolvidas sobre meio CHOI (b);
frequéncia de colénias réseas (c). Valor do erro padrdo da média a 10%.(Locais A, D e E: Matdo,
SP.; B, C e F: Gavido Peixoto, SP.)
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Figura 4.3 — Total de unidades formadoras de col6nias (UFCs) bacterianas presentes em fragmentos de
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10% (a); total de unidades formadoras de coldnias réseas desenvolvidas sobre meio TSA 10%
(b); frequéncia de coldnias roseas (c). Valor do erro padrdao da média a 10%. (Locais A e C:
Gavido Peixoto; B e D: Matéo, SP.)
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Embora, o objetivo fosse avaliar apenas a ocorréncia de Methylobacterium em plantas
sadias e com sintomas de CVC, os resultados observados quanto a obtencéo de colbnias réseas no
estudo “Greening”, fizeram com que o meio a TSA 10% também fosse empregado neste estudo,
assim como o meio CHOI. Apos a contagem, novamente, 0 nimero de coldnias réseas foi maior
em meio TSA 10% (Figura 4.3).

Confirmando os resultados obtidos no estudo anterior, 0 nimero de coldnias réseas e a sua
frequéncia foram consideravelmente maiores em plantas com sintomas para CVC. O ultimo
isolamento do estudo CVC realizado em periodo seco, também, evidenciou a maior presenca de
coldnias roseas (Figuras 4.3 e 4.4). Estes resultados comprovam os obtidos no estudo “Greening”
quanto a prevaléncia do grupo metilotréfico em condicGes de estresse vegetal. Estudos anteriores
verificaram que o género Methylobacterium é um enddfito dominante em citros e devido a
frequéncia de isolamento em plantas sintomaticas para CVC é possivel que haja alguma interagdo
deste enddfito com X. fastidiosa (ARAUJO et al., 2002; LACAVA et al., 2004; SANTOS et al.,
2005).

A verificagdo da presenca dos patdgenos: Candidatus Liberibacter americanus, Ca. L.
asiaticus, Ca. L. africanus e X. fastidiosa, agentes causais das doengas “Greening” e CVC,
respectivamente, foi realizada pela técnica PCR, utilizando as amostras do DNA total e os
“primers” especificos para fitopatdgenos (Tabela 3.3). Do total de 60 amostras sintométicas para
“Greening”, em 71% destas houve a confirmacdo da presenca do patdgeno, sendo que 45
amostras corresponderam a Ca. L. americanus e as 26 restantes a Ca. L. asiaticus ou Ca L.
africanus, ja que ndo foi possivel verificar pela presenca da banda em gel a 1% qual era a
linhagem patogénica. Os resultados confirmaram que em 94% das amostras com sintomas de
CVC havia a presenca de X. fastidiosa. As plantas sintomaticas para “Greening” ¢ CVC que ndo
foram positivas para a presenca do agente fitopatogénico foram consideradas para o estudo, ja que
estas apresentavam, assim como as demais, 0s mesmos sintomas para as referentes doencas. E
possivel que a presenca do patdgeno ndo tenha sido detectada devido a algum erro no processo de
preparacdo da amostra para a realizagdo da PCR. As plantas assintométicas para ambos 0s
estudos, “Greening” e CVC, também passaram pelo teste de deteccdo do patdgeno, entretanto,
nenhuma das amostras se mostrou positiva para a presenca do mesmo.

Das 238 colbnias roseas totais de ambos os experimentos “Greening” ¢ CVC, foram
amostradas aleatoriamente um total de 106 bactérias, isoladas de fragmentos de ramos de citros
com auséncia e presenca de sintomas relacionados as respectivas doencgas. As sequéncias
nucleotidicas obtidas pelos isolados de coloragdo rosea foram comparadas as presentes no banco
de dados do “GenBank” (NCBI) pela utilizagdo do programa BLASTn e alinhadas por meio do
programa MEGA 3.1 (Tabelas 4.1 e 4.2). O estudo “Greening” revelou, pela andlise e
identificacdo das amostras viaveis, uma comunidade endofitica cultivavel de 124 isolados. O

género Methylobacterium, pertencente a classe das o-proteobactérias, correspondeu a 45% do
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total de isolados, sendo que 41 destes foram isolados de plantas sintomaticas para a doenca
“Greening”. O niimero referente a populagao endofitica total de Methylobacterium, presente no
estudo CVC, foi de 50 isolados. Destes 40 isolados foram provenientes de plantas sintomaticas
para CVC. Posteriormente, as mesma sequéncias utilizadas no programa BLASTn para a
identificacdo dos isolados, foram afiliadas filogeneticamente pela compara¢do com o banco de
dados do “Ribossomal Database Project”, a partir do programa “RDPQuery”, e distribuidas em
grupos cuja a similaridade entre as sequéncias do mesmo é superior a 99%.

Assim, as 106 sequéncias nucleotidicas de Methylobacterium avaliadas pelo programa
RDPQuery, foram distribuidas nos 13 filotipos ou grupos gerados (Figura 4.5). As
sequéncias de Methylobacterium referentes a cada grupo filogenético foram entdo
distribuidas a sua origem: local de amostragem (Matdo, SP ou Gavido Peixoto, SP) e
plantas assintomatica e sintomatica para “Greening” ou CVC. Pela observacdo dos
resultados de agrupamento percebe-se que os grupos | e 11l predominaram em todos 0s
isolamentos realizados. Os isolados inerentes a estes grupos foram identificados como M.
fujisawaense e M. radiotolerans, respectivamente, pois apresentaram melhor
correspondéncia quanto a similaridade entre as sequéncias dos isolados e as presentes nos
bancos de dados “GenBank” (NCBI). Isto, possivelmente, indica que essas espécies
possuem um importante papel na ecologia de citros.

A diversidade de Methylobacterium, atribuida pela presenca de diferentes grupos
filogenéticos, foi menor nos dois primeiros isolamentos do estudo “Greening”, ocorridos
em periodo chuvoso. O ultimo isolamento, realizado durante a estiagem, apresentou um
total de oito grupos filogenéticos, ou seja, maior diversidade de espécies metilotréficas
em relacdo aos demais isolamentos (Figura 4.6). O estudo da diversidade de
metilotréficas em plantas com CVC e seus controles, ndo apresentou diferenca expressiva
entre os periodos amostrados (chuvoso e seco) (Figura 4.7). A avaliacdo da diversidade
de Methylobacterium presente em plantas doentes e sadias para “Greening” ¢ CVC
indicou que esta é superior em plantas sintomaticas para ambas as doencas (Figuras 4.8 e
4.9).

As espécies M. rhodesianum que apresentou similaridade filogenética proxima aos grupos
de isolados 1V e IX, assim como M. phyllosphaerae com similaridade para o grupo X foram
isoladas apenas de plantas sintomaticas para as doencas “Greening” ¢ CVC. Os grupos

filogenéticos como V e XIII com similaridades correspondentes as espécies M. persicinum e M.
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Tabela 4.1 — Identificacdo relativa aos 56 isolados endofiticos de Methylobacterium spp.

encontrados em ramos de citros com sintomas de “Greening” e assintomaticos.

(continua)
Plantas sintomaticas

Isolados Local (Municipio) Grupo® Espécie’ %’ N° de acesso”
H1R/A 95%

H3R/A | M. fujisawaense 95% GQ181028.1
H4R/A A (Matdo, SP) ' 91%

H2R/A 96% AB558132.1
H5R/A v M. radiotolerans 97% AY616142.1
H1R/B " . I M. fujisawaense 90% GQ181028.1
Horp D (GavIdo Peixoto, SP) it itolerans 90%  GU294333.1
HLR/C I M. fujisawaense 90% AB558132.1
H3R/C C (Matéo, SP) 93%

H4R/C ’ I M. radiotolerans  97% GU294333.1
H2R/C Xl M. isbiliense 90% AB302929.1
H1R/D D (Gaviao Peixoto, SP) X M. phyllosphaerae =~ 95% EF126746.2
H1R/E 89%

H3R/E 89%

H5R/E 97%

H6R/E 94%

H8R/E 96% AB558132.1
H15R/E I M. fujisawaense 92%

H16R/E 98%

H17R/E 88%

H18R/E 81%

H4R/E 97%

HOR/E E (Matdo, SP) o0y~ COQ181028.1
H2R/E 83% HM163547.1
H7R/E i M. radiotolerans 91% HM192796.1
H1IR/E . 89% GU294333.1
H21R/E 93% '
H10R/E \Y M. persicinum 94% AB252202.1
H12R/E VI M. rhodesianum 88% HM245434.1
H13R/E 87%

gigg;g VI M. radiotolerans 2(9)2;2 GU294333.1
H20R/E 91%

:gg;i | M. fujisawaense ggz;z AB558142.1
H3R/F " M. radiotolerans 85% HM192796.1
H6R/F F (Gavidio Peixoto, SP) ' 88% HM163547.1
H1R/F ' ViI M. radiotolerans 98% AY616142.1
H5R/F ' 92% GU294328.1
H4R/F IX M. rhodesianum 88% HM245434.1
H7R/F X M. phyllosphaerae  96% EF126746.2

1 Grupo o qual o referente isolado foi inserido pela analise de agrupamentos filogenéticos com similaridade acima de
99%:; 2 Espécie atribuida ao isolado a partir do sequenciamento parcial do gene 16S DNAr e analise via BLASTn
(GenBank); * indice de similaridade encontrada a partir do alinhamento realizado via BLASTn; * Ndmero de acesso
referente a espécie indicada pelo GenBank (NCBI).
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Tabela 4.1 — Identificacdo relativa aos 56 isolados endofiticos de Methylobacterium spp.
encontrados em ramos de citros com sintomas de “Greening” e assintomaticos.
(conclusao)

Plantas assintomaticas

Isolados Local (Municipio) Grupo® Espécie’ %’ Ne de acesso”
S1R/A A (Matdo, SP) I M. fujisawaense 90% GU294332.1
S1R/D 91%

S5R/D 94%

S6R/D | M. fujisawaense 95% AB558142.1
STR/D D (Matéo, SP) ' 92%

S8R/D ’ 92%

S3R/D 96% GU294332.1
S4R/D XX M. isbiliense 82% AJ888240.1
S2R/D Vi M. radiotolerans 91% GQ354269.1
S2R/E I M. fujisawaense 87% AB558142.1
S3R/E E (Matéo, SP) I M. radiotolerans 85% AB558142.1
S1R/E Vil M. radiotolerans 95% GU294333.1
S4R/F 95% CQ181028.1
S5R/F n . I M. fujisawaense 92% DQ447777.1
s7rip T (Gavido Peixoto, SP) J 93%  AB558142.1
S6R/F Vil M. radiotolerans 96% AY616142.1

1 Grupo o qual o referente isolado foi inserido pela anélise de agrupamentos filogenéticos com similaridade acima de
99%:; 2 Espécie atribuida ao isolado a partir do sequenciamento parcial do gene 165 DNAr e anlise via BLASTn
(GenBank); * indice de similaridade encontrada a partir do alinhamento realizado via BLASTn; * NGmero de acesso
referente a espécie indicada pelo GenBank (NCBI).

ishiliense, respectivamente, foram isolados apenas de plantas sintomaticas para “Greening”.
Outros grupos filogenéticos VIII e XII foram encontrados somente em plantas com sintomas de
CVC, entretanto a baixa similaridade encontrada com as espécies conhecidas presentes no banco
de dados, ndo permitiu nenhuma associacao (Tabelas 4.1 e 4.2; Figuras 4.8 e 4.9).

Pela observagdo dos grupos filogenéticos distribuidos nos gréficos 4.6 e 4.7, verifica-se que
os grupos 1V, V, VII e XIlI foram encontrados apenas nos isolamentos referentes ao estudo da
diversidade em “Greening”, e ndo foram encontrados nos isolamentos relacionados ao estudo da
diversidade metilotréfica em CVC. Entretanto, ao analisarmos a correspondéncia destes isolados
as espécies do banco de dados, notamos que alguns grupos sdo similarmente proximos a uma
mesma espécie, contudo a baixa semelhanca entre as sequéncias nos leva a considerar a
possibilidade de espécies divergentes.

Apos a identificacdo das sequéncias nucleotidicas dos isolados de citros e alinhamento com
as sequéncias existentes no banco de dados “GenBank” (NCBI), a inferéncia filogenética foi
gerada pelas correlacfes de similaridades entre as sequéncias, analisadas pelo programa MEGA
3.1. O método de agrupamento utilizado foi o Neighbor-joining e as sequéncias conhecidas de

Rhizobium leguminosarum e Rhizobium radiobacter foram utilizadas como grupo externo, para o
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Tabela 4.2 — Identificacdo relativa aos 50 isolados endofiticos de Methylobacterium spp.
encontrados em ramos de citros com sintomas da clorose variegada do citros

(CVC) e assintomaticos.
(continua)

Plantas sintomaticas

Isolados Local (Municipio) Grupos' Espécie’ %  No de acesso’
Y7R/A 85%

YOR/A | M. fujisawaense 89%  AB558142.1
Y10R/A ' 84%

Y8R/A 85%  GQ181028.1
igg;ﬁ A (Gavio Peixoto, SP) Il M. radloto-lerans 2222 D32227.1
YARIA VI M. rhodesianum 8506 HM245434.1
zigﬁ VIl M. zatmaii gi’gﬁ; GU294335.1
Y6R/A IX M. rhodesianum 85% HM245434.1
Y3R/B I M. fujisawaense 95%  AB558142.1
zigg B (Gavido Peixoto, SP) Il M. radiotolerans 8222 'gl\QAllglzgggll
Y1R/B IX M. rhodesianum 93% HM245434.1
Y1R/C 91%

Y2R/C 96%

Y6R/C | M. fujisawaense 97% ABb558142.1
Y7R/C ' 87%

YO9R/C C (Gavido Peixoto) 89%

Y8R/C 88%  AB175634.1
Y5R/C I M. fujisawaense 91%  CQ181028.1
iﬁg;g il M. radiotolerans gigﬁj HM163547.1
Y1R/D 88%

Y4R/D 85%

Y6R/D 86%

Y10R/D 86% ABb558142.1
Y12R/D | M. fujisawaense 91%

Y15R/D ' 91%

Y16R/D N 96%

Y3R/D D (Matdo, SP) 92%  NR025374.1
Y9R/D 90%  GB181028.1
Y14R/D 84% DQ447777.1
Y11R/D 90% HM192796.1
Y18R/D Il M. radiotolerans 90% HM163547.1
Y19R/D 90% D32227.1
Y7R/D v M. rhodesianum 88% HM245434.1

1 Grupo o qual o referente isolado foi inserido pela anélise de agrupamentos em filograma com similaridade acima de
99%; 2 Espécie atribuida ao isolado a partir do sequenciamento parcial do gene 16S DNAr e analise via BLASTn
(GenBank); 2 indice de similaridade encontrada a partir do alinhamento realizado via BLASTn; * Nimero de acesso
referente a espécie indicada pelo GenBank (NCBI).
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Tabela 4.2 — Identificacdo relativa aos 50 isolados endofiticos de Methylobacterium spp.
encontrados em ramos de citros com sintomas da clorose variegada do citros

(CVC) e assintomaticos.
(conclusdo)

Plantas sintomaticas

Isolados Local (Municipio) Grupol Espécie2 %3 Ne de acesso
Y17R/D X M. phyllosphaerae 90% EF126746.2
Y13R/D D (Matéo, SP) Xl M. fujisawaense 90% AB558142.1
Y5R/D Xl M. phyllosphaerae 83% EF126746.1
Plantas assintomaticas
Isolados Local (Municipio) Grupol Espécie2 %3 Ne de acesso
N3R/B 95% AB175634.1
N4R/B 97%
N6R/B I M. fujisawaense 7%
N7R/B ' 95% AB558142.1
N8R/B B (Gavido Peixoto, SP) 90%
N9R/B 93%
mégg Il M. radiotolerans 92% ggggﬁggi
N2R/B XI M. fujisawaense 91% AB558142.1
N1R/C  C (Gavido Peixoto, SP) 11 M. radiotolerans 91% HM163547.1

1 Grupo o qual o referente isolado foi inserido pela anélise de agrupamentos em filograma com similaridade acima de
99%; 2 Espécie atribuida ao isolado a partir do sequenciamento parcial do gene 16S DNAr e anlise via BLASTn
(GenBank); * indice de similaridade encontrada a partir do alinhamento realizado via BLASTh; * NUmero de acesso
referente & espécie indicada pelo GenBank (NCBI).

enraizamento da arvore (Figura 4.10). A arvore filogenética foi dividida em trés grupos, onde a
maioria dos isolados associados a citros, representados pelos grupos filogenéticos I, 111 e VII, se
encontram proximos as espécies M. fujisawaense, M, komagatae e M. radiotolerans e M. tardum,
localizadas no grupo 1. A anélise filogenética apresentada na arvore nos revela, pelos baixos
valores de reamostragens ou “bootstrap” e a quase ausé€ncia de grupos monofiléticos, que houve
baixa correlacdo entre os grupos de isolados e as sequéncias conhecidas. Possivelmente, as
espécies do género Methylobacterium ndo estdo totalmente representadas e exista consideraveis
variac0es inter e intra espécies de Methylobacterium que podem se manifestar em novas espécies
e/ou em linhagens.

Apenas um isolado pertencente ao grupo V, formou um agrupamento monofilético com a
espécie M. percisinum em uma reamostragem de 87%. Este isolado foi encontrado em plantas
sintomaticas para “Greening”. Um estudo avaliou a diversidade de Methylobacterium isoladas de
diferentes espécies vegetais, buscando entender a filogenia dos isolados em associagdo ao
hospedeiro. Segundo Dourado et al. (2010), os resultados mostraram que a diversidade de
Methylobacterium sp. presente em determinado hospedeiro, estd ligada em parte ao genotipo da
planta e em parte a eventos estocésticos. Dentre os fatores aleatorios que podem alterar a

comunidade de um ambiente, podemos considerar a presenca de um populacdo endofitica
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(ANDREOTE et al., 2004) e patdgenos (ARAUJO et al., 2002). Contudo, devemos destacar que
esta estrutura ndo é estavel, e sim, sensivel as alteracBes do ambiente, buscando sempre o
equilibrio diante das mudancas de ordem bidtica ou abidtica (MISAGHI; DONNDELINGER,
1990).

4.2 ldentificagdo da comunidade bacteriana endofitica cultivavel associada a plantas

assintomaticas e sintomaticas para “Greening”

A diversidade bacteriana endofitica cultivavel total, excluindo o género Methylobacterium,
foi isolada em meio TSA10%. A partir do sequenciamento parcial do gene 16S DNAr, anélise das
sequéncias vidveis e comparagdo destas com as sequéncias conhecidas e disponiveis no banco de
dados “GenBank” foi possivel caracterizar 68 isolados originarios de plantas assintomaticas e
sintomaticas para “Greening” (Tabela 4.3). As referidas sequéncias, também foram afiliadas pelo
programa RDPQuery com as sequéncias presentes no banco de dados do “Ribosomal Database
Project”. Adotando uma similaridade de 99%, indicada pela curva de rarefacdo, as sequéncias
foram distribuidas em 22 grupos (Figura 4.11). Estes grupos representam 15 géneros, dois deles
ndo identificados. Alguns géneros apresentaram maior correspondéncia de similaridade para
determinadas espécies, entretanto, essas espécies foram representadas por mais de um grupo,
indicando que podem se tratar de espécies distintas pelo baixo valor de similaridade (Tabela 4.3).

Avaliando os resultados obtidos pelas analises filogenéticas e classificando-as em classes
filogenéticas foi observada a ocorréncia de cinco classes: Actinobacteria, Alfaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gamaproteobacteria e Firmicutes (Tabela 4.3). Em todos os isolamentos,
considerando os locais de amostragem (Matdo, SP e Gavido Peixoto, SP) e os tratamentos plantas
sadias e doentes, a classe mais frequente foi a Alfaproteobactéria, seguida pela
Gamaproteobactéria. Aradjo et al., (2001; 2002) verificaram, por isolamento, a presenca dos
géneros Bacillus, Pantoea, Enterobacter, Methylobacterium, Curtobacterium e Nocardia.
Posteriormente, se verificou que alguns géneros podem interagir com X. fastidiosa. A elevada
frequéncia de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens como enddfito de plantas
assintomaticas infectadas com X.fastidiosa sugerem que este endofito pode interagir na reducao

de sintomas causados pelo fitopatogeno.
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Figura 4.5 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Methylobacterium spp. por locais de amostragem
(Locais A, D e E — Matdo, SP; B, C e F — Gavido Peixoto, SP.) a partir dos isolamentos do

estudo “Greening”.
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Figura 4.6 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Methylobacterium spp. por locais de amostragem
(Locais: A e C — Gavido Peixoto, SP.; B e D — Mato, SP) a partir dos isolamentos do estudo

CVC.
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Figura 4.7 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos, representados pelas espécies de Methylobacterium spp.
encontradas em plantas sintométicas para “Greening” e assintomaticas (controle).
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Figura 4.8 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos, representados pelas espécies de Methylobacterium spp.
encontradas em plantas sintomaticas para CVC e assintomaticas (controle).
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S000995259 M. phyllosphaerae EF126746

5000574692 M. oryzae AY683045
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FSB-157 - Grupo XI

66 | |FSB-106 - Grupo I

S000007789 M. fujisawaense AJ250801

5000925428 M. komagatae AB252201 /

FSB-118 - Grupo V
37 87 |5000925429 M. persicinum AB252202

—— 5000776521 M. aerolatum EF174498
98 |SOOO471777 M. hispanicum AJ635304
S000925427 M. gregans AB252200

- 97 |8000642032 M. mesophilicum AB175636

32 5000925333 M. brachiatum AB175649
o 5000483600 M. nodulans AF220763
000539892 M. isbiliense AF220763
] % —FSB-48 - Grupo XIII
34

o 5000544284 M. variabile AJ851087 Gru po 2
83 S000471776 M. aquaticum D32227
55 £5000824980 M. platani EF426729

5000642034 M. organophilum AB175638

S000654175 M. jeotgali DQ471331

S000768921 M. salsuginis EF015478

S000642041 M. suomiense AB175645 \
4715000430937 M. podarium AF514774

52 |1S000642038 M. rhodesianum AB175642

FSB-136 - Grupo IX

53 FSB-150 - Grupo VI

S000642040 M. rhodinum AB175644 > Gru po 3
S000334547 M. thiocyanatum U58018

FSB-129 - Grupo VIII

S000642025 M. aminovorans AB175629

S000642043 M. zatmanii AB175647

5000368128 M. populi U580

—— 5000469010 M. extorquens D32224 /
— 5000544643 M. adhaesivum AM040156

5000776520 M. iners EF174497
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I S000437451 Rhizobium leguminosarum U2938
99 L——5000721046 R radiobacter AB247615

Figura 4.9 — Arvore filogenética dos isolados identificados como espécies de Methylobacterium spp. associadas aos
tecidos internos de citros na auséncia e presenca de sintomas de “Greening” e CVC. A diversidade
corresponde ao sequenciamento parcial do gene 16S DNAr, aproximadamente 700 pb. A similaridade entre
as sequéncias dos isolados e as existentes no GenBank foram correlacionadas a partir de suas similaridades e
agrupadas pelo método Neighbor-joining. Foram utilizadas duas espécies do género Rhizobium como grupo
externo para o enraizamento da arvore filogenética. Os valores de bootstrap foram calculados a partir de
1000 subamostragens.A barra significa a divergéncia das sequéncias.
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Figura 4.10 - Andlise de rarefagdo mostrando o nimero esperado de filotipos encontrados pela anélise de
agrupamento a diferentes niveis de similaridade entre as sequéncias de nucleotideos da regido 16S
DNAr dos diversos isolados encontrados em plantas sintométicas para Greening e assintomaticas.

No presente trabalho, ndo foi verificada qualquer género que tenha sido frequentemente
isolado de plantas assintomaticas. De modo geral, houve um equilibrio entre a frequéncia de
géneros encontrados em plantas assintomaticas e sintomaticas para “Greening”, a excegdo de
género Methylobacterium que foi mais isolado de plantas sintomaticas para a doenca. Davis et al.
(2008) encontraram por microscopia eletrénica de transmissdo e analise molecular por PCR, a
presenca de uma Actinobacterium, identificada como Propionibacterium acnes, isolada por co-
cultivo de extrato vegetal e amostras do vetor Diaphorina citri. Em ambas as amostras foram
detectadas por técnica molecular, gene 16S DNAr, a presenca de Ca. L. asiaticus.

O efeito do patégeno Ca. Liberibacter sp. sobre a comunidade microbiana associada a
raizes de citros foi analisado, por meio da construcdo de bibliotecas. Os resultados mostraram que
a maioria dos filotipos ja sdo conhecidos por atuarem como promotores de crescimento e/ou
controle de patégenos, sendo eles Caulobacter, Burkholderia, Lysobacter, Pantoea,
Pseudomonas, Stenotromonas, Bacillus e Paenibacillus, em sem a presenca do patdgeno
Segundo, os autores a presenca de Ca. Liberibacter asiaticus reestruturou a comunidade
bacteriana nativa e levou a perda da maioria dos filotipos, promovendo o crescimento de bactérias
como Methylobacterium e Sphingobacterium. As mudancgas ndo foram apenas qualitativas, como
também quantitativas, conforme foi observado pelo emprego do PCR em tempo real a partir do

uso de primers especificos para os géneros encontrados (TRIVEDI; DUAN; WANG, 2010).
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Devido a obtencdo de baixos valores de similaridade de alguns isolados, 0s mesmos
foram classificados em género (95%) e outros em espécies (99%). Os seguintes géneros foram
encontrados: Acinetobacter spp., Achromobacter spp., Alcaligenes spp., Arthrobacter spp.,
Bacillus spp., Brevundimonas spp., Curtobacterium spp., Dyella spp., Enterobacter spp.,
Nocardia spp., Pantoea spp., Sphingomonas spp.e Stenotrophomonas spp. Os géneros mais
encontrados neste estudo foram Brevundimonas spp. (22%), Alcaligenes (16%) e Pantoea (13%),
sendo que Brevundimonas spp. foi isolada principalmente de plantas sintomaticas para
“Greening”. Pelo nivel de similaridade adotado para espécies (99%), apenas dois isolados foram
caracterizados como Brevundimonas vesiculares e Pantoea agglomerans. Alguns isolados ndo
apresentaram alta similaridade com qualquer sequéncia presente no banco de dados,
possivelmente, pode se tratar de uma espécie ainda ndo registrada ou que o banco de dados
encontra-se incompleto. Aradjo et al. (2002) avaliaram pela técnica DGGE, a comunidade
bacteriana endofitica de plantas afetadas pela CVC, plantas sadias, plantas assintomaticas para
CVC (escape), e tangerina “Ponkan” e verificaram maior diversidade na populacdo pertencente a
classe das Betaproteobactéria em plantas afetadas pela doenga em relagdo as demais. Lacava et al.
(2006) observaram, pela analise da técnica DGGE, a presenca Curtobacterium spp., Pseudomonas
spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., além do patégeno X. fastidiosa, em plantas de citros
afetadas pela doenca CVC. O género Acinetobacter foi detectado em plantas sadias. Deve-se
ressaltar que a utilizagdo de uma Unica metodologia no estudo de comunidades microbianas n&o
conduz a um resultado condizente a real diversidade existente em uma amostra ambiental. Isto se
deve a existéncia de inumeras espécies incapazes de crescer nas condigdes de cultivo
proporcionadas. A obtencdo de isolados pelo método direto de cultivo é uma metodologia eficaz e
segura na representacdo da comunidade endofitica cultivdvel e fornece subsidios para uma
posterior confirmacdo e complementagdo dos resultados pela utilizacdo de outras metodologias
como DGGE, constru¢do de bibliotecas, como j& anteriormente constatado por Araujo et al.
(2001), Andreote et al. (2008), Lacava et al. (2006).

Verificando a distribuicdo dos isolados agrupados filogeneticamente de acordo com seu
local de origem (local amostrado) nota-se que as amostras originarias do municipio de Matao (SP)
apresentaram maior diversidade bacteriana com relacdo as amostras provenientes do municipio de
Gavido Peixoto (SP) em todos os isolamentos realizados nos diferentes periodos (chuvoso e seco).
Nenhuma das variaveis conhecidas como variedade copa/enxerto e idade da planta, péde ser
associada a esse comportamento, por ndo apresentarem diferencas entre si e em relagdo ao
fendbmeno observado. Talvez, a resposta para essa maior diversidade encontrada nas plantas
pertencentes a localidade Matdo (SP) se deva ha algum carater ndo avaliado como manejo da
cultura, nutricdo da planta, solo, etc.

De acordo com a figura 4.12, o primeiro e o Ultimo isolamento ocorrido em periodos

distintos, chuvoso e seco, apresentaram maior diversidade de grupos filogenéticos em rela¢éo ao
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segundo isolamento, que apresentou baixa diversidade, embora o nimero de unidades formadoras
de col6nias obtidas apds o isolamento, ndo tenha sido diferente tanto em relacdo aos demais
(Figura 4.1). Conforme mencionado anteriormente, o grupo filogenético X, representado pelo
género Brevundimonas, foi o mais frequiente encontrado durante os isolamentos (Figura 4.12).

A distribuigdo dos grupos filogenéticos aos referentes tratamentos “Greening” e controle
permitiram observar que ndo houve diferencas quanto a diversidade. Alguns grupos bacterianos se
sobressairam em relacdo a determinado tratamento. Plantas sintomaticas para “Greening”
apresentaram um maior nimero de isolados relacionados ao género Brevundimonas, pertencente a
classe das Alfaproteobactéria. Entretanto considerando a comunidade total e incluindo o género
Methylobacterium, analisado separadamente (Item 4.1) a comunidade predominante pertence a
classe das Alfaproteobactérias. Embora, ambos os tratamentos possuissem Actinobactérias,
representadas pelos géneros Arthrobacter e Nocardia, a presenga destes grupos foi maior em
plantas assintomaticas para a doenga.

4.3 Avaliagdo da producao da aminociclopropano-1-carboxilico deaminase (ACCd) e da
tolerancia aos metais pesados cadmio (Cd) e chumbo (Pb)

A avaliacdo da capacidade dos 62 isolados de Methylobacterium crescerem sobre meio
CHOI modificado, contendo como fonte de nitrogénio apenas a molécula 1-carboxilato-1-
aminociclopropano revelou que 63% (39) dos isolados foram capazes de quebrar a molécula de
ACC para utilizagdo do nitrogénio (NH3) em um periodo de até 30 dias. O nimero de isolados
gue cresceram neste mesmo periodo na placa controle, contendo 0 meio CHOI padrao foi de 85%.

O teste de avaliacdo dos isolados para a tolerancia ao metal pesado cadmio (Cd), formula
CdSO,, em trés diferentes concentragdes, mostrou ao longo do periodo de 30 dias que apenas trés
isolados (H1R/F; H10R/E e Y4R/C) foram capazes de se desenvolverem nos meios contendo
CdSO, nas concentracdes 2,5 e 5,0 mM. As microcolénias dos isolados H1R/F, Y4R/C e H10/E
foram visualizadas ao 92, 132 e 182 dias, respectivamente, ap6s a inoculagdo em meio CHOI
suplementado com CdSQO,4 a 2,5 mM de concentragdo. No meio contendo a concentragdo de 5,0
mM, os isolados H1R/F; H10R/E e Y4R/C também se mostraram tolerantes a esta concentracgao.
Entretanto, o tempo de resposta foi mais longo, para o desenvolvimento das col6nias sobre o meio
foi ao 112 (H1R/F); 162 (Y4R/C) e 212 (H10/E) (Figura 4.14).

O teste de toleréncia ao metal pesado chumbo (Pb) para o prazo de crescimento de 30 dias,
revelou que apenas dois isolados se mostraram tolerantes a esse metal. Na concentragdo de 2,5
mM de PbNOg, os isolados H1R/F e Y4R/C foram observados ao 102 e 192 dia apds a inoculagdo,
respectivamente. Somente o isolado H1R/F foi capaz de se desenvolver, apds 0 262 da inoculacdo

em meio CHOI suplementado com PbNO; na concentragdo de 5,0 mM (Figura 4.15). Nenhum
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dos isolados avaliados se mostraram tolerantes a concentracdo de 10 mM de CdSO,4 e PbNO3z; em
meio CHOI .
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Tabela 4.3 — Identificacdo referente aos 68 isolados endofiticos encontrados em ramos de citros com sintomas de Greening e assintomaticos.

(continua)

Plantas sintomaticas

Isolado Local (Municipio) Classe Grupo® Espécie? %> N° de acesso’
H3/A Brevundimonas nasdae 89% EF204209.1
H4/A Alfaproteobactéria X Brevundimonas vesiculares 92% FJ999941.1
H6/A 89% AY169433.1
HI9/A XVI Alcaligenes faecalis 86% HM597239.1

I:I 18(1;: A (Matdo, SP) Betaproteobacteria XVII Achromobacter xylosoxidans g?;‘: AB547225.1
H5/A Firmicutes XV Curtobacterium flaccumfaciens 91% FN796861.1
H1/A IX Acinetobacter calcoaceticus 98% FJ976573.1
H2/A Gamaproteobactéria Acinetobacter genomosp 98% HQ180185.1
H7/A XI Pantoea agglomerans 97% FJ593002.1
H6/B Actinobactéria I Arthrobacter niigatensis 86% GU332594.1
H2/B Alfaproteobactéria X Brevundimonas nasdae 89% EF204209.1
H3/B B (Gavido Peixoto, SP) Brevundimonas vesiculares 89% AY169433.1
H5/B ’ Betaproteobactéria XVI Alcaligenes faecalis 98% DQ110882.1
HL/B Gamaproteobactéria X Pantoea agglomerans 7% AY691544.1
H4/B XV 92% FJ603031.1
H1/C C (Gavio Peixoto, SP) Alfaproteobactéria X Brevundimonas vesiculares 90% AY169433.1
H2/C ’ Betaproteobactéria XVI Alcaligenes faecalis 96% AY667065.1
:ZB D (Matio, SP) Alfaproteobactéria X Brevundimonas vesiculares 8;22 ::(919699?31?;.11
H3/D Gamaproteobactéria Vil Enterobacter hormaechei 96% HM446004.1
l:l 121/;:% E (Matéo, SP) Alfaproteobactéria X Brevundimonas vesiculares ggzjz ,T:j](919699: 435 '11

1 Grupo o qual o referente isolado foi inserido pela andlise de agrupamentos em filograma com similaridade acima de 99%; 2 Espécie atribuida ao isolado a partir do sequenciamento parcial do
gene 16S DNAr e analise via BLASTn (GenBank); * indice de similaridade encontrada a partir do alinhamento realizado via BLASTn; * Nimero de acesso referente & espécie indicada pelo

GenBank (NCBI).
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Tabela 4.3 — Identificacéo referente aos 68 isolados endofiticos encontrados em ramos de citros com sintomas de Greening e assintomaticos.

(continua)

Plantas sintomaticas

Isolado Local (Municipio) Classe Grupo® Espécie? %3 N° de acesso’
H13/E Alfaproteobactéria X Brevundimonas vesiculares 90% AY169433.1
H6/E XVII Achromobacter xylosoxidans 97% FJ169468.1
H7/E Betaproteobactéria XIX Alcaligenes faecalis 95% HM597239.1
H9/E XVI 98% AY667065.1
H5/E E (Matéo, SP) Firmicutes XXI Bacillus subtilis 93% GU048872.1
H3/E VIII Enterobacter hormaechei 96% HM446004.1
H4/E Gamaproteobactéria Xl Acinetobacter sp. 92% EU267626.1
H12/E Vil Dyella yeojuensis 89% FJ527678.1
H14/E Xl Pantoea agglomerans 90% AY691544.1
Eg;g F (Gavido Peixoto, SP) Actinobacteria i Nocardia corynebacterioides 23;‘3 ﬁiigggigi
Plantas assintomaticas
Isolado Local (Municipio) Classe Grupo® Espécie’ %> N° de acesso’
S11/A Actinobacteria Il Nocardia corynebacterioides 90% FJ828880.2
S4/A XIX Alcaligenes sp. 85% HM597239.1
S12/A Betaproteobactéria XVI Alcaligenes faecalis 97% DQ110882.1
S5/A XVII Achromobacter xylosoxidans 98% ABb547225.1
S1/A A (Matdo, SP) | Stenotrophomonas maltophilia 95% HM625746.1
S10/A Gamaproteobactéria IX Acinetobacter calcoaceticus 97% FJ976594.1
STIA \Y/ Enterobacter hormaechei 93% FJ608246.1
S9/A 97% HM355601.1
S6/A Firmicutes v Bacillus circulans 87% AY043084.1

1 Grupo o qual o referente isolado foi inserido pela analise de agrupamentos em filograma com similaridade acima de 99%; 2 Espécie atribufda ao isolado a partir do sequenciamento parcial do
gene 16S DNAr e analise via BLASTn (GenBank); ° indice de similaridade encontrada a partir do alinhamento realizado via BLASTn; * Ntmero de acesso referente & espécie indicada pelo

GenBank (NCBI).
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Tabela 4.3 — Identificacéo referente aos 68 isolados endofiticos encontrados em ramos de citros com sintomas de Greening e assintomaticos.
(concluséo)

Plantas assintomaticas

Isolado Local (Municipio) Classe Grupo® Espécie? %3 N° de acesso’
S3/A A (Matdo, SP) Firmicutes XVII Bacillus subtilis 88% HM560955.1
S1/B B (Gavido Peixoto, SP) Alfaproteobactéria X Brevundimonas vesiculares 98% FJ999941.1
S2/B ’ Gamaproteobactéria IX Acinetobacter calcoaceticus 97% EU418714.1
S1/C C (Gavido Peixoto, SP) Betaproteobactéria XVI Alcaligenes faecalis 89% HM597239.1
S1/D Alfaproteobactéria X Brevundimonas vesiculares 99% FJ999941.1
S7/D Brevundimonas nasdae 91% EF204209.1
S2/D D (Matéo, SP) Betaproteobactéria XVI Alcaligenes faecalis 92% HM597239.1
S4/D Gamaproteobactéria XI Pantoea agglomerans 96% EU721614.1
S6/D 80% GU003844.1
38182//; Actinobacteria i Nocardia corynebacterioides gg?ﬁ FJ828880.2
S2/E Alfaproteobactéria X Brevundimonas nasdae 97% EF204209.1
S9/E XXII Sphingomonas desiccabilis 97% AJ871435.1
S11/E E (Matdo, SP) Betaproteobactéria XVI Alcaligenes faecalis 98% HM597239.1
SL/E | Xl Pantoea agglomerans 99% FJ603031.1
SS/E Gamaproteobactéria 98% EU721614.1
S10/E IX Acinetobacter calcoaceticus 98% FJ976573.1
S13/E VI Dyella yeojuensis 88% FJ527678.1
S3/E Firmicutes XXI Bacillus subtilis 97% DQ112340.1
SE;E Actinobactéria I Arthrobacter niigatensis gézjz GU3325941
S10/F F (Gavido Peixoto, SP) Il Nocardia corynebacterioides 96% AF430066.1
S5/F Betaproteobactéria XVI Alcaligenes faecalis 94% HM597239.1
S3/F Gamaproteobactéria XI Pantoea agglomerans 97% EU721614.1

1 Grupo o qual o referente isolado foi classificado pela analise de agrupamentos em filograma com 99% similaridade; % Espécie atribuida ao isolado a partir do sequenciamento parcial do gene
16S DNAr e analise via BLASTn (GenBank); 2 indice de similaridade encontrada a partir do alinhamento realizado via BLASTn; * Nimero de acesso referente & espécie indicada pelo
GenBank(NCBI).

49



32 |solamento

22 Isolamento

12 |solamento

-1’ .
[ B

‘11

d 1

I THE '

5 10 15 20 25 30

Porcentagem (%)

EETE Elm HEE EEE
- _

X
<

|
X
<

B xvii

L]
X X
X X

B xxi

XX

Figura 4.11 — Distribuigdo dos grupos filogenéticos, representados por géneros e espécies bacterianas
encontradas nos trés periodos de isolamento (Locais A, D e E: Matéo, SP.; B,C e F: Gaviéo

Peixoto, SP.).
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Figura 4.13 — Namero de isolados endofiticos de Methylobacterium sp. capazes de crescer em meio CHOI suplementado com CdSO4 nas
concentragdes de 2,5; 5,0 e 10,0 miliMolar (mM) em um periodo de 30 dias.
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Figura 4.14 — Porcentagem de isolados endofiticos de Methylobacterium sp. capazes de crescer em meio CHOI suplementado com PbNO3 nas
concentragdes de 2,5; 5,0 e 10,0 miliMolar (mM) em um periodo de 30 dias.
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5 CONCLUSOES

- O estudo da diversidade em plantas assintomaticas e sintomaticas para “Greening” revelou que
as plantas com sintomas da doenca apresentam uma elevada frequéncia de isolados endofiticos do
género Methylobacterium, em relacéo as plantas ausentes de sintomas.

- A frequéncia e a diversidade endofitica de Methylobacterium spp., também foi maior em plantas

sintomaticas para a clorose variegada do citros, em relagdo as plantas sem a presenca de sintomas.
- Em relacdo as plantas assintomaticas e sintomaticas para “Greening”, o estudo da comunidade
total de bactérias endofiticas cultivaveis revelou que esta é composta principalmente pela classe

Alfaproteobacteria e ndo houve qualquer grupo favorecido, a exce¢do de Methylobacterium.

- A producéo da enzima &cido carboxilico aminociclopropano deaminase, determinada in vitro,

mostrou que mais de 60% dos isolados avaliados sdo positivos para a mesma.

- O teste de tolerancia aos metais cadmio e chumbo revelou que apenas um isolado foi capaz de

crescer nos meio contendo a concentracao de 2,5 e 5,0 mM para ambos 0s metais.
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