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RESUMO

CASTRO, R. A. Estudo da comunidade bacteriana endofitica cultivavel
associada aos manguezais de Cananéia e Bertioga — SP. 2011. 91 f. Dissertacéo
(Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2011.

Os manguezais s&o ecossistemas encontrados na transicdo entre os ambientes
terrestre e marinho apresentando uma biodiversidade funcional Unica e
consequentemente flora e fauna especifica. Por se tratar de um ambiente indspito e
pouco explorado é de grande importancia o estudo desta comunidade a fim de se
obter isolado com potencial biotecnolégico. Sabe-se que tecidos vegetais sao
habitados por microrganismos denominados endofiticos, cuja interacdo com a planta
hospedeira pode conferir caracteristicas vantajosas ao mesmo. Este trabalho teve
como objetivo estudar a comunidade bacteriana endofitica cultivAvel de manguezais,
além de determinar a producdo enzimatica e a utilizacdo de isolados na promocéo
de crescimento vegetal. Para tanto, foram coletadas amostras de ramo das espécies
vegetais Rhizophora mangle, Avicenia nitida, Laguncularia racemosa para 0
isolamento de bactérias endofiticas. Os locais e épocas amostrados foram
manguezais do litoral paulista em Bertioga (local com e sem impacto ambiental) e
em Cananéia (local considerado preservado) durante o verdo e inverno de 2007 e
2008. Foi obtido grande numero de isolados em todos os locais e épocas avaliados,
porém a andlise estatistica ndo apresentou diferenca significativa entre as variaveis
avaliadas, com excecao da planta L. rancemosa no periodo do verdo em Bertioga
impactado a qual apresentou baixa frequéncia. Dentre o0s isolados obtidos
selecionou-se para estocagem aproximadamente 1000 isolados os quais foram
submetidos a testes enzimaticos in vitro a fim de realizar uma triagem inicial. Destes,
75% apresentaram atividade para pelo menos uma das enzimas avaliadas.
Selecionou-se entédo isolados com atividade enzimatica para ho minimo trés ou mais
enzimas para testes mais especificos chegando a um namero de 115 isolados. A
identificacdo dos isolados foi realizada por sequénciamento parcial do gene 16S
rDNA. Dentre os isolados identificados, os géneros mais frequentes foram:
Alcaligenes, Bacillus, Brevundimonas, Chryseobacterium, Curtobacterium,
Enterobacter, Erythrobacter, Exiguobacterium, Novosphingobium, Ochrobactrum,
Pantoea, Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Xanthomonas entre
outros. Os resultados demonstraram que dos isolados avaliados: 69% sao
produtores de fosfatase, 69% de protease, 60% de endoglicanase, 58% de lipase,
43% de amilase e 21% de esterase. Além destes resultados, dos 115 isolados
avaliados, 35% apresentou a capacidade de sintetizar AIA (acido indol acético) e
45% a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Os isolados com os melhores
resultados quanto a fixacdo de nitrogénio e sintese de AIA foram inoculados em
plantulas de cana-de-acucar e monjoleiro. Os experimentos foram desenvolvidos em
casa de vegetacdo e em viveiro respectivamente. As bactérias selecionadas néo
promoveram o crescimento de cana-de-acgucar, sendo inclusive observado um
crescimento superior da testemunha em relacdo aos tratamentos com inoculacao
bacteriana. Ja com monjoleiro foi observado que o isolado de Enterobacter sp.
apresentou aumento na massa da matéria fresca e seca da parte aérea e da raiz.
Assim, os dados apresentados demonstraram potencial de aplicacdo das bactérias
endofiticas isoladas dos manguezais brasileiro, tanto na busca de novos compostos,



como enzimas, para aplicagéao industrial, quanto no desenvolvimento de inoculantes

visando a promocao de crescimento de espécies vegetais utilizadas na agricultura e
reflorestamento.

Palavras-chave: AIA. Enzimas. Solubilizagdo de fosfato. Fixagdo de nitrogénio.
Promocéo de crescimento.



ABSTRACT

CASTRO, R. A. Study of cultivable endophytic bacterial community associated
with mangrove Cananéia e Bertioga - SP. 2011. 91 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba,
2011.

The mangrove is an ecosystem of transition between the terrestrial and marine
environments, featuring a unique functional biodiversity, providing consequently a
specific flora and fauna. Due to its inhospible characteristics, few study explore its
very importance the study of this community to get isolated with biotechnological
potencial. It is known that the plant tissues are inhabited by microorganisms known
as endophytes and this interaction may confer advantageous for both. The aiming of
this work was the evaluation of the potencial of the mangrove endophytic bacteria to
enzymatic production as well their potencial to plant growth promotion. The bacterial
endophytic isolades were obtained from branches from Rhizophora mangle, Avicenia
nitida and Laguncularia rancemosa mangrove species. The vegetal samples were
colleted in the mangroves at Bertioga (with and without environmental impact) and
Cananeia (a preserved area) during two different time, summer a winter on 2007 and
2008. We obtained large numbers of isolates in all areas and times evaluated, but
the statistical analysis showed no significant difference between the variables, except
the plant L. rancemosa in the summer, Bertioga — impacted area, that presented low
frequency of isolation. Arbitrarily, 1000 were stored and all those evaluated to
enzymatic production. Of these, 75% presented activity for at least one of the
evaluated enzymes. It was selected 115 isolates that showed activity for at least
three or more enzymes. The molecular identification of these isolates were performed
by partial sequencing of the 16S rDNA. The predominant identified genera were:
Alcaligenes, Bacillus, Brevundimonas, Chryseobacterium, Curtobacterium,
Enterobacter, Erwinia, Erythrobacter, Exiguobacterium, Novosphingobium,
Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas,
Xanthomonas and others. Among the evaluated isolates: 69% produce phosphatase,
69% produce protease, 60% produce endoglucanase, 58% produce lipase, 43%
produce amylase and 21% produce esterase. Even, 35% and 45% are able to
produce IAA and nitrogen fixation respectively. Isolates that showed good
characteristics to IAA and nitrogen fixation were inoculated with sugar cane and
monjoleiro (Acacia polyphylla) seedlings. All experiments were conducted in
greenhouse. None selected bacteria promoted the sugar cane growther, being the
development of control treatment better than bacterial inoculation. It was observed an
increase in their fresh and dried biomass. Thus, the results show the huge potential
of endophytic bacteria from mangrove to the discovery news compounds, as
enzymes, to industrial application and to the development of new inoculants aiming
the plant growth promotion of agriculture and reforestation.

Keywords: IAA. Enzyms. Phosphate solubilization. Nitrogen fixation. Plant growth

promotion.
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1. INTRODUCAO

O Manguezal é um ecossistema formado em regides de interacdo entre o
ambiente terrestre e 0 oceano, ou seja, zonas entre marés dos litorais, ilhas, baias e
lagunas que apresenta caracteristicas particulares como: salinidade (5% a 90%) e
baixo teor de oxigénio. Além dessas caracteristicas, as florestas de mangue variam
segundo a latitude, meio fisico, hidrografia e atmosfera, garantindo uma ampla
variedade botanica e zooldgica. Sdo encontrados cerca de 60 tipos de arvores onde
as principais representantes sao: o mangue vermelho (Rhizophora mangle), o
mangue Siriba (Avicenia nitida) e o mangue branco (Laguncularia racemosa).
Destaca-se que, esse ecossistema pode ser encontrado pelo mundo inteiro, tanto
em regides que apresentem climas tropicais como subtropicais.

O Brasil possui uma das maiores extensbes de manguezais do mundo,
podendo ser encontrado ao longo de todo seu litoral, desde o Cabo Orange no
Amapa, até o municipio de Laguna em Santa Catarina, abrangendo uma éarea de
25.000 Km?.

O manguezal possui um papel fundamental na manutencéo da biodiversidade
marinha, funcionando como bercario e fonte de alimento para peixes e outros
animais. Tal importancia se deve principalmente pela ciclagem dos nutrientes devido
ao aporte de materiais sedimentares provenientes tanto do mar quanto do
continente, tornando-o0 um ambiente de transicdo de alta produtividade. Apesar das
caracteristicas de um ambiente indspito, 0 manguezal é considerado um
ecossistema vulneravel devido a crescente destruicdo desta area para construcao
civil, extrativismo vegetal e animal, portuaria, barragens, derramamento de Oleo
dentre outras. Assim, a biota do manguezal vem sofrendo grande impacto,
resultando em alteracbes no perfil de espécies, sejam elas vegetais, animais ou
microbianas.

O solo e sedimento de ecossistemas estuarinos apresentam grande
diversidade de microrganismos ainda ndo estudados. Sua caracterizacdo genética e
funcional é fundamental para o entendimento de processos biogeoquimicos nestes
ambientes, assim como para a descoberta de novos genes com potencial

biotecnolégico.
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Infelizmente, a manutencdo e a renovacdo desse ecossistema atraves do
reflorestamento parece ser uma realidade distante. Assim, a utlizacdo de
microrganismos na recuperagdo de manguezais e outros ecossistemas poderia ser
uma alternativa viavel. Véarias espécies de bactérias endofiticas tém a capacidade de
auxiliar no crescimento da planta hospedeira podendo contribuir significativamente
para o reflorestamento dos manguezais. Dentre as atividades responsaveis por esta
promocao de crescimento podem ser citadas a solubilizacdo de fosfato, producéo de
fito-horménio e a fixacdo bioldgica de nitrogénio.

Outro fato a ser abordado é que, com a reducdo da area de manguezais além
das perdas de inumeras espécies de flora e fauna, muitas espécies de
microrganismos foram e estdo sendo perdidas. Muitas destas, provavelmente nunca
foram descritas as quais poderiam ser utilizadas na area biotecnologica,
farmacéuticas e afins. Assim, a descricdo do papel de diversidade e da comunidade
microbiana em manguezais € um assunto de relevante importancia, pois poucos sao
os estudos realizados com microrganismos deste ecossistema, tornando imperativa
a descricdo desta microbiota e a possivel utilizacdo desses microrganismos nas
areas citadas acima.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo contribuir para o estudo da
comunidade bacteriana endofitica cultivavel associada a manguezais do estado de
Sao Paulo bem como seu potencial biotecnolégico enzimatico como: producédo de
enzimas, capacidade de producéo de auxina, fixacdo de nitrogénio e o potencial de
promocao de crescimento vegetal em plantulas de cana-de-aclucar e de monjoleiro.
Para isso, foram estudadas trés areas de manguezal: duas areas em Bertioga, uma
com impacto ambiental causado pelo derramamento de Oleo e outra area
considerada preservada; e a terceira area localizada em Cananéia considerada sem

impacto ambiental.



19

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O manguezal e sua importancia

As regiOes costeiras do planeta abrigam a maioria dos ecossistemas
considerados altamente produtivos. Considerados pecas chaves, os recifes de corais
€ manguezais, sao sistemas singulares e extremamente produtivos em relagdo aos
recursos naturais renovaveis além de serem considerados importantes para turismo
e fontes de produtos diversos (ZHOU et al., 2006).

Os manguezais sao ecossistemas costeiros tropicais que abrigam depoésitos
sedimentares formados por vasas lamosas, argilosas ou arenosas, ocupando a faixa
entre marés. Condi¢des extremas sao encontradas nesse local tais como: salinidade
elevada, influéncia das marés, ventos fortes, temperaturas altas, sedimentos lodosos
e anaerobios (FELLER; SITNIK, 1996; KATHIRESAN; BINGHAM, 2001). A este tipo
de ambiente (haldfilo), associa-se uma cobertura vegetal tipica, caracterizada por
espécies arboreas com caracteristicas peculiares.

No mundo, o Brasil, a Indonésia e a Australia sdo os paises com maior
extensdo de area deste tipo de ecossistema. Na América Latina, encontram-se cerca
de 400.000 hectares de manguezal (HOLGUIN et al., 2001). Sua presenc¢a ocorre ao
longo do litoral, desde o Cabo Orange no Amapda, até o municipio de Laguna em
Santa Catarina, abrangendo uma area de 25.000 Km?2. No estado de S&o Paulo s&o
encontrados cerca de 231 Km? de manguezal (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000).

A vegetacdo dos manguezais € composta principalmente pelas espécies:
mangue vermelho (Rhizophora mangle), mangue preto ou Siriiba (Avicenia nitida) e
0 mangue branco ou tinteiro (Laguncularia racemosa) (CURY, 2002; LACERDA,
2003). Essa vegetacdo pode influenciar nas estruturas das comunidades
microbianas nesse ambiente.

Os solos dos manguezais sao formados pela deposicdo de particulas
organicas e inorganicas de origem terrigena e marinha que se movimentam em
funcdo das correntes das marés, podendo apresentar caracteristicas diferentes
devido a variacdo na intensidade de geracdo e do transporte deste material
(WOODHOSE et al., 1974; VANNUCCI, 1999; STRALHER; STRALHER, 2000), bem
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como em funcdo das variacdes climaticas e atividades de fauna e flora (FERREIRA,
2006).

Ecologicamente, a importancia do manguezal consiste em manter a base
alimentar da cadeia tréfica marinha e adjacentes evitando a erosédo do solo devido
as marés, reduzindo o assoreamento dos portos e diminuindo os impactos
decorrentes da lixiviagdo de compostos quimicos (EYSINK; POFFO, 2002).
Ressalta-se também sua contribuicdo sécio-econémica, pelo beneficio direto e
indireto da produtividade pesqueira (peixes, camardes, caranguejos, ostras), para as
populacdes que dependem deste ecossistema.

A manutencdo das florestas de manguezal € um desafio de grande
importancia sécio-econdmica para a maioria dos paises tropicais. Somente nos
ultimos 50 anos, aproximadamente um terco das florestas de mangue foram
perdidas (ALONGI, 2002).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo o0s principais elementos
responsaveis pela poluicdo encontrada em manguezais de todo o planeta. A
principal fonte de contaminacéo por estes compostos sdo derramamento de petréleo
e descargas ilegais de efluentes (esgoto domeéstico, por exemplo) (TAM et al., 2002).
Em Bertioga — SP ocorreu o vazamento de um dos oleodutos da Petrobras em 1983.
Apo6s mais de vinte anos do desastre, os efeitos deixam claro a modificacédo na flora
daquela regido (CURY, 2002). Recentemente, houve o maior desastre ambiental da
historia dos EUA, por derramamento de 6leo no fundo do oceano no Golfo do
México que durou mais de 40 dias sem solucdo imediata, causando danos

irreparaveis a biota marinha e adjacentes.

2.2 O papel dos microrganismos associados a plantas de mangue

Em todo planeta os microrganismos representam a forma de vida mais
diversificada e abundante (WHITMAN et al., 1998). Porém, a diversidade dos
ecossistemas vem diminuindo devido a acdo do homem, acarretando em extin¢do de
espécies microbianas essenciais na manutencdo destes ambientes e resultando em
desequilibrio ecologico (AZEVEDO, 1998). A existéncia e diversidade dos seres
vivos no planeta estdo intimamente ligadas a diversidade e a atividade metabdlica

de microrganismos na natureza (TRUPER, 1992). O papel dos microrganismos na
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preservacdo dos processos biolégicos como ciclagem de matéria organica, ciclos
biogeoquimicos, manutencdo e fertilidade de solos ja s&do conhecidos e
comprovados.

Em manguezais, bactérias e fungos constituem 91% da biomassa microbiana
total, considerando que algas e protozoarios representam apenas 7% e 2%
respectivamente (ALONGI, 1988; BANO et al., 1997). A comunidade microbiana
diversa e altamente produtiva vivendo em manguezais tropicais transforma
continuamente a vegetacdo morta em fontes de nitrogénio, fosforo e outros
nutrientes que podem ser usados pelas plantas. Em troca, exsudados de raizes

servem como fonte de alimentag&o para esses microrganismos.

2.3 Microrganismos endofiticos

Os microrganismos endofiticos foram descritos pela primeira vez por Bary
(1866), citado por Azevedo (1998) e Peixoto-Neto et al. (2002), porém por mais de
meio século estes microrganismos foram praticamente ignorados. Contudo, nos
anos 70, varios estudos demonstraram a interacdo mutualistica entre endofitos e
plantas. A partir de entdo, comecou-se a avaliar qual o papel biolégico exercido por
esses microrganismos, visando sua aplicacao biotecnoldgica.

Endofitos sdo aqueles microrganismos que colonizam o interior das plantas
sendo encontrados em 0rgaos e tecidos vegetais sadios como folhas, ramos e
raizes, sem produzir estruturas externas visiveis (AZEVEDO; ARAUJO, 2007).
Dessa forma, sdo excluidos os fungos micorrizicos, bactérias simbidticas
nodulantes, microrganismos epifiticos e patogénicos. Essa comunidade endofitica é
constituida principalmente por fungos e bactérias, e ao contrario dos microrganismos
patogénicos, ndo causa prejuizos a planta hospedeira (PEIXOTO-NETO et al.,
2002). MENDES et al. (2007) propuseram a redefinicdo do termo “microrganismos
endofiticos”, considerando a definigao anterior, porém acrescentando divisdes: Tipo1
— 0S que nao produzem estruturas externas a planta; e tipo 2 - aqueles que
produzem estruturas externas a planta.

Até o momento, em todas as plantas estudadas, pelo menos um endofito é
encontrado (STROBEL et al., 2004). A presenca de enddfitos j& foi observada em

inlmeras espécies vegetais de interesse econbmico, entre elas destacam-se:
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beterraba (BUGBEE et al., 1975; JACOBS et al.,, 1985), algodao (MISAGHI e
DONNDELINGER, 1990), cana-de-acucar (BODDEY et al., 1991), banana
(PEREIRA et al., 1999), milho (ARAUJO et al., 2000), citros (ARAUJO et al., 2001),
soja (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005) e eucalipto (PROCOPIO, 2004; FERREIRA
et al., 2008), dentre muitas outras culturas.

Apesar de sua importancia e de sua alta diversidade, pouco se conhece
sobre esta diversidade e densidade de bactérias endofiticas nos diferentes tecidos
vegetais (POLYMENAKOU et al., 2005; MARTINY et al., 2006). Estudos vém sendo
realizados em diversas plantas, demonstrando que estas comunidades variam
espacialmente nos vegetais. Esta relacdo pode estar ligada diretamente na
dependéncia da interacdo com outras bactérias endofiticas ou patogénicas, assim
como ao genotipo do hospedeiro e de fatores ambientais (STURZ et al., 1997,
MOCALI et al., 2003).

Recentes estudos comprovaram que mesmo plantas cultivadas em cultura de
tecidos, apresentam microrganismos endofiticos (ABREU-TARAZI et al., 2010).
Consequentemente, a oportunidade de encontrar um novo e benéfico microrganismo
endofitico entre a diversidade de plantas existentes nos diferentes ecossistemas
terrestres é consideravel (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

2.4 Beneficios das bactérias endofiticas aplicadas na agricultura

As plantas desenvolvem sistemas diversificados que permitem resistir a
patdogenos devido ao acumulo de moléculas no local de infeccdo, e entre estes
componentes, estdo as enzimas hidroliticas e fitoalexinas que podem prevenir o
crescimento de patdgenos. A producdo destas substadncias com ampla acéo
antimicrobiana pode ser induzida por metabdlitos produzidos por patdgenos ou
microrganismos associados. Esta inducdo pode ser devido a sintese de celulases
por parte destes microrganismos durante o processo de infeccao, ativando o sistema
de defesa da planta limitando assim o desenvolvimento do patégeno (HALLMANN
et al., 1997).

O controle biolégico pode ocorrer de maneira direta pelas bactérias endofiticas,

como exemplo, a producdo de proteases, quitinases, e glicanases, que estéao
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envolvidas na degradacdo de paredes celulares de fungos patogénicos (STURZ
et al., 2000; DOBBELAERE et al., 2003).

Os agentes e as formas de aplicacdes para o controle biolégico de pragas e
doencas sdo muitos, destacando-se: a competicdo por colonizacdo e exudatos
liberados pelas raizes, producdo de compostos quimicos como biocidas volateis,
enzimas liticas (GAI et al., 2009).

Para avaliar microrganismos com potencial para o controle bioldgico de
patégenos € necessario o seu isolamento. A busca de linhagens para o controle
biolégico pode resultar no conhecimento de novas espécies de microrganismos.
Neste contexto, o isolamento de bactérias associadas aos manguezais, com
atividade antagonista, pode revelar novas espécies dentro dos géneros bacterianos
mais comumente estudados no controle biologico de fitopatdogenos.

Bactérias endofiticas podem contribuir para o crescimento e desenvolvimento
vegetal. A promogédo de crescimento vegetal por bactérias pode ser resultado tanto
de acbes indiretas, como o0 controle biolégico por competicdo de nutrientes,
producédo de sideroforos, antibiose e inducdo de resisténcia sistémica no hospedeiro
(STURZ et al.,, 1998; STURZ et al.,, 2000), quanto de acbes diretas, como
disponibilizacdo de nutrientes para a planta, fixacdo de nitrogénio atmosférico e a
producédo de reguladores de crescimento vegetal, como auxinas (CHANWAY, 1998;
SHISHIDO et al., 1999; STURZ et al., 2000). Este processo, no entanto, pode ser
influenciado por diversos fatores biéticos e abidticos. Logo, o estudo da comunidade
microbiana relacionada a promoc¢ao de crescimento, € de suma importancia para a
contribuicAo de conhecimento sobre os processos de interacdo planta -
microrganismo, visando maior utilizacdo destes beneficios para areas
biotecnoldgicas e agricolas.

Estudos recentes tém mostrado que bactérias também podem aumentar o
crescimento vegetal de diversas culturas de interesse, entre elas batata (FROMMEL
et al., 1991), milho (HINTON; BACON, 1995), pepino (RAUPACH; KLOEPPER,
1998), arroz (HUREK et al., 1994; PRAYITHO et al., 1999), melancia (LIU et al.,
1995), soja (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005), eucalipto (PROCOPIO, 2004;
FERREIRA, 2008).

Do ponto de vista biotecnolégico, bactérias que possuem mais de uma
caracteristica para a promoc¢do de crescimento vegetal, como, por exemplo, fixar

nitrogénio e solubilizar fosfato ou produzir auxina e sideréforos, entre outras, sédo
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almejadas e rastreadas para uma possivel aplicagdo no campo objetivando o
aumento de producdo agricola (VERMA et al., 2001). Provavelmente as interagbes
entre espécies de manguezais e bactérias sdo benéficas e podem suportar o uso de
microrganismos como inoculantes para reflorestamento de manguezais e outros
biomas, parcialmente ou completamente destruidos, bem como para aplicacdo em
culturas de interesse agricola.

As bactérias endofiticas possuem a capacidade de penetrar na planta e
colonizar sistematicamente o hospedeiro (MAHAFFEE et al., 1997; QUADT-
HALLMANN et al., 1997). Devido esta colonizacdo sistémica da planta, essas
bactérias podem alterar as condicfes fisiolégicas do hospedeiro, além de atuar
sobre as populacdes de outros microrganismos presentes no interior da planta. A
penetracdo de enddfitos na planta é relatada principalmente via raiz, contudo, partes
aéreas das plantas podem ser suscetiveis & penetracdo por enddfitos. Dentro da
planta, as bactérias endofiticas podem ser localizadas no ponto de entrada ou
dispersa de forma sistémica (HALLMANN et al., 1997). Elas penetram nos tecidos
através de reacdes enzimaticas como celulase além de usarem aberturas naturais
ou provocadas. Sua dispersdo pode ser por sementes e propagacao vegetativa,
dentre outras (BALDANI, 1997).

Muitas pesquisas sobre produtos naturais tém sido voltadas ao isolamento de
microrganismos endofiticos visando, principalmente, a descoberta de novas
moléculas resultante do metabolismo primario e secundario dos mesmos. Dado o
potencial biotecnolégico dos microrganismos, esforcos na busca de isolados
resultando no encontro de novas moléculas, tais como antibidticos, enzimas e outras
véem aumentando cada vez mais.

As enzimas sdo o0s produtos microbianos mais explorados por industrias
biotecnolégicas, pois em relacdo a produtos similares de origem vegetal e/ou animal,
0os de origem microbiana apresentam menor custo, facilidade para producdo em
fermentadores industriais, amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas
desejaveis (as quais, estejam relacionadas ao habitat e fisiologia do microrganismo
produtor), susceptibilidade de manipulacdo genética, além de representarem um
recurso renovavel.

A utilizacdo de enzimas tais como amilases, lipases, proteases, celulases,
dentre outras, € bastante ampla nas industrias de alimentos, bebidas, farmacéutica,

téxtii e no tratamento de residuos. Assim sendo, estudos com enzimas vem
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crescendo e moléculas com maior eficiéncia tém sido obtidas principalmente de
microrganismos (CHANDRASEKARAN, 1997). Como exemplo nas células vegetais,
o amido € um polissacarideo de reserva energética e muitos microrganismos
produzem amilases, que degradam esse polimero em moléculas de glicose
diretamente utilizaveis nas atividades metabdlicas celulares (PASCHOLATI, 1995).
Sua aplicacao industrial pode servir como aditivos em detergentes, na sacarificacao
de amido e nas industrias de alimentos, fermentacao, papel e téxtil. Assim, a busca
de microrganismos amiloliticos se justifica pelo amplo espectro de utilizacdo de

amilases em varias areas industriais.

As lipases e esterases constituem um importante grupo de enzimas que estao
associadas ao metabolismo e a hidrélise dos lipideos. Sdo amplamente distribuidas
na natureza, sendo encontradas em organismos animais e vegetais e, também, em
células de microrganismos (REED, 1975). As enzimas lipoliticas constituem,
atualmente, importantes grupos de enzimas com enorme potencial para aplicacdes
biotecnoldgicas (JAEGER; EGGERT, 2002).

As principais aplicacbes envolvem a producdo de detergentes, producdo de
laticinios, processamento de Oleos, biotransformacfes, produtos farmacéuticos,
producéo de agroquimicos, pesticidas e inseticidas (JAEGER et al., 1997). Espécies
de Bacillus e uma variedade de géneros tais como Staphylococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Micrococcus, Propionibacterium, Burkholderia, Pseudomonas,
Aeromonas e Acinetobacter tém se destacado na producdo de lipases (SHARMA
et al., 2001).

As proteases catalisam a quebra das ligacbes peptidicas e participam em
inimeros processos fisiolégicos com varias aplicacfes nas industrias de detergente
e de alimentos. Com intuito de diminuir a quantidade de poluentes relacionados ao
tratamento de couro, a utilizacdo de proteases vem sendo uma saida “ambiental” na
substituicdo da utilizacdo de compostos toxicos e poluentes (RAO et al., 1998). As
proteases originadas de microrganismos tém gerado maior interesse pelas
indUstrias, uma vez que, seu processamento pode ser realizado em grande escala
no laboratorio.

Considerando que o sucesso da descoberta de novos produtos consiste,
principalmente, em obter e descrever novos microrganismos torna-se imprescindivel

sua busca em ambientes e condi¢des ainda pouco explorados (AZEVEDO, 1998).
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2.5. Producdao de reguladores de crescimento vegetal

2.5.1. Bactérias fixadoras de nitrogénio

7

A disponibilizacdo de nitrogénio fixado é o ponto critico no rendimento de
determinadas culturas na producdo agricola. A grande utilizagcdo de produtos
agroquimicos nitrogenados, como fertilizantes, nas culturas agricolas chega a mais
de 30% (MUTHUKUMARASAMY et al., 2002). Com o elevado aumento no custo de
fertilizantes, a preocupacdo da sociedade com os danos provocados pela utilizacao
de insumos agricolas, o papel da fixacdo bioldégica do nitrogénio € de grande
importancia para uma agricultura sustentavel.

As bactérias diazotroficas utilizam o nitrogénio gasoso (N;) da atmosfera para
seu metabolismo. O N, é pouco reativo e somente algumas espécies de
microrganismos procarioticos possuem 0 complexo enzimatico necessario para
transforma-lo em amoénia que € subseqientemente assimilada em aminoacidos e
proteinas. Este processo € chamado fixacdo biologica de N, (FBN) (NEVES;
RUMJANEK, 1998; ZEHR et al., 2003). A FBN é a maior responsavel pelo aporte de
nitrogénio nos sistemas biolégicos, contribuindo com 65% do nitrogénio fixado
(NEWTON, 2000).

Frequentemente o grupo Rhizobiaceae € o mais citado, um dos mais
explorados e o primeiro a ser lembrado quando o assunto & promoc¢ao de
crescimento vegetal por bactérias. Entretanto, outros grupos bacterianos tém
apresentado importante acdo na promocdo de crescimento vegetal. Trabalho
realizado por BAI et al., 2002 com grupo de Bacillus associado com Bradyrhizoium
japonicum, promoveram aumento na nodulacéo, raiz e biomassa em soja. Trabalhos
realizados com Pseudomonas e Bacillus em tomate, quiabo e espinafre africano,
demonstraram aumento na biomassa seca das plantas testadas, ndo apresentando
diferenca significativa entre as bactérias utilizadas (ADESEMOYE et al., 2008).

Sabe-se que a fixacdo do nitrogénio por microrganismos diazotréficos
endofiticos tem sido pouco abordada e que os endéfitos possuem algumas
vantagens em relacdo ao simbionte de leguminosas. Estes ocupam espacos mais
intimamente ligados ao hospedeiro, logo, tem maior acesso a substancias

importantes para o desenvolvimento vegetal. Em muitos casos participam de
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reacfes quimicas com o hospedeiro mantendo uma interacdo planta-microrganismo
onde recebem e transferem com eficiéncia varios compostos. Esta eficiéncia é
resultante do nicho onde sédo encontrados, por exemplo, a nitrogenase ficando
protegidos de oxigénio (DOBBELAERE et al., 2003).

2.5.2 Solubilizagcéo de fosfato

Um dos principais fatores envolvidos no crescimento vegetal é a
disponibilidade de nutrientes. Muitos solos sdo deficientes de fésforo (P) na forma
disponivel para as plantas (fésforo livre), mesmo em solos férteis a concentracdo é
baixa, ainda que o P esteja mais soluvel (BARROTI; NAHAS, 2000; GYANESHWAR
et al., 2002). Nos solos brasileiros a caréncia deste nutriente € compensada pela
utilizacéo de fosfatos soluveis, geralmente em dosagens muito altas, pois a maior
parte ndo é prontamente absorvida pelas plantas. Por meio de varios processos
biogeoquimicos o P se torna disponivel para as plantas, sendo que uma das
maneiras € a dissolucdo do fosfato (WITHEWLAW, 2000). E o nutriente mais
limitante no crescimento vegetal, apesar de ser encontrado em larga escala na forma
organica e inorganica. Sua funcéo além de estrutural e funcional é imprescindivel na
transferéncia de energia. O fésforo é o segundo nutriente essencial ao
desenvolvimento vegetal, é o principal componente de lecitina e nucleotideos, entre
outros, estando também relacionado aos fendémenos de armazenamento e
transferéncia de energia na planta, sob a forma de ATP (FORNASIERI FILHO,
1992). Ele deve ser hidrolisado para a forma inorganica tornando-se disponivel para
as plantas, processo este mediado por enzimas, as fosfatases (GYANESHWAR
et al., 2002).

Neste contexto, varios estudos tém sido realizados com a finalidade de avaliar
microrganismos com capacidade de solubilizar composto de fosfato inorganico.
Entre os géneros com essa capacidade estdo: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Flavobacterium e
Erwinia (RODRIGUES; FRAGA, 1999).
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Portanto, a capacidade das bactérias endofiticas em solubilizar fosfato
inorganico tem sido alvo de grande interesse por parte dos microbiologistas
agricolas, pois esta caracteristica apresenta um grande potencial para a promocéao

de crescimento vegetal.

2.5.3 Producgéo de fitohormodnios

Os hormdnios vegetais sdo reguladores naturais de crescimento das plantas,
influenciando os processos fisiolégicos em baixas concentracdes. Eles podem ser
classificados como citocininas, giberelinas, etileno e auxinas.

Estudos fisiologicos sugerem que ligacbes entre fitohormbnios, apresentam
funcdes de modulacdo através dos niveis de auxina encontrados (DEMASON,
2005).

As citocininas sao conhecidas por estimularem a divisado celular (citocinese).
S&o produzidas nas raizes e através do xilema sdo transportadas para toda planta.
Atuam também na associacdo com auxina no controle da dominancia apical,
retardam o envelhecimento das plantas e sua interagcdo com auxina pode induzir o
desenvolvimento in vitro da raiz (SKOOG; MOLEIRO, 1957). Os niveis de auxina e
de citocininas sdo correlacionados inversamente em vivo (EKLOF et al., 2000) e o
tratamento com a auxina pode rapidamente inibir a biossintese de citocininas
(NORDSTROM et al., 2004).

As giberelinas sdo hormonios produzidos principalmente nas raizes e nos
brotos foliares, que atuam no crescimento de caules e folhas, mas seu efeito nas
raizes é pequeno. Sua interacdo com as auxinas proporcionam desenvolvimento dos
frutos, ja com citocininas atuam na germinag¢do das sementes. Como ocorre com 0
etileno, a auxina inicia a producéo do acido giberélico (ROSS et al., 2000).

O etileno é o unico fitohorménio na forma de gas e é produzido em diversas
partes da planta e difundi-se no espaco entre as células. Os frutos em
amadurecimento sdo resultado da ac¢do do etileno. Juntamente com a auxina o
etileno participa na abscisdo das folhas enfraguecendo suas células a tal ponto que
0 seu peso € suficiente para provocar o rompimento com o caule. A auxina e 0
etileno gasoso estdo ligados de tal maneira que a exposicdo exdgena da auxina

estimula a producéo de etileno (MORGAN, 1962) por meio da indugéo de um gene
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gue codifica a enzima para biossintese do etileno (ABEL et al., 1994). De maneira
Inversa, o etileno inibe o transporte da auxina (BURG; BURG, 1966).

O AIA (4cido indol acético) € a principal auxina encontrada nas plantas e
produzida principalmente no meristema apical (gema) do caule, sendo transportada
através das células do parénquima até as raizes. O transporte de AIA pela planta é
unidirecional, dependendo de energia para que esta a¢ao ocorra.

O principal efeito da auxina é promover o crescimento de raizes e caules, por
meio do alongamento das células recém formadas nos meristemas. Porém, esse
efeito depende da concentracdo do hormonio, onde em alguns tecidos as auxinas
controlam a divisdo celular. Tal importancia € clara no estudo de cultura de tecidos
vegetais, onde sem a auxina esta técnica ndo seria possivel. Em concentracdes
muito altas a auxina inibe a prolongamento celular e consequentemente, o
crescimento do 0rgao. A resposta da auxina nas células varia de planta para planta,
sendo que na raiz seus efeitos sdo mais sensiveis do que no caule.

Existem dados suficientes para demonstrar que o AlA é sintetizado a partir do
triptofano. Esta transformacéo pode ser realizada por microrganismos que produzem
uma conversao oxidativa quando o triptofano se encontra em presenca de
peroxidases e de radicais livres.

No Brasil, estudos tém sido realizados com linhagens de Azospirillum
lipoferum, A. brasiliense e Gluconacetobacter diazotrophicus capazes de produzir
AIA e compostos relacionados. Estas bactérias também sdo capazes de fixar N»
aumentando o seu potencial para a promocéo de crescimento. Quatro isolados de G.
diazotrophicus dos tecidos da raiz de cenoura, rabanete, beterraba e café,
produziram AIA na presenca do triptofano (MADHAIYAN, SARAVANAN et al., 2004).

Considerando a falta de informaces sobre a microbiota encontrada em
manguezais e todo o potencial que pode ser explorado deste ecossistema
principalmente das bactérias endofiticas, fica claro a necessidade de estudos neste
ambiente com caracteristicas tdo peculiares. A avaliacdo da microbiota é de grande
importancia ao ponto de vista biotecnoldgico para a sua potencial utilizacdo em

industrias e na agricultura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coletas

Para a realizacédo do presente trabalho, foram coletados ramos de diferentes
espécies de mangue presentes em Bertioga e Cananéia, SP (Tabela 1). As coletas
nestes dois locais foram realizadas no verdo e inverno, sendo que as coletas no
manguezal de Bertioga foram realizadas em local impactado, o qual sofreu
derramamento de petrdleo na década de 1980 (Local A) (Figura 1), e em local ndo
impactado por derramamento de petréleo (Local B). Em Cananéia (Local C) foram
coletadas amostras vegetais das mesmas espécies no Parque Estadual da llha do
Cardoso (PEIC), local considerado ainda preservado. Em cada local e época foram
coletados ramos de cinco plantas de cada espécie: Rhizophora mangle (mangue
vermelho)— espécie 1, Laguncularia racemosa (mangue Siriba)— espécie 2 e
Avicenia nitida (mangue branco) — espécie 3. Entretanto, a espécie L. racemosa nao
foi encontrada na coleta realizada no inverno no local B (Bertioga nao impactado),

nao sendo possivel realizar o isolamento dessa espécie vegetal para esse periodo.

Tabela 1 - Pontos de coletas das espécies vegetais nos manguezais

Local Localizacdo geografica

A - Bertioga impactado S 23°53'46.0"/WO 96° 12’ 49.7"
B - Bertioga ndo impactado S 23° 54’ 01.1”/WO 46° 15’ 01.3”
C — Cananéia S 25° 05’ 87"/WO 47° 57’ 70”
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impactado pelo derramamento de 6leo

3.2. Isolamento bacteriano

3.2.1. Isolamento e estocagem das bactérias endofiticas de R. mangle,

L. racemosa e A. nitida

Apbs a desinfeccdo superficial (ARAUJO et al., 2001), os ramos foram
cortados em fragmentos de aproximadamente 1 cm e foram entdo homogeinizados
na presenca de 1 mL de tampdo PBS (140mM de NaCl, 3mM de KCI, 10mM de
Na;HPO, e 2mM de KH,POy4, pH 7,4). Para a verificacdo da eficiéncia do processo
de desinfeccdo superficial, aliquotas de agua destilada (0,1mL) utilizada na dltima
lavagem dos tecidos vegetais foram semeadas em meio de TSA 5% e incubadas a
28°C por até 10 dias.

O extrato vegetal foi transferido para um tubos de 15 mL sendo agitado por 1
hora & 180 rpm. Apés esse periodo, foram feitas diluicbes em tampao PBS, e
aliquotas de 100 pL foram semeadas sobre meio TSB 5% (tripto caseina de soja),
(Merck) suplementado com Benomyl, (50ug.mL™?), para inibicdo do crescimento

fungico. Em seguida as placas foram incubadas a 28°C por até 15 dias. Das col6nias



32

bacterianas obtidas a partir do isolamento, foram selecionadas ao acaso e
purificadas aproximadamente 1000 colonias para serem estocadas. As colbnias
purificadas foram entdo crescidas em meio TSB liquido e em seguida transferido
para microplacas de 96 cavidades sendo entdo adicionado glicerol (15% -
concentracio final) e os isolados foram estocados a temperatura de —80°C.

3.3. Producéo enzimética

Os 1000 isolados bacterianos estocados dos manguezais de Bertioga e
Cananéia foram avaliados qualitativamente quanto a capacidade de producdo das
seguintes enzimas: celulase (endoglicanase), amilase, protease, lipase, fosfatase e
esterase. Devido o alto numero de isolados obtidos e estocados nao foi possivel
avaliar cada um separadamente, sendo necessario a realizacdo de uma triagem
(a fim de reduzir o numero de isolados) e s6 apos foi possivel dar seqtiéncia aos
experimentos seguintes. Para tanto, foi realizado ensaios com repicador de 96
pontos, 0 que tornou possivel a realizacdo de um teste amplo abrangendo os 1000
isolados estocados. Com o resultado desta triagem obtiveram-se isolados que
apresentaram atividades para uma uUnica enzima assim como para duas, trés ou
todas as enzimas avaliadas. Desta maneira, foi inviavel trabalhar com ndamero téo
alto de isolados sendo necessario uma segunda triagem. O critério utilizado foi
selecionar os isolados que apresentaram resultado positivo para trés ou mais
atividades enzimaticas. Com isso chegamos ao numero de 274 isolados para dar
continuidade aos testes seguintes. Assim, foi possivel uma investigacdo mais
minuciosa do potencial enzimatico de cada isolado com avaliagcdo semi-quantitativa,
em placas individuais. O indice enzimético de cada isolado foi expresso pela relacédo

entre a média do diametro do halo pela média do diametro da col6nia.

3.3.1 Producdao de celulase (endoglicanase)

As bactérias foram crescidas em meio M9 (Sigma) contendo 0,5% de extrato
de levedura, 1% de Carboximetilcelulose (CMC) (v/v) e 18 g/L de agar pH 7,0. Apés
0 crescimento bacteriano, foram adicionados 10 mL do corante vermelho congo (1%)
e posteriormente lavou-se com NaCl (5M). A presenc¢a de um halo incolor em torno
da col6nia indicou a producéo de endoglicanase (TEATHER; WOOD, 1982).
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3.3.2. Producéo de amilase

As bactérias foram crescidas em meio M9 (Sigma) contendo 0,5% de extrato
de levedura, 1% de amido soluvel (v/v) e 18 g/L de agar pH 7,0 a 28°C por até 72
horas. Apds o crescimento bacteriano, foram adicionados 5 mL de solugdo de iodo
(1%). A presencga de um halo incolor em torno da colbnia indicou a produgéo de
amilase (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

3.3.3 Producéao de protease

Para avaliacdo da atividade proteolitica foi preparado o meio contendo: 5 g/L
de triptona; 2,5 g/L de extrato de levedura; 1 g/L de glicose, 2,5 g/L de NaCl e 18 g/L
de agar 18 g/L, pH 7,0. ApOs a esterilizacdo do meio foi adicionado 100 mL de leite
desnatado. A formacdo de halo ao redor da colonia indicou atividade proteolitica
(QUECINE, 2010).

3.3.4 Producéao de lipase

O meio usado para deteccédo de lipase continha: 10 g/L de peptona, 5 g/L de
NacCl, 0,1 g/L de CaCl,. 2H,0 e 18 g/L de agar sendo o pH ajustado para 7,4. Apés a
esterilizacdo do meio de cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 20 previamente
esterilizado. A presenca de halos formados por cristais indicou a secrecao de lipase
pelas linhagens inoculadas (SIERRA, 1957).

3.3.5 Producéao de esterase

A metodologia utilizada para observacdo da producdo de esterase foi a
mesma utilizada para lipase, sendo substituido o Tween 20 pelo Tween 80. A
producédo de esterase foi indicada pela presenca de halos claros ao redor da colénia
bacteriana (SIERRA, 1957).
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3.3.6. Selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico

Foram selecionadas 274 bactérias endofiticas isoladas de ramo de plantas de
mangue localizadas em Cananéia e Bertioga (locais com e sem impacto pelo
derramamento de 6leo) para os testes a seguir. Esta selecdo foi feita partindo da
escolha de isolados que apresentaram atividades para 3 ou mais enzimas testadas.

Para a selecdo das bactérias solubilizadoras de fosfato, foi utlizada a
metodologia de Verma et al. (2001). As bactérias foram inoculadas em meio de
cultura solido contendo fosfato de calcio insolavel. As placas foram incubadas a
28°C por 5 dias e em seguida foi verificada a presenga de um halo claro em volta da
col6nia indicando a solubilizacéo do fosfato.

3.4 Selecao de bactérias com capacidade de fixacdo bioldégica de nitrogénio
(FBN)

Apés o teste de solubilizagcdo de fosfato, os isolados que apresentaram
resultado positivo foram testados quanto a fixagcdo de nitrogénio e a producédo de
AlA. O resultado positivo para a fixacdo de nitrogénio foi comprovado por uma
nuvem, que corresponderia ao halo, no meio de cultura. O meio NFb, livre de
nitrogénio, foi preparado contendo (em g.L™): &cido malico, 5; K,HPO,4 0,5;
MgS0,.7H,0, 0,2; NacCl, 0,1; CaCl,.2H,0, 0,02; KOH, 4,5; e em mL: solucédo de
micronutrientes, 2; solucdo de azul de bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 2; solucdo de
FeEDTA (solucdo 1,64%), 4; e solucdo vitaminas, 1; pH 6,5 (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995). Foram utilizados tubos de ensaio de 20x70 mm,
contendo 10mL de meio NFb semi-solido, onde cada amostra dos isolados foi
inoculada por meio de alcas de platina em triplicata, a partir de culturas ja crescidas
em meio TSA (Trypcase Soy Agar) 10%, e introduzidas até o meio do tubo. O
periodo de incubacéo foi de 5 dias a 28°C no escuro. Apés esse periodo foi
verificada a formac&do de um disco de crescimento proximo a superficie dos tubos e
realizada nova repicagem das bactérias em NFb semi-sélido. Esse procedimento foi

repetido mais 5 vezes.
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3.5 Selecdo de bactérias produtoras de Acido Indol Acético (AIA)

A selecdo de bactérias produtoras de AlA foi realizada utilizando-se a técnica
qualitativa de Bric et. al., (1991). Apos o teste de solubilizacdo de fosfato, com os
274 isolados, foi realizado o teste de AIA qualitativo. Os isolados que apresentaram
resultado positivo para solubilizacdo de fosfato foram submetidos ao teste de AlA,
tanto qualitativo quanto quantitativo. No teste qualitativo 115 isolados foram
inoculados em placas de Petri contendo meio sélido TSA 10% suplementado com 5
mM de L-triptofano, imediatamente cobertas com membrana de nitrocelulose e
incubadas por 24 h a 28°C. Em seguida, a membrana foi removida e tratada com 10
ml do reagente de Salkowski (2% de FeCl; 0,5 M em 35% de &cido perclorico). A
reacao foi mantida a temperatura ambiente por 15 min. Os experimentos foram
realizados em duplicata e a presenca de halo rosa em torno da coldnia indicou a
producéo de AlA.

Para a quantificacdo da producédo de AIA, os mesmos 115 isolados foram
crescidos em meio liquido de TSB 10% suplementado com 5mM de L-triptofano. As
culturas foram mantidas a 28°C e incubadas no escuro, sob agitacdo constante de
160 rpm durante 48 horas. ApOs esse periodo, 1,5 mL da cultura bacteriana foram
centrifugados a 5000 x g durante 10 min. para a obtencdo de sobrenadante. Em
seguida retirou-se 600 pL da cultura e foram acrescentados 900 uL do reagente de
Salkowisk mantendo-se a temperatura ambiente, no escuro, por 30 min. Apés
retirou-se 1 mL desta mistura e foi realizada a leitura das amostras em
espectrofotometro no comprimento de onda de 520 nm de absorbancia. As leituras
foram normalizadas por meio de curva padrdo com diferentes concentracdes de AIA
comercial (Figura 15). Como controle positivo foi utilizada a bactéria E. coli linhagem
DH5-a. (ASSUMPCAO et.al., 2009). As amostras foram crescidas em triplicata para

cada isolado.

3.6 Identificacdo dos isolados produtores de enzimas por sequenciamento do
gene 16S rDNA

Devido a grande quantidade de bactérias obtidas e estocadas durante o

isolamento, para a identificagdo dos isolados, foram selecionados aqueles que
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apresentaram resultado positivo para atividade enzimatica de 3 ou mais enzimas
(independente de local, planta ou época) e os isolados que tiveram resultado
positivo para solubilizacdo de fosfato. Apds esta selecdo, foram identificadas 115
bactérias.

A identificacdo dos isolados bacterianos foi determinada pelo seqiienciamento
parcial do gene 16S rDNA. Para a amplificacédo da regido 16S rDNA foram utilizados
o iniciador (“primer”) R1387 (5-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’) e PO27F
(5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’). As reagoes foram realizadas em um volume
de 50 pL contendo: 31,8 uL de agua deionizada; 5,0 pL de tampéo; 7,5 uL de MgCly;
4,0 uL dNTP; 0,1 pyL de cada “primer”; 0,5 U de Taqg DNA polimerase e 1 uyL de DNA
molde. A PCR foi realizada em termociclador programado para realizar uma
desnaturacao inicial de 4 min. a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 seg. a 94°C; 1 min.
a 62,5°C; 1min. a 72°C, e uma extensao final de 7min. a 72°C. A confirmacao da
amplificacdo do DNA foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2%
juntamente com um marcador de peso molecular DNA Ladder pela observacao de
fragmentos com aproximadamente 1400 pares de bases (pb). ApGs a eletroforese, 0
gel foi corado em solucéo de brometo de etidio e fotodocumentado.

A purificacdo dos produtos de PCR amplificados foi feita com polietileno glicol
(PEG 8000), Foram adicionados no microtubo de PCR 50 pL de PEG e
homogeneizado e em seguida incubado por 15 min. a 37°C. Apds, 0 microtubo foi
centrifugado a 13.000g por 15 min. e retirado todo sobrenadante. Em seguida foram
adicionados 125uL de etanol 80% gelado e incubou-se por 1 min. a temperatura
ambiente. Retirou-se o0 sobrenadante e foi repetido todo processo a partir da
inclusdo do etanol. Ap6s a remocao do sobrenadante o microtubo foi colocado para
a secagem a 37°C por 15 a 20 min. e em seguida adicionados 20 uL de agua millig e
mantidos armazenados em refrigerador. Os fragmentos de 1400 pb foram enviados
para terceirizacdo do sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma Humano,
USP/Sé&o Paulo.

Para a avaliacdo das sequéncias, foram realizadas comparacdes com
sequéncias ja depositadas no GenBank por meio de Blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e consideradas aquelas que apresentaram o

maior escore e valores de similaridade.
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3.7 Promocédo de crescimento vegetal por bactérias endofiticas isoladas de

manguezal

Com os bons resultados obtidos nos testes enzimaticos, solubilizacdo de fosfato,
producdo de auxina, e fixacdo de nitrogénio, foi possivel a selecdo de alguns
isolados endofiticos com alto potencial biotecnoldgico para utilizacdo no ensaio para
promocdo de crescimento vegetal. A efichcia das espécies selecionadas com
promocédo de crescimento jA sdo relatadas em algumas plantas. Para os ensaios
foram determinadas as avaliacdes por meio de varidveis como peso seco e fresco

das raizes e parte aérea das plantas.

3.7.1 Promocdao de crescimento de cana-de-agucar

Os ensaios visando testar a promoc¢ao de crescimento em cana-de-agucar
foram realizados em casa de vegetacdo com temperatura variando entre 25 °C a 35
°C. As plantulas foram gentilmente cedidas pela CanaVialis, uma empresa que
trabalha com o desenvolvimento de variedades de cana-de-aclUcar visando
melhorias no setor sucroalcooleiro. A sede da empresa, onde foram cedidas as
mudas, esta localizada na Rodovia Anhanguera KM 104 Condominio Techno Park,
Rua James Clerk Maxwell 360 em Campinas — SP.

Foram realizados 5 tratamentos com repeticdo de 30 plantulas para cada um.
Cada tratamento contou com diferentes bactérias endofiticas que foram
selecionadas por apresentarem a combinacdo de producdo de AlA, atividade para
fixacdo de nitrogénio e solubilizacdo de fosfato a fim de identificar qual apresentaria
o melhor resultado:

e Controle - meio de cultura sem inoculacao bacteriana,
e Tratamento 1: Curtobacterium flaccumfaciens (isolado MBR 2.22),
e Tratamento 2: Pantoea dispersa (isolado MBIL 2.47),

e Tratamento 3: Pantoea agglomerans (isolado MBIL 2.33),

Tratamento 4: Bacillus pumilus (isolado MBA 2.34),

Tratamento 5: Consoércio — todas as bactérias descritas acima em uma

mistura proporcional.
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Para a obtencdo dos inoculos, as bactérias avaliadas foram crescidas nas
mesmas condi¢cdes: em meio de cultura liquido (TSB) durante 24h e incubadas a
28°C, em agitacdo constante (120rpm). A inoculacdo das bactérias foi realizada
através de adicdo da suspensao bacteriana no substrato com as plantulas. Apés as
inoculagbes, as plantulas foram mantidas em casa de vegetacdo por 45 dias,
regadas com agua sem aditivos, de acordo com a necessidade (dias quentes duas

vezes ao dia, dias com temperaturas mais amena 1 vez ao dia).

3.7.2 Promocéao de crescimento em planta de monjoleiro

O experimento avaliou a promoc¢do de crescimento de Monjoleiro (Acacia
polyphylla) —uma planta arbérea muito utilizada para reflorestamento principalmente
em area de mata ciliar. As mudas, assim como as instalacbes para o
desenvolvimento do experimento, foram gentilmente cedidas pela Bioflora. A Bioflora
€ uma empresa de reflorestamento que atua em todos os segmentos envolvendo
restauracdo de florestas nativas. Esta localizada na Rodovia Piracicaba — Tupi, no
KM 18 Piracicha — SP. Todas as condi¢bes de cultivo foram mantidas de acordo
com as normas e técnicas aplicadas pela empresa.

Para a realizacdo deste ensaio foi utilizado o mesmo método de obtencéo e
inoculacéo das bactérias empregado no ensaio com cana-de acucar.

Foram realizados 7 tratamentos com 25 plantas em cada um, com diferentes
isolados bacterianos a fim de identificar qual apresentaria o melhor resultado.

e Controle A: meio de cultura sem adicao de bactéria.

e Controle B: meio de cultura sem bactéria com adicdo da adubacéo
normal da empresa

e Indculo 1: Pseudomonas fluorescens (isolado MCR 1.10)

e Indculo 2: Enterobacter sp. (isolado MCR 1.48)

e Indculo 1 + adubacdo da empresa

e Indculo 2 + adubacdo da empresa

e Consorcio: In6culo 1 + In6culo 2

Apés as inoculacdes, as mudas foram mantidas em viveiro por 60 dias

seguindo as normas e rotina da empresa. Apos este periodo as plantas foram
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coletadas para a realizagdo da avaliacdo do experimento tendo como base a
biomassa seca e fresca.

Em ambos os experimentos, as plantas apds serem coletadas foram lavadas
em agua corrente para remocao do substrato aderido a raiz e posteriormente
separado o sistema radicular de parte aérea. A avaliacdo da promocdo de
crescimento foi realizada através da comparacdo do peso seco e fresco das raizes e
parte aérea das plantas tratadas com o controle.

3.8. Analise estatistica

A andlise estatistica de todos os dados obtidos foi realizada com o auxilio do
programa SAS - Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. Para
a andlise dos dados do isolamento, o niumero de coldnias encontradas por espécie e
nos dois tempos avaliados foi convertido a logiyy (UFC + 1) /grama de tecido
considerando o delineamento experimental como sub-fatorial, amostras retiradas ao
longo do tempo, com cinco repeticbes cada. Os ensaios de promocédo de
crescimento vegetal foram considerados o delineamento experimental como

inteiramente casualizado.
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4 RESULTADOS

4.1. Isolamento bacteriano

Por meio do isolamento de bactérias endofiticas de ramos das trés principais
espécies vegetais, R. mangle, A. nitida e L. racemosa de manguezais que ocorrem
na costa do litoral Paulista, foi possivel verificar a existéncia de um grande nimero
de bactérias cultivaveis, co-habitando essas espécies vegetais como enddfitos. O
ndmero total de bactérias desta comunidade variou entre 10* a 10° UFC/g de tecido
(Figura 2). Pela analise estatistica, no local A (Bertioga impactado), Unica diferenca
significativa ocorreu em L. rancemosa na qual o numero de bactérias foi menor no

verdo em relagéo ao inverno.
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Figura 2 - NUumero de bactérias endofiticas presentes nos ramos de R. mangle, L.
rancemosa e A. nitida em isolamento realizado durante o periodo de verdo e inverno
em Bertioga impactado. Os dados apresentados sdo a média de cinco repeti¢cdes.
Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (P>0,05) de acordo
com o teste de Tukey.
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No local B (Bertioga sem impacto) a quantidade de bactérias ndo pode ser
avaliada na espécie L. racemosa devido a um problema na coleta no periodo do
inverno. Analisando os resultados dos periodos em que foram realizadas as coletas
entre as trés espécies vegetais no local B, foi observado que ndo houve diferenca
significativa apenas entre o niumero de bactérias em A. nitida em relagdo ao veréo
(Figura 3).
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Figura 3 - Numero de bactérias endofiticas presentes nos ramos de R. mangle, L.
rancemosa e A. nitida em isolamento realizado durante o periodo de veréo e inverno
em Bertioga ndo impactado. Os dados apresentados sdo a média de cinco
repeticdes, tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (P>0,05)
de acordo com o teste de Tukey.

No isolamento das bactérias endofiticas provenientes do material vegetal
coletado na llha do Cardoso (Cananéia, SP) local C, a andlise estatistica indicou
diferenca significativa entre A. nitida tanto no inverno como no verdo em relacdo a L.
rancemosa (inverno e verao) e R. mangle (inverno) na variavel época em relacdo as

outras plantas (Figura 4).
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Figura 4 - Numero de bactérias endofiticas presentes nos ramos de R. mangle, L.
rancemosa e A. nitida no isolamento realizado durante o periodo de verao e inverno
em Cananéia. Os dados apresentados sdo a média de cinco repeticdes tratamentos
com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (P>0,05) de acordo com o teste de
Tukey.

4.2. Producao enzimética

4.2.1 Bactérias utilizadas para verificacdo de sua producao enzimética.

Do total de bactérias isoladas (item 3.2.1) foram selecionadas e estocadas

1000 de maneira aleat6ria como mostra a Tabela 2.

4.2.2 Avaliacdo qualitativa de atividades enzimaticas produzidos por isolados

bacterianos

Foi realizada uma selecdo inicial para avaliacdo qualitativa das atividades
enzimaticas (amilase, esterase, lipase, protease, endoglicanase, e solubilizacdo de
fosfato) das 1000 bactérias endofiticas estocadas. Verificou-se que cerca de 75%
dos isolados apresentaram atividade para pelo menos uma das enzimas avaliadas.

A avaliacao preliminar da atividade enzimética in vitro estd mostrado na figura 5.
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Tabela 2 - Nimeros de isolados bacterianos endéfitos selecionados para os testes

enzimaticos em relacdo as variaveis planta, local e época

LOCAL EPOCA
PLANTA

Bl C B | Total | Verado | Inverno

Rhizophora mangle 72 | 141 | 135 | 348 213 135
Laguncularia racemosa | 138 | 103 | 42 | 283 | 138 145

Avicenia schaueriana | 111 | 143 | 115 | 369 200 169
TOTAL* 321|387 (292 | 1000 | 551 449

*Total de isolados selecionados - Bl: Bertioga Impactado; C: Cananéia; B: Bertioga sem impacto
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Figura 5 - Selecéo in vitro bactérias endofiticas isoladas dos manguezais em placas
de 96 pocos, para produgdo enzimética: (A) amilase, (B) protease, (C)
endoglicanase e (D) TSB 5%.
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4.2.2.1. Atividade enzimatica na localidade de Bertioga

Neste local foram avaliados 321 isolados quanto a producdo enziméatica,
havendo variagbes nas frequiéncias dos isolados, ndo sendo possivel co-relacionar
local, planta e época (Figura 6) (Tabela 3).

M Lipase M Esterase M Amilase M Protease M Endoglicanase M Solubilizador de fosfato

Isolados produtores (%)

inverno inverno inverno

R. mangle L. rancemosa A. nitida

Figura 6 - Percentual de producdo enzimatica das bactérias endofiticas isoladas do
manguezal impactado por derramamento de 6leo em Bertioga obtidas de trés
plantas R. mangle, L. rancemosa, A. nitida e em duas épocas: verao e inverno.

Tabela 3 - Percentual enzimatico dos isolados obtidos em Bertioga impactado

ESPECIES VEGETAIS

ENZIMA R. mangle A. nitida L. rancemosa
Inverno | Verdo | Inverno | Veréo | Inverno | Verao

% % % % % %

Protease 16,3 20,3 33,3 13,0 35,2 41,0

Lipase 24,4 17,8 41,6 16,4 38,0 29,2

Esterase 8,6 10,1 0,0 9,5 12,6 7,7

Endoglicanase | 32,4 5,3 35,4 48,2 28,1 65,8

Fosfatase 24,2 72,4 20,8 67,5 31,4 38,2

Amilase 20,6 5,3 37,5 17,6 24,3 26,8
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4.2.2.2 Avaliacdo enzimatica em Bertioga ndo Impactado

Para este local avaliou-se 292 isolados, dos quais apresentaram variagoes
na frequéncia entre as atividades enzimaticas para plantas e épocas (Figura 7 e
Tabela 4). Nao foi possivel destacar e co-relacionar uma espécie vegetal com uma

enzima ou época.

M Lipase MEsterase M Amilase M Protease M Endoglicanase M Solubilizador de fosfato

Isolados produtores (%)

verdo inverno verdo inverno verdo inverno

R. mangle L. rancemosa A. nitida

Figura 7 - Percentual de producédo enzimatica das bactérias endofiticas isoladas do
manguezal ndo impactado em Bertioga obtidas de trés plantas R. mangle, L.
rancemosa, A. nitida e em duas épocas: verao e inverno.

Tabela 4 - Percentual enzimatico dos isolados obtidos em Bertioga ndo impactado

ESPECIES VEGETAIS

ENZIMA R. mangle A. nitida L. rancemosa
Inverno | Verao | Inverno | Verao | Inverno | Verao

% % % % % * %

Protease 58,3 10,6 57,9 28,2 - 66,7

Lipase 62,5 7,9 71,9 50,0 - 30,6

Esterase 0,0 13,6 8,7 0,0 - 8,9

Endoglicanase | 41,6 53,9 45,6 41,3 - 51,0

Fostatase 33,3 64,6 32,2 30,4 - 34,2

Amilase 47,9 14,3 28,0 32,6 - 28,6

* Por problemas de coleta ndo foi possivel amostragem da mesma.
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Levando em consideracdo que a area avaliada em Bertioga apresenta locais
com e sem impacto foi observado que no local sem impacto houve maior frequiéncia
de isolados para as atividades enzimaticas de maneira geral. Logo se pode inferir
gue a preservacéao do local (Bertioga ndo impactado) proporcionou maior freqiiéncia
de isolados com atividade de isolados com atividade enzimatica em relacdo ao local

impactado.

4.2.2.3. Avaliagdo enzimatica em Cananéia

Em Cananéia avaliou-se 387 isolados quanto a producéo enzimatica. Houve,
também, variacbes nas freqiéncias quanto a sua atividade enzimética. Foi
observado que no periodo do verdo o percentual de isolados com potencial
enzimatico foi superior em relacdo ao inverno para todas as espécies vegetais

(Figura 8 e Tabela 5).

Tabela 5 - Percentual enzimatico dos isolados obtidos em Cananéia

ESPECIES VEGETAIS

R. mangle A. nitida L. rancemosa

ENZIMA Inverno | Verao | Inverno | Verao | Inverno | Verao
% % % % % %
Protease 21,9 20,9 12,0 49,1 22,7 36,9
Lipase 31,1 3,8 13,3 18,9 4,5 22,6
Esterase 2,7 30,2 0,0 1,0 2,3 4.8
Endoglicanase | 11,0 4,6 8,0 43,0 11,4 17,8
Fostatase 38,6 44,2 2,7 40,6 12,2 36,9
Amilase 16,4 34,9 22,7 49,1 13,6 38,1

Neste local, a frequiéncia obtida pelas atividades de solubilizacdo de fosfato e
endoglicanase variou entre as épocas apresentando frequéncias menores quando
comparadas com a de outros locais avaliados. Entretanto, Cananéia, foi o local que
apresentou as maiores frequéncias de isolados para producdo de amilase e

esterase. (Figura 8).
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M Lipase MEsterase M Amilase M Protease M Endoglicanase M Solubilizador de fosfato

50

40

30

20

Isolados produtores (%)

10

inverno inverno inverno

R. mangle L. rancemosa A. nitida

Figura 8 - Percentual de producédo enzimatica das bactérias endofiticas isoladas do
manguezal de Cananéia obtidas de trés plantas R. mangle, L. rancemosa, A. nitida e
em duas épocas: verao e inverno.

De maneira geral observou-se que os isolados obtidos nos trés locais
avaliados apresentaram baixa producdao de esterasse para todas as variaveis
avaliadas.

4.2.2.4 Analise da producdo de enzimas mediante aos resultados de indices

enzimaticos

ApOs ensaios preliminares qualitativos observou-se que os isolados dos
manguezais de Bertioga (impactado e ndo impactado) e de Cananéia foram capazes
de produzir as enzimas: lipase, endoglicanase, amilase, fosfatase, protease e
poucos isolados para esterasse como pode ser observado nas figuras e tabelas
apresentadas acima. A partir deste ensaio foram selecionadas bactérias capazes de
produzir trés ou mais enzimas dentre as seis testadas. Apos essa selecéo, foi refeito
0 experimento com cada isolado separadamente, a fim de obter o indice enzimatico,
demonstrando assim o potencial biotecnolégico dessa comunidade oriunda de
plantas do manguezal. Os indices obtidos pelos isolados ficaram entre os intervalos
a seguir: amilase 1,47 — 3,25; protease 1,25 — 4,79; endoglicanase 1,51 — 3,53;
lipase 1,45 — 4,35; fosfatase 1,35 — 13,75; esterase 1,3 - 2,7.
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Figura 9 - Producdo enzimatica por bactérias endofiticas isoladas de espécies
vegetais do manguezal. A formacédo de halo indica a producdo enzimatica in vitro. A:
protease; B: amilase, C: esterase; D: lipase; E: fosfatase; F: endoglicanase.

4.2.2.5 Selecédo de bactérias com capacidade de fixacdo de nitrogénio por meio
de seu crescimento em meio de cultura livre de nitrogénio

Os 115 isolados que apresentaram capacidade de solubilizar fosfato foram
testados para avaliar quanto a fixacdo nitrogénio. Destes 51 apresentaram as
caracteristicas que comprovaram o0 crescimento em meio de cultura livre de
nitrogénio, o que correspondeu a um percentual 47%.

Em Bertioga ndo impactado foi observada a maior porcentagem de isolados
com capacidade de crescer em meio de cultura livre de oxigénio (Figura 10). Em
Bertioga ndo impactado e impactado, o género Bacillus apresentou o maior nimero
de isolados, totalizando 22, com capacidade de crescimento em meio NFb.. Em
Cananéia, o género Pantoea apresentou o maior niumero de isolados fixadores de

nitrogénio com um total de 6 neste local.
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Figura 10 - Percentual de isolados endofiticos de plantas de manguezal com
capacidade de fixar nitrogénio.

O género Bacillus apresentou resultados variados em relacdo a capacidade
de fixar nitrogénio em meio semi-solido. A espécie Bacillus pumilus, independente de
localidade, apresentou esta capacidade, demonstrando assim sua importancia na
fixacdo de N,. A presenca de bactérias diazotroficas endofiticas em plantas de
manguezal ainda ndo havia sido relatada, sendo esta a primeira observacédo neste
sentido.

Alguns trabalhos relatam que a modificacdo da cor no meio de cultura (NFb),
esta relacionado com o resultado positivo para a fixacdo de nitrogénio. Porém, este
fato esta relacionado com a modificacdo do pH, de basico para acido (Figura 11). O
resultado positivo é obtido por um halo ou “huvem” como €& denominado esta
caracteristica (Figura 12 e 13). Portanto, esta € a caracteristica necessaria para que

a bactéria seja considerada fixadora de N»: a presenca do halo.
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Figura 11 - Modificacdo do meio de cultura NFb semi-sélido do pH béasico (controle)
para pH acido mostrado pelo isolado MCA 2.39 (Tabela 8).
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Figura 12 Fixacdo de nitrogénio, in vitro, por bactérias endofiticas do mangue.

Formacé&o de halo e mudanca de cor no meio de cultura NFb semi-solido.

Figura 13 - Fixacdo de nitrogénio, in vitro, por bactérias endofiticas de manguezal.

Formacdo de halo no meio de cultura NFb semi-sélido sem alteracéo do pH.
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4.2.2.6 Selecéo de bactérias produtoras de Acido Indol Acético (AIA).

Devido a facilidade, custo e sensibilidade, o reagente de Salkowisk tem sido
largamente utilizado na deteccdo de AIA produzido por bactérias diazotroficas
(HALDA-ALIJA, 2003; PEDRAZA et al., 2004). O método colorimétrico baseia-se na
oxidacao de compostos inddlicos por sais férricos. A reacdo de uma solucéo de AIA
com o reagente de Salkowisk resulta coloracdo rosa chegando a roxo quando o
teste for positivo. Quanto maior a oxidagdo mais rosa fica a solucéo.

Os 115 isolados endofiticos foram analisados, de forma qualitativa, quanto a
capacidade de produzir acido indol acético (AIA — auxina) in vitro. A metodologia
utilizada para a selecdo qualitativa foi eficiente mostrando que, dentre os 115
isolados 41 apresentaram a capacidade de produzir este hormonio, resultando em
35,6% dos isolados avaliados. A porcentagem de isolados com capacidade de
produzir auxina foi maior em Cananéia com 48% seguido por Bertioga impactado
33% e Bertioga sem impacto 19% (Figura 14). Em relacdo as plantas, o nUmero de
isolados obtidos por cada uma foi praticamente igual, sendo R. mangle com 14
isolados, A. nitida com 13 e L.rancemosa com 14. Do total de isolados positivos para
auxina, o maior numero foi encontrado no género Pantoea que, inclusive, foi
utilizado como controle positivo no trabalho realizado por Kuklinsky-Sobral et al.
2004.

Producao de AIA

B Cananéia
M Bertioga Impactado

Bertioga sem impacto

Figura 14 - Porcentagem de isolados endofiticos de plantas de manguezal com capacidade
de produzir AIA
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Para o teste quantitativo, foram usados os 41 isolados positivos para o teste
gualitativo de producao de AlA. Para obtengcédo dos valores quantitativos foi usada
uma curva padrdo para avaliar e determinar os valores obtidos pelos isolados
(Figura 15).

Figura 15 - Curva padréo com diferentes concentracdes de AlA comercial

As espécies com alta atividade de AIA neste trabalho podem ser
consideradas super produtoras, destacando-se o género Pantoea, Pseudomonas,
Enterobacter, Exiguobacterium, Sphingosinicella, Erwinia, Stenotrophomonas. A
espécie Exiguobacterium sibiricum apresentou a maior para producdo de AIA
(760,7p.mL™.). Este isolado foi obtido no local de Cananéia na planta R. mangle,
apresentando resultado positivo também para o teste qualitativo. J& o resultado
positivo com o valor mais baixo, foi obtido pelo isolado Curtobacterium
flaccumfaciens localizado em Bertioga ndo impactado na planta R. mangle com uma
producéo de 16,4 7p.mL™,

Diversos trabalhos tém identificado linhagens bacterianas produtoras de AlA
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; TSAVKELOVA et al., 2007). A maioria dos
relatos citam valores abaixo dos encontrados neste trabalho. Pérem, poucos tem
demonstrado a producédo de AIA por bactérias endofiticas em geral e principalmente

nao ha relatos de bactérias endofiticas associada a manguezal, produtoras de AlA.
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4.3 Identificac&o dos isolados por sequenciamento do gene 16S rDNA

Com o alto numero de bactérias endofiticas obtidas no isolamento, foi
necessaria a selecao de isolados, para reduzir o numero de bactérias submetidas ao
experimento. Um total de 115 isolados foram selecionados e os critérios utilizados
foram: o isolado que apresentou producdo para mais de 3 enzimas sendo que uma

delas deveria ser fosfatase.

Os isolados foram identificados pelo sequenciamento parcial do gene 16S
rDNA (aproximadamente 550pb). Foi utilizando o programa BLASTnh para a
identificacdo por similaridade destas sequéncias contra a base de dados nt/nr do
GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html). Com a identificagéo
pode-se avaliar quais espécies tiveram atividades para determinadas enzimas,

podendo-se co-relacionar com local e espécie (Tabela 6, 7 e 8).
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TABELA 6 - Identificacdo, distribuicdo dos isolados em relagdo a producéo de enzimas, AlA, fixacdo de N, e IS para fosfatase em Bertioga

nao impactado

. INDICE DE X
ESPECIE X SIMILARIDADE AlA ~ FIXACAO DE ATIVIDADE
ISOLADO IDENTIFICACAO o AlA -1 SOLUBILIZACAO ~ <
VEGETAL (%) QUALITATIVO (ug.mL™) (1S)* NITROGENIO ENZIMATICA
MBA2 45 A. nitida Novosp?;)ngoblum 97 ) 52,1 1,8 ) AFLi
MBA2.34 A. nitida Novosp?;)ngobium 98 ) 43,6 1,2 ) P,.CMC,Li, F
MBA2.32 A. nitida Bacillus pumilus 98 - 35,4 7.0 ¥ FAL
MBA2 23 A. nitida Novosp;gngoblum 96 + 28,9 0,5 - P,A,CMC,F
MBA2.22 A. nitida Alcaligenes sp 98 + 28,6 36 - P,CMC,F
MBA2.21 A. nitida Bacillus pumilus 97 - 31.2 8.0 + P,F.CMC Li
Bacillus sp. 97 ) 108,6 6,6 + P.E,Li,F
MBA2.11 A. nitida
MBR2.45 A. nitida Bacillus pumilus 97 - 244 74 + F,A,CMC,Li
MBR2.42 R. mangle Bacillus sp. 98 ) 88,4 2,1 ) ALF
MBR2.40 R. mangle Bacillus pumilus 97 - 32,5 7 + P.A,CMC,Li.F
MBR2.32 R. mangle Bacillus pumilus 97 + 2741 6.5 ) PALLF
MBR2.30 R. mangle Pseudomonas sp. 96 + 286,5 9,6 + P,E,CMC
A,CMC,Li,F
MBR2.28 R. mangle Ochrobactrum sp. 98 - 100.3 16 +

Continua...
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Continuagao...

ISOLADO ESPECIE IDENTIFICAQAO SIMILARIDADE AlA AlA SOII_TJ%IEIIEZ,[A)EAO FIXACAQ DE ATIVIQADE
VEGETAL (%) QUALITATIVO  (ug.mL™) (19)¢ ¢ NITROGENIO ENZIMATICA
MBR2.16 R. mangle Bacillus pumilus 98 - 283 6.8 + FACMC.L
MBR2.7 R. mangle Pseudomonas sp. 98 + 4068 8,2 + PAF
MBR2.1 R. mangle Bacillus pumilus 97 ) 16,5 5,9 + CMC,Li,F
Curtobacterium
MBR2.22 R. mangle flaccumfaciens 100 ) 16,4 8,2 + P,CMC,E,F
. Bacillus i
MBIA2.43 A. nitida amyloliquefaciens 99 ) 55,6 2,6 + CMC,Li,F
MBR2.20 R. mangle Curtobacterium sp 99 ) 34,8 1,8 - P,Li,F
MBR2.33 R. mangle Ochrobactrum sp 99 + 160,4 2 - P,CMC,F
MBR2.39 R. mangle Brucella sp 98 ) 22,8 2,6 - A,CMC,Li
MBR2.41 R. mangle Bacillus sp 97 ) 88,6 4,8 - P,A,CMC,E
MBR2.4 R. mangle Bacillus subtilis 100 ) 47,8 3,8 - A,CMC,F
MBR2.36 R. mangle Paenibacillus sp 98 ) 21,2 2,8 - P,E,CMC,Li,F
MBR2.21  R.mangle Curtobacterium 99 23,4 8,2 - P,CMC,Li,F
flaccumfaciens +
MBR2.29  R.mangle Steno”oggomonas 100 . 443,2 6,5 4 P,A,CMC,Li
MBR2.7 R. mangle Novosp?;)ngoblum 96 ) 56,8 2,8 - P,A,Li
MBA2.33 A. nitida Bacillus sp. 100 ) 71,3 6,8 - P,A,CMC,Li
MBA2.18 A. nitida Bacillus pumilus 98 27,6 4,2 + P,CMC,Li,F

Continua...




] Concluséo
ISOLADO ESPECIE IDENTIFICACAO SIMILARIDADE AlA AlA . SOII_TJ%II(I:_IIEZREAO FIXACAQ DE ATIVIDADE
VEGETAL (%) QUALITATIVO (ug.mL™) (1S)* NITROGENIO ENZIMATICA
MBA2.41 A. nitida N°V°Sp2:)r?g°bi“m 08 ) 34,5 2,1 A,CMC,Li
MBA2.16 A. nitida Alcaligenes sp. 98 + 33,7 3,4 P,CMC,Li,F
MBA2.21 A. nitida Bacillus sp. 98 184,3 7,4 P,CMC,Li
MBA2.4 A. nitida Bacillus pumilus 100 B 34,3 4,8 P,CMC,Li
MBA2.44 A. nitida Sphingosinicella sp. 96 : 87,6 5,4 P,Li,F
MBA2.15 A. nitida Alcaligenes faecalis 100 32,8 3,5 P,Li,F

+

A: amilase — E: esterase - P: protease - Li: lipase - F: Fosfatase (solubilizacdo de fosfato) - CMC: endoglicanase

56
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TABELA 7 - Identificac&o, distribuicdo dos isolados em relacéo a producdo de enzimas, AlA, fixacdo de N, e IS para fosfatase em

Bertioga impactado

INDICE DE

ESPECIE = SIMILARIDADE AlA AlA ~ FIXACAO DE ATIVIDADE
ISOLADO VEGETAL IDENTIFICAGAO (%) QUALITATIVO (ug.m L'l) SOLUE;:S%ACAO NITROGENIO ENZIMATICA
MBIA2.35 A. nitida Bacillus pumilus 96 27,8 8,5 P.F,.CMC
- +
MBIL2.50 L.racemosa Sphingomonas sp. 97 40,9 2,0 P,Li,F
+ -
MBIL2.46 L. racemosa Pantoea sp. 96 220,4 9,8 P,E,CMC,Li,F
+ +
MBIL2.45 L.racemosa Xanthomonas sp. 97 98,6 4,0 P,A Li,F
MBIL2.17 L. racemosa Brevundimonas 97 46,6 3,4 P,F,CMC,Li
sp. + +
MBIL2.24 L. racemosa Xanthomonas 100 81,2 1,5 -
euvesicatoria - P,AE,Li
MBIL2.38 L. racemosa Bacillus subtilis 100 56,8 2,4 + P,A,Li,F
MBIL2.63 L. racemosa Bacillus safensis 100 - 386,6 5,6 + P,CMC,Li
MBIL2.42 L. racemosa Bacillus sp 99 96,2 3,2 - P,E,CMC,Li,F
MBIR2.4 Rhizophora Bacillus pumilus 100 33,2 8,5 + A,CMC,F
mangle -
MBIR2.24 Rhizophora Bacillus pumilus 100 27,6 6,2 + P,E,CMC,Li
mangle -
MBIL2.47 L.racemosa Pantoea dispersa 99 4227 11,2 + CMC,Li,F
+
MBIL2.16 L. racemosa Bacillus pumilus 97 33,6 5,6 + P,A,CMC,Li
MBIL2.39 L. racemosa Pantoea 100 256,8 9,6 + CMC,Li,F
agglomerans +
MBIL2.11 L. racemosa Bacillus sp 98 45,6 52 - P,A,CMC,Li
MBIL2.37 L. racemosa Bacillus subtilis 100 33,1 7,2 - P,A,CMC
MBIL2.64 L. racemosa Pantoea 99 + 188,6 8,4 + P,E,CMC,Li

agglomerans

Continua...
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Concluséo
ESPECIE ~ SIMILARIDADE AlA AlA INDICE DE ~ FIXACAO DE ATIVIDADE
ISOLADO VEGETAL IDENTIFICACAO (%) QUALITATIVO (ug.m L'l) SOLUEE:S%AQAO NITROGENIO ENZIMATICA
MBIR2.2 Rhizophora Bacillus pumilus 100 34,8 3,6 + AE,Li
mangle P -
MBIL2.33 L. racemosa Pantoea 100 306,8 9,5 + CMC,Li,F
agglomerans +
MBIL2.51 L. racemosa Bacillus pumilus 100 ] 21,2 6,0 + P,A,CMC,F
MBIL2.41 L. racemosa Bacillus pumilus 100 ) 19,6 5,4 + P.E,CMC,Li
MBIA2.39 A. nitida 100 18,4 1,8 - A,CMC,Li
Halomonas sp )
MBIA2.45 A. nitida . o 99 52,4 4,3 - P,A,CMC,Li,F
Bacillus subtilis )
MBIA2.46 A. nitida Brevundimonas sp 100 ] 48,6 2,4 - P,E,Li,F
MBIA2.42 A. nitida Bacillus 99 55,4 3,6 + CMC,Li,F
amyloliquefaciens -
MBIA2.40 A. nitida Bacillus 100 48,7 3,8 + E,CMC,Li,F
amyloliquefaciens -
MBIA2.5 A. nitida 99 22,3 2,2 - P,A,CMC,Li,F
Halomonas sp )
MBIA2.48 A. nitida Halomonas sp 99 ] 26,7 3,1 - P,A,CMC,Li
MBIA2.36 A. nitida Bacillus sp. 100 ] 100,2 1,8 - P,AE,Li,F
MBIA2.22 A. nitida Staphylococcus 99 45,7 7,6 - P,A,Li,F
epidermidis -
MBIA2.34 A. nitida Pantoea 99 204,2 10,2 + P,AF

agglomerans

+

A: amilase - P: protease — E: esterase -Li: lipase - F: fosfatase (solubilizagéo de fosfato) - CMC: endoglicanase
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TABELA 8 - Identificacado, distribuicdo dos isolados em relacdo a producéo de enzimas, AlA, fixacdo de N, e IS para fosfatase em Cananéia

INDICE DE

ESPECIE . SIMILARIDADE AlA x FIXACAO DE ATIVIDADE
ISOLADO IDENTIFICACAO o AlA -1 SOLUBILIZACAO - <
VEGETAL (%) QUALITATIVO (ug.mL"™) (1S)* NITROGENIO ENZIMATICA
MCR2.4 R. mangle Pantoea 94 403,8 11,3 P, CMC, F
agglomerans + +
MCR1.48 R. mangle Enterobacter sp. 94 540 11,1 P.AF
+ +
MCR1.46 R. mangle Exiguobacterium 97 760,7 4.5 P,AF
sibiricum + +
MCR1.23 R. mangle Enterobacter sp. 98 477,1 9,0 P.EF
+ +
MCR1.10 R. mangle Pseudomonas 96 + 441.,8 6,5 + CMC,Li,F
fluorescens
MCA2.12 A. nitida Chryseobacterium 94 147,8 1,2 P.AF
sp. - -
MCL2.68 A. nitida Stenotrophomonas 97 443,3 54 P,CMC,F
maltophilia - -
MCL2.66 L. racemosa Pantoea 94 513,9 13,7 P,CMC,F
agglomerans + +
MCL2.39 L. racemosa Bacillus sp 97 56,6 4,4 F,AE,Li
MCR2.39 R. mangle Bacillus pumilus 98 32,4 4,4 P,CMC,F
- +
MCR2.49 R. mangle Bacillus sp 100 104,3 3,8 P,A,E,F
MCR2.29 R. mangle Erwinia sp 96 601,7 8,2 P,CMC,F
+ +
MCR2.51 R. mangle Bacillus safensis 99 - 402,5 2,1 + P,CMC,Li,F
MCR2.33 R. mangle Pantoea 99 124,8 6,8 P,CMC,F
agglomerans + +
MCL2.37 L. racemosa Enterobacter 97 605,3 7,8 P,Li,F
ludwigii - +
MCR2.56 R. mangle Bacillus subtilis 100 - 50,7 5 - P,A,CMC,E,F
MCL2.5 L. racemosa Brevundimonas 100 47,8 2,4 A Li,F

vesicularis

Continua...
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Concluséo
ISOLADO ESPECIE IDENTIFICACAO SIMILARIDADE AlA iNDICE DE B FIXA(;AQ DE ATIVIDADE
VEGETAL (%) QUALITATIVO (p.mL'l) SOLUBILIZACAO NITROGENIO ENZIMATICA
(1S)*
MCL2.65 L. racemosa Enterobacter 100 573,9 11,2 P,CMC,F
ludwigii +
MCA2.54 A. nitida Microbacterium sp. 97 26,8 1,2 P,CMC,F,Li
MCA2.21 A. nitida Chryseobacterium 98 118,9 1,2 P,AF
daejeonense -
MCA2.9 A. nitida Brevundimonas sp 99 47,6 3,2 P.AF
MCL2.68 L. racemosa Sphingosinicella 98 75,4 1,2 P,CMC,F
sp +
MCA2.51 A. nitida Bacillus pumilus 100 29,7 5,4 P,A,E,Li,F
MCA2.42 A. nitida Bacillus sp. 100 38,5 2,6 P,F,CMC,Li
+
MCL2.64 L.racemosa Pantoea agglome 98 304,2 10,8 P,CMC,F
+
MCA2.20 A. nitida Xanthomonas 100 86,1 1,2 P,E,F
campestris +
MCA2.39 A. nitida Xanthomonas sp 99 99,6 2,2 P.AF
MCA2.53 A. nitida Bacillus subtilis 99 43,2 3,6 P,A,CMC,E
MCA2.56 A. nitida Bacillus subtilis 97 36,9 3,4 P,A,CMC,Li
MCA2.27 A. nitida Chryseobacterium 100 113,4 2,1 -
daejeonense P,AF
MCA2.41 A. nitida Bacillus pumilus 95 27,4 7,8 CMC,Li,F
. Chryseobacterium .
MCA2.22 A. nitida daejeonense 98 156,7 3,4 - AF,Li
MCA2.39 A. nitida Xanthomonas sp. 98 75,1 1,2 - P,AF
MCA2.33 A nitida Ce”“'os'gr‘)'”"b'“m 99 33,2 1,2 - P.F.Li
MCL2.64 L. racemosa Pantoea 99 186,88 8,3 + P,CMC,F

agglomerans

A: amilase - P: protease — E: esterase - Li: lipase - F: fosfatase (solubilizagdo de fosfato) - CMC: endoglicanase
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4.4 Avaliacdo de promogdao de crescimento vegetal por bactérias endofiticas

Foram selecionadas isolados das espécies: Curtobacterium flaccumfaciens,
P. dispersa, P. agglomerans, Bacillus pumilus para a realizagcdo deste teste. A
Tabela 9 mostra as caracteristicas testadas dos isolados selecionados, os resultados

obtidos motivou sua utilizacdo nos experimentos de promoc¢ao de crescimento.
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Tabela 9 - Bactérias endofiticas isoladas de manguezal com potencial biotecnoldgico selecionadas para o teste de promocao de

crescimento

ESPECIE R ATIVIDADE Producdo de AIA  FIXACAO DE
ISOLADO LOCAL IDENTIFICACAO ; 1
VEGETAL ENZIMATICA (ug.ML™) N2
Bertioga néo Curtobacterium _ 151,02
R. mangle _ ] P, CMC, Li, F +
MBR 2.22 impactado flaccumfaciens
. . i ) 263,98
MBIL 2.47 L. rancemosa Bertioga impactdo Pantoea dispersa CMC, Li, F +
Bertioga _ 272,04
MBIL 2.33 L. rancemosa ] Pantoea agglomerans CMC, Li, F +
impactado
» Bertioga ndo ] ) _ 343,15
MBAZ2.34 A. Nitida _ Bacillus pumilus P, CMC, Li, F +
impactado
_ Pseudomonas _ 441.,8
MCR 1.10 R. mangle Cananeia CMC, Li, F +
fluorescens
_ 540
MCR 1.48 R. mangle Cananeia Enterobacter sp. P,AF +
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4.4.1 Avaliacdo de promocéao de crescimento em cana-de-agucar

Para determinar a atividade das bactérias selecionadas em relacdo a
promogéao de crescimento vegetal, foram realizados testes em plantulas de cana-de-
acucar. Os isolados selecionados foram escolhidos mediante os resultados obtidos
em testes in vitro. As bactérias utilizadas para o teste em cana-de-acucar foram a C.
flaccumfaciens, P. dispersa, P. agglomerans e B. pumillus.

A tabela 10 mostra os resultados da avaliagcdo do experimento de casa de
vegetacdo. Comparando os efeitos dos tratamentos utilizados, a analise estatistica
realizada com os resultados obtidos n&o revelou efeito significativo positivo nas

caracteristicas avaliadas, entre testemunha e diferentes inoculagfes (Figura 18).
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Tabela 10 - Efeito da inoculag&o no solo de bactérias endofiticas isoladas de manguezal no desenvolvimento de plantulas de cana

de acucar ap0s 45 dias

Massa matéria Massa matéria _ _
) ) Massa matéria Massa matéria

Tratamento Isolado fresca parte aérea seca parte aérea _ _

frescaraiz (g) secaraiz (g)
(9) (9)

Testemunha - 1094 a 2,18 ab 3,69 a 0,63 a
In6culo 1 MBR 2.22 9.20 ab 2,01 bc 2,96 0,56 a
In6culo 2 MBIL 2.47 9.36 ab 1,83 bc 291 b 049 a
In6culo 3 MBIL 2.33 8.40 b 1,63 c 2,40 bc 046 a
Inéculo 4 MBA 2.34 8.62 b 1,65 c 222 c 0,52 a
Consorcio Consocio 10.01 ab 255 a 230 ¢ 0,61 a

Média - 9.42 1,98 2,75 0,55
Desvio Padréo - 2,82 0,65 0,92 0,23

Valores na mesma coluna seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia
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As plantulas do experimento de promocao de crescimento apresentaram
diferentes respostas em relacdo aos parametros analisados. O experimento
apresentou na maioria resultados neutros ou negativos quando comparados com a
testemunha. E em relagdo a outros tratamentos foi visto que em alguns casos um
tratamento superou o outro, porém nunca com a testemunha. Podemos citar o valor
obtido pelo tratamento descrito como “consorcio”, o qual teve sua média proxima ao
da testemunha e superior ao inoculo 3 e 4 (Tabela 11).

Além da maioria dos isolados ndo promoverem o crescimento, alguns tiveram
efeito negativo no desenvolvimento das plantas. As plantulas inoculadas com os
isolados MBA 2.34 (Bacillus pumilus) e MBIL 2.33 (Pantoea agglomerans)
apresentaram diminuicdo da massa da matéria fresca e seca da parte aérea e da
matéria fresca da raiz. Em contrapartida o tratamento descrito como consorcio
apresentou uma tendéncia de aumento da massa da matéria fresca e seca na parte

aérea, embora nao tenha diferido estatisticamente do tratamento Testemunha.

4.4.2 Avaliacdo de promocéao de crescimento em monjoleiro

O experimento de promocdo de crescimento de monjoleiro foi realizado
usando-se bactérias endofiticas isoladas de manguezal das espécies: P. fluorescens
e Enterobacter sp. O método de inoculacao foi o mesmo utilizado no experimento de
cana-de-acUcar, os testes foram realizados com plantulas de monjoleiro mantidas no
viveiro da empresa Bioflora (Figura 16 e 17). Os isolados inoculados foram
selecionados mediante os resultados de testes que proporcionam a promoc¢ao de
crescimento vegetal.

Os resultados obtidos na avaliacao estatistica sdo mostrados na tabela 11. As
plantulas testadas apresentaram diferentes resultados conforme a inoculacdo de
cada isolado. As médias de alguns tratamentos foram superiores a testemunha, em
alguns casos, com destaque no resultado obtido pelo inoculo 2 na massa matéria

fresca e seca parte aérea e também no aumento da matéria fresca na raiz.
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Figura 16 - Experimento em viveiro na empresa Bioflora com plantulas de monjoleiro.

il
Figura 18 - Plantulas de cana-de-agucar para avaliacdo de massa fresca e seca A:

Testemunha e tratamento 1 — B: Testemunha e tratamento 3 — C: Testemunha e
consorcio — D: Testemunha e tratamento 4.
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Tabela 11 - Efeito da inoculagdo no solo de bactérias endofiticas isoladas de manguezal no desenvolvimento de plantulas de

monjoleiro apos 60 dias

Massa matéria fresca

Massa matéria seca

Massa matéria

Massa matéria seca

Tratamento Isolado ) ) _ _
parte aérea (g) parte aérea (g) frescaraiz (9) raiz (g)
Controle A - 0,77 b 0,38 b 1,13 bc 0,61 ab
Controle B - 1,02 ab 0,43 ab 1,25 abc 0,58 b
In6culo 1 MCR 1.10* 0,72 b 0,32 b 1,02 c 0,49
In6culo 2 MCR 1.48* 1,15 a 0,50 a 1,75 a 0,82 a
Consoércio Consorcio** 1,01 ab 0,43 ab 1,39 abc 0,65 ab
MCR 1.10* +
In6culo 1 + adubagéo . 1,02 ab 0,42 ab 1,20 bc 051 b
adubacéo
MCR 1.48* +
Inéculo 2 + adubacao 0,99 ab 0,39 ab 155 ab 0,65 ab
adubacéao
Média - 0,95 0,41 1,33 0,62
Desvio Padrao - 0,35 0,13 0,57 0,25

*: |[dentificacdo tabela 9

** unidao do inoculo 1 e 2
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As médias dos resultados obtidos nos tratamentos com isolados bacterianos
foram semelhante aos resultados apresentados pelos tratamentos que utilizava a
adubacdo da empresa. Pode-se assim inferir que a utilizacdo de indculos
bacterianos proporciona o desenvolvimento nas plantulas de monjoleiro semelhante
ao tratamento que utiliza adubacdo quimica da empresa, resultando em economia

na adubacéo e favorecimento ao meio ambiente.
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5. DISCUSSAO

5.1 Nimero e diversidade de bactérias isoladas dos manguezais do estado de
Sao Paulo

No presente trabalho foram avaliados numero e diversidade de isolados
bacterianos de 3 plantas de manguezal em 2 localidades (Bertioga com e sem
impacto pelo derramamento de petréleo) e em Cananéia, local considerado
preservado; e em duas épocas: verdo e inverno (Figuras 2, 3, 4).

As avaliagbes de comunidades microbianas de um ecossistema devem
considerar a abundancia e distribuicdo de espécies, diversidade funcional presente
na comunidade a ser avaliada. Nesta avaliacdo, € pertinente levar em consideracéo
as mudancas sazonais sofridas pela populacdo em estudo, tecidos vegetais
(MOCALI et al., 2003), espécies de plantas, tipo de solo, interagcdo com outros
microrganismos benéficos ou ndo (ARAUJO et al.,, 2001; ARAUJO et al., 2002).
Estas observacdes podem afetar a estrutura e composicdo de espécies das
comunidades bacterianas endofiticas cultivaveis que colonizam os tecidos das
plantas.

Alguns trabalhos relatam a sazonalidade como causa responsavel pelas
diferencas encontradas na densidade bacteriana, devido a disponibilidade de
nutrientes, que € amplamente afetada pelo regime de chuva e o comportamento de
correntes maritimas que variam ao longo do ano (SILVA et al., 2006; KRISHNAN
et al., 2007; DIAS et al., 2008). Neste estudo vale ressaltar, 0 impacto com dleo,
sendo um possivel responsavel por modificacdo na comunidade avaliada.

Entre os fatores avaliados no presente trabalho tais como: variagcdes sazonais,
diferentes espécies de plantas de manguezal, impacto por derramamento de 6leo,
preservacao de ambiente, podem ter sido causas responsaveis pela influéncia sobre
a densidade populacional da comunidade bacteriana endofitica. Porém, devido a
guantidade e variacdo de pessoas na manipulacdo das amostras durante o
isolamento e a amplitude dos dados obtidos, ndo podemos considerar uma possivel
co-relacdo entre os dados devido a diferenca obtida em cada variavel observada.
Sendo inconstante os dados em relacdo a densidade. Houve variagdes no niumero
de isolados em cada amostragem, contudo apO6s a normalizagdo dos dados, os

mesmos nao apresentaram diferenca estatistica. Com excecdo de Bertioga
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impactado no qual bactérias foram mais freglientes em L. rancemosa no inverno e
em Bertioga ndo impactado o0 mesmo ocorreu, porém para a espécie A. nitida. Ja em
Cananéia o numero de isolado encontrado na espécie vegetal A. nitida nas duas
épocas avaliadas (verdo e inverno) foi superior ao encontrado nas outras duas
espécies vegetais avaliadas.

Pouco sdo os estudos com bactérias associadas a plantas de manguezais.
Trabalho realizado por Vazques et al. (2000), isolou bactérias do sedimento,
rizosfera e raiz de espécies de mangue. A maioria dos relatos que se tém sao
encontrados sobre associacdo de bactérias com sedimento de manguezal, (ANDO
et al., 2001; MARCIAL GOMES et al., 2008; DIAS et al., 2009), deixando claro assim
a necessidade de estudos sobre a comunidade bacteriana em geral e principalmente
da comunidade endofitica deste ecossistema.

A comunidade microbiana pode sofrer modificacdo dependendo do indice
pluviométrico ocorrido no periodo da coleta, onde nutrientes e mesmos
microrganismos possam ser removidos e alterados. Segundo trabalho relatado por
Almeida (2005) o elevado grau de conservacdo dos manguezais da Ilha do Cardoso,
a alta pluviosidade e o aporte de nutrientes provenientes da drenagem de pequenos
rios da regido contribuiram para as diferencas encontradas em relacdo a quantidade
de microrganismos em sedimento. Sendo assim, varios sdo os fatores que podem
modificar a comunidade bacteriana nos mais diferentes locais e plantas, sendo
necessario um estudo amplo para a compreensao de modificacfes ocorridas.

Em geral, dentre os isolados identificados, foi razoavel a variacdo de espécies
bacteriana endofiticas para locais, planta e época com relacdo a diversidade
bacteriana sendo que alguns géneros obtidos como Enterobacter, Ochrobactrum,
Alcaligens, Pseudomonas, Pantoea, Bacillus (Tabela 6, 7 e 8), apresentaram um
namero expressivo de isolados, sendo obtidos em praticamente todos locais, plantas
e época. E possivel sugerir que tais géneros possam ter grande importancia no
desenvolvimento da planta hospedeira, jA que, boa parte dos isolados ja foram
relatados como atuantes na promocao de crescimento vegetal, no controle biolégico
de doencas de plantas, producdo de auxina e solubilizadores de fosfato (STRUZ
et al., 2000; VERMA et al., 2001).

Embora a identificacdo dos isolados tenha sido tendenciosa, feita apenas com
isolados produtores de enzimas, o género Bacillus neste trabalho apresentou as

maiores frequéncias de isolados. Este resultado foi semelhante em trabalhos
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relacionados com bactérias isoladas de sedimento de manguezal (SHOO; DHAL,
2009; DIVYA et al.,, 2010). Em alguns destes, ocorreram grupos bacterianos
previamente descritos em ambientes marinhos e estuarinos da ordem Vibrionales
(TROUSSELLIER et al., 2002; THOMPSON et al., 2004; SOUZA et al., 2006; DIAS
et al., 2009). Este grupo de bactérias (Vibrionales) é conhecido como colonizador de
solos, onde parece responder pouco a alteracées ambientais (TAKEUCHI; HATANO,
1998; TIAGO et al., 2004; LIU et al., 2005). Contudo, mesmo sendo encontrado em
sedimentos marinhos inclusive no manguezal, ndo foi obtido qualquer isolado desta
ordem nas espécies vegetais amostrada neste trabalho. Os isolados da ordem
Vibrionales podem ser considerados microrganismos propensos a serem isolados
somente em solo, sedimentos, rizosfera e raiz. Fan et al. (2006) relataram a
ocorréncia dos géneros Bacillus, Staphylococcus, Paenibacillus em ambientes
estuarinos, enquanto que isolados de Staphylococcus foram também encontrados
em alta densidade em ecossistemas de manguezais (HOLGUIN; BASHAN, 1996;
KATHIRESAN, 2003). Porém, no presente trabalho, foi obtida alta frequéncia do
género Bacillus em todas as variaveis testadas.

Para avaliar a diversidade de maneira mais abrangente na comunidade
avaliada seria necessario o estudo independente de plantas e locais. Este método
seria uma ferramenta importante na descricdo de diversidade bacteriana bem como
0 monitoramento de comunidades microbianas em diversos ambientes. Contudo, na
maioria das vezes 0s microrganismos relatados por técnicas mais minuciosas nao
sao cultivaveis por meio de cultivo normalmente usado, impossibilitando a utilizacédo

direta dos mesmos.

5.2 Producdo de enzimas por bactérias endofiticas isoladas de plantas de

manguezal

Por compor um ambiente ainda pouco explorado, os manguezais podem conter
uma extensao da diversidade microbiana ainda em grande parte desconhecida, com
isso produtos como novas enzimas e antibiéticos poderiam ser encontrados. Porém
h& a necessidade de se isolar e cultivar tais microrganismos deste ecossistema. Fica
clara a importancia da estratégia de cultivo no conhecimento do potencial metabdlico

destes microrganismos de possivel interesse aplicado.
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Todas as bactérias endofiticas isoladas e estocadas nesse trabalho foram
capazes de produzir algum tipo de enzima bem como solubilizar fosfato, como parte
do seu metabolismo secundéario (Tabelas 3 a 8). Isto revela que estes
microrganismos sdo uma fonte com potencial para a aplicacdo biotecnoldgica em
diferentes areas, tais como producdo de inoculantes, nutricdo, detergentes, papel,
farmacos, téxtil e industria de couro (CARRIM et al., 2006).

O estudo do perfil enziméatico in vitro da microbiota endofitica isolada de
espécies arboreas do manguezal da Ilha do Cardoso e dos manguezais de Bertioga,
destacaram representantes dos géneros: Pantoea, Bacillus, Novosphingobium,
Alcaligenes, como principais produtores enzimaticos neste ambiente que foram
capazes de produzir amilases, proteases, esterases, solubilizacdo de fosfato e
lipases (Tabelas 6, 7 e 8).

Num contexto geral, foi observada uma versatilidade metabolica nos géneros
Pantoea e Bacillus, que produziram diversas enzimas. Trabalho semelhante
realizado em manguezal no México observou que as espécies B. amyloliquefaciens,
B. atrophaeus, Paenibacillus macerans, Xanthobacter agilis, Vibrio proteolyticus, E.
aerogenes, E. taylorae, E. asburiae, e Kluyvera cryocrescens foram isolados de raiz
de Avicenia germinant. Em L. rancemosa foram isoladas de raiz as espécies B.
licheniformis, Chryeomonas luteola e P. stutzeri. Apesar da diversidade de espécies
somente os géneros Xanthobacter, Kluyverae e Chryseomonas foram capazes de
solubilizar fosfato (VASQUEZ et al., 2000). Os resultados foram diversos em relacéo
ao obtido neste trabalho onde varios géneros foram capazes de solubilizar fosfato.
Varios trabalhos relatam atividades enzimaticas com diferentes isolados bacterianos
com maior destague para enzimas proteoliticas, que tem grande utilidade nas
industrias de detergentes ou similares (VENUGOPAL; SARAMMA, 2006; THYS
et al., 2006; GHOSH et al., 2007; LAGEIRO et al., 2007).

Também, em nosso trabalho, poucos foram os isolados com capacidade de
produzir esterase, independentemente de local, época ou planta (Figuras 7, 8 e 9).
Perante estes dados pode ser sugerido que as bactérias que colonizaram as plantas
de manguezal ndo apresentaram caracteristicas favoraveis para a producdo de
esterase. Em contra partida, foi obtida maior frequéncia de isolados no local
impactado (Bertioga) com atividade enzimatica (Tabelas 4 a 8). Tal fato sugere que,
a modificacdo no ambiente pelo derramamento de Oleo pode ter modificado a

caracteristicas no metabolismo de espécies vegetais de manguezal
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consequentemente modificando a coloniza¢do bacteriana endofitica presente como,
por exemplo, caracteristicas de atividade enziméatica.

Em relac@o aos periodos de coleta, houve variagdo entre enzimas e plantas,
mas tornando estas informacdes dificeis de serem correlacionadas e avaliadas de
forma conjunta. As variacbes de temperatura, salinidade e teores de matéria
organica podem ter influenciado a comunidade bacteriana nas épocas avaliadas.
Almeida et al. (2007) avaliaram quatro estuarios em estacdes diferentes, onde
observaram que a produtividade bacteriana variou em consequéncia do teor de
salinidade e dos fatores ambientais.

Dentre os microrganismos com atividade enzimatica, os solubilizadores de
fosfatos desempenham importante papel no suprimento de P para as plantas (SILVA
FILHO; VIDOR, 2000), apresentando potencial para o uso na forma de inoculantes
(SILVA FILHO et al., 2002; SOUCHIE et al., 2007). Diversos autores (KIM et al.,
1998; OMAR, 1998) relatam que a solubilizacdo de fosfato € co-relacionada com a
habilidade de producdo de éacidos organicos e/ou polissacarideos extracelulares
pelos microrganismos. Diversos microrganismos podem solubilizar P em meio de
cultura in vitro (WAKELIN et al., 2004; HARA, 2005; SOUCHIE et al., 2006). Quando
um microrganismo dissolve o fosforo em meio de cultura solido contendo fosfato de
célcio ha formacdo de uma zona de clarificacdo ao redor da col6nia, correspondente
a acidificacdo do meio e dissolucéo do fosforo (KANG et al., 2002).

A solubilizacdo de fosfato pelas bactérias endofiticas isoladas no presente
trabalho, revelaram potencial para serem utilizadas como inoculantes em culturas
agricolas de interesse. Estudos futuros séo interessantes a fim de testar a
capacidade solubilizadora de distintas fontes fosfatadas por estes microrganismos,

sob condicdes in vitro e posteriormente testes in vivo (Tabelas 3, 4 e 5).

5.3 Fixacdo de N, por bactérias endofiticas isoladas de manguezal

Foi observado no presente trabalho que 47% dos isolados avaliados
apresentaram a capacidade de fixar nitrogénio (Figura 10). A formacdo de halo
comprovando a fixacdo de nitrogénio foi observada tanto no meio semi-sélido de
NFb de pH basico (de cor verde sem alteracdo do pH proposto pela metodologia)
guanto no meio de cultura com o pH acido (de cor azul indicando a acidificacdo do

meio NFb semi-solido) (Figuras 11, 12 e 13). No trabalho realizado por Assumpcéao
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et al. (2009) de 62 isolados bacterianos de soja avaliados observou que apenas 11
(18%) foram capazes de fixar nitrogénio. Em trabalho realizado por Teixeira et. al.
2007 em mandioca, foi feita a coleta e avaliacgdo de amostras em trés diferentes
estados brasileiros. O maior percentual foi visto no estado de Amazonas com 36%
dos isolados testados sendo fixador de N,. J& Cerigioli et al. (2005), de 86 isolados
bacterianos endofiticos em milho, 76 apresentaram esta atividade mediante ao teste
com meio semi-sélido de NFb.

No presente trabalho, foi observado grande numero de B. pumilus e P.
agglomerans com a capacidade de fixar nitrogénio (Tabelas 6 a 9). No trabalho de
Teixeira (2007) no estado de S&o Paulo o género Bacillus teve destaque por ser o
género que mais apresentou isolados com tal caracteristica. Em trabalho realizado
por Hubner et al. (2004), foi observado varias espécies de Bacillus com capacidade
de crescimento em meio NFb: B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. megaterium, B.
pumilus e B. firmes. A espécie B. safensis obtida em nosso trabalho, como possivel
fixadora de nitrogénio, até o momento, ainda ndo foi citada na literatura como
fixadora de nitrogénio. Ha poucos relatos de bactérias fixadoras de nitrogénio do
género Pantoea. Trabalho realizado por Loiret et al. (2004), foi o primeiro a citar o
género Pantoea como uma endofitica fixadora de nitrogénio, isolada de cana-de-
acucar.

Em nosso trabalho foi verificado fixacdo de N, com as espécies P.
agglomerans e P. dispersa, sendo que esta ultima ainda néao foi relatada como
endofitica fixadora de nitrogénio.

O estudo de bactérias endofiticas diazotroficas € recente e vem crescendo
gradativamente. As informacBes sobre este assunto sdo poucas e mais estudos
devem ser conduzidos para elucidar a forma e o local de colonizacdo para a

atividade de fixacdo de nitrogénio entre a interacéo planta-microrganismo.

5.4 Producao de AIA por bactérias endofiticas isoladas de manguezal

Por meio das analises qualitativas foi obtido um total de 41 isolados que
foram capazes de sintetizar este horménio, apresentando resultado positivo tanto
para as andlises quantitativas como qualitativas (Figuras 14 e 15). Porém, o
resultado negativo na andlise qualitativa nem sempre condiz com o resultado da

analise quantitativa. Verificou-se que Cananéia foi o local com maior percentual de
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iIsolados produtores de AIA em relagdo aos outros locais. E muitos deles possuem
altos valores para a sintese de AIA ainda ndo descritos com a metodologia utilizada
(Tabelas 6, 7 e 8). Destacando-se o isolado com maior valor foi 760,7ug.mL™
(Exiguobacterium sibiricum) presente no manguezal de Cananéia. Apesar de valores
expressivos, algumas bactérias de mesma espécie apresentaram valores distintos.
Algumas justificativas podem ser apresentadas para explicar as causas mais
provaveis. A quantidade de triptofano pode interferir na sintese de AlA, porque cada
linhagem apresenta uma concentracdo 6tima (BAR; OKON, 1993). Outro fator que
interage na producdo de AIA é a fonte de carbono e a quantidade do mesmo
(FUENTES- RAMIREZ et al., 1993). Bastian et al. (1998) observaram diferentes
valores de AIA produzidos pela bactéria Acetobacter diazotrophicus quando
guantidades diferentes de sacarose eram adicionadas ao meio de cultura, sendo que
alguns valores eram nulos. Observou-se também que, isolados de uma mesma
espécie presente de locais diferentes produziram quantidades distintas de AlA.
Sabe-se que o AIA bacteriano € obtido na fase estacionaria, sendo o0 mesmo, um
metabdlito secundario, porém a duracdo desta fase varia de espécie para espécie.
Logo, para conhecer o crescimento de cada espécie e assim a sua fase estacionaria,
€ necessario fazer uma curva de crescimento de cada isolado mediante a relacéo de
densidade de células por tempo. Devido ao grande numero de isolados para a
realizacdo deste teste, foi inviavel o ajuste da leitura da face estacionaria bem como
a obtencdo da curva de crescimento de cada espécie, considerando que foram

usados 115 isolados.
5.5 Producdao de crescimento vegetal

Endofiticos ja sdo descritos como promotores de crescimento vegetal devido
a capacidade de algumas bactérias em solubilizar fosfato, produzir auxinas e fixar
nitrogénio (VERMA et al. 2001; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004, MENDES et al.,
2007).
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5.5.1 Promocdo de crescimento em cana-de-agucar

Neste trabalho os isolados avaliados (Tabela 9) ndo promoveram crescimento
vegetal, ou a relacdo era neutra ou apresentavam efeito negativo no
desenvolvimento das plantulas. Apesar de todos apresentarem bons resultados para
0s testes que justifiguem a promocgéao de crescimento.

Trabalho realizado por Canbolat et al. (2006) relataram a inoculagdo no solo
com Bacillus spp. o qual demonstrou a capacidade de solubilizar fosfato, resultando
em maior desenvolvimento vegetal. Em trabalho realizado por Dias et al. (2008), com
plantas de morango, foram utilizados isolados do género Bacillus spp. para verificar
a promocéao de crescimento vegetal para esta cultura. Os resultados obtidos por este
autor mostrou que as linhagens testadas em relacdo ao comprimento das raizes nao
foram superiores aos do controle. O resultado obtido por estes autores assemelha-
se com o obtido em nosso trabalho, onde apesar da bactéria B. pumilus apresentar
valores expressivos para os testes que envolvem promocdo de crescimento, ndo
proporcionou 0s mesmos resultados em plantulas de cana de acucar (Tabela 10).

Outro isolado que apresentou resultado negativo foi o isolado MBIL 2.33
(Tabelas 9 e 10) (P. agglomerans). Esta bactéria ja foi relatada por sua importancia
agrondémica devido ao potencial da mesma na promocdo de crescimento vegetal
(VERMA et al., 2001; SUBARAN et al., 2009; QUECINE et al., 2010); no controle de
fitopatdgenos (BARDIN et al., 2003). Baldini et al. (1997), classificaram a espécie P.
agglomerans como sendo diazotrofica facultativa, jA que € encontrada tanto em
rizosfera quanto no interior da planta. Trabalho realizado por Quecine (2010) com P.
agglomerans inoculada também em cana-de-acucar, verificou promocdo de
crescimento vegetal em duas variedades de cana. Em uma variedade foi observado
0 aumento significativo da massa seca na parte aérea e na outra variedade o
aumento foi significativo tanto na parte aérea quanto na raiz.

Apesar de todos os relatos favorecerem a espécie P. agglomerans na
promocdo de crescimento, em nosso trabalho ela ndo promoveu crescimento,
apesar de ter apresentado todas as caracteristicas para ser considerada uma
espécie com potencial biotecnoldgico para crescimento vegetal. Inclusive os indices
de producdo de AIA obtidos pela espécie P. agglomerans isolada de plantas de
manguezal foi superior ao encontrado por Quecine (2010) que foi de

aproximadamente 100pg. mL™. O isolado utilizado pela autora citada foi obtido de
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eucalipto e o mesmo proporcionou o0 crescimento vegetal em cana-de-aglUcar. Em
nosso trabalho o isolado foi obtido de plantas de manguezal, e inoculado em cana-
de-acUcar que € uma graminea. Pode-se inferir que a inoculacdo da bactéria P.
agglomerans isolada de eucalipto proporcionou uma interacdo benéfica na cana de
acucar, diferentemente do isolado obtido em plantas de manguezal. Pode ser
sugerido também, que as condi¢cdes ambientais nas quais as plantulas de cana-de-
acucar foram mantidas com variacdo de temperatura e falta de umidade no ambiente

em nosso trabalho, podem ter influenciado os resultados.

5.5.2 Promoc¢dao de crescimento em monjoleiro

Os resultados obtidos pelos isolados nos tratamentos avaliados promoveram
crescimento vegetal. Quando o inoculo 2 foi utilizado foi observado resultado positivo
em relacdo ao controle no aumento da matéria fresca e seca (parte aérea) e na
matéria fresca (raiz) (Tabela 11) (Figura 17). Nestas variaveis, foi observado que o
crescimento do tratamento com inoculo 2 era melhor do que das testemunhas. Este
isolado apresentou tendéncia no aumento de massa fresca e seca da parte aérea e
fresca da raiz. A utilizacdo de consércios em algumas variaveis mostrou melhores
resultados inclusive comparado com o tratamento onde eram realizadas as
adubacdes normais feita pela empresa. Apesar da estatistica ndo apresentar
significancia os resultados obtidos mostraram que os valores de alguns tratamentos
foram semelhantes aos do controle demonstrando assim que a substituicdo da
adubacao quimica pela inoculacéo de isolados pode trazer beneficios e economia a
empresa.

Trabalho realizado por Assumpcéo et al. (2009) em estudo sobre promocao
de crescimento em soja, demonstrou efeito negativo com o isolado Enterobacter sp.,
para a massa da matéria fresca de raiz e do total da planta.

Poucos sao os relatos sobre a utilizacdo de bactéria endofiticas na promocao
de crescimento em plantas arbéreas. Alguns trabalhos apontam o envolvimento de
bactérias na promocao do desenvolvimento do sistema radicular de varias culturas
(DIAS et al., 2008; ADESEMOYE et al., 2008; KUKLINSK-SOBRAL et al., 2004).
Mafia et al. (2007) realizou trabalho com rizobactérias inoculadas em substrato de
mudas de eucalipto. Em trabalho realizado com Pinus elliottii in vitro foi observado o

enraizamento dos explantes produzidos por uma bactéria ndo identificada,
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proporcionando de 15% a 90% em relacdo a testemunha (BURNS; SCHWARZ,
1996).

No setor florestal o tempo de rotacdo é muito longo, logo a inoculagcédo de
microrganismos a fim de acelerar o desenvolvimento acaba tendo uma resposta a
longo prazo também. Porém, € interessante visar o inicio da producdo das mudas
onde a inoculagdo com microrganismos pode favorecer o: aumento do indice de
sobrevivéncia das plantulas, seu estabelecimento precoce no campo apos o plantio,
a melhoria na qualidade e caracteristicas do sistema radicular, que sdo vantagens
desejaveis para uma melhor produgéo.

Com este trabalho ficou demonstrado o efeito das bactérias endofiticas sobre
as plantulas do monjoleiro o que afeta a qualidade das plantulas produzidas,
melhoria no desenvolvimento e possivel economia na adubacéo quimica realizada
pela empresa. A estratégia de producdo de mudas pelo tratamento de inoculacdo de
microrganismo através do substrato, aparentemente constitui uma estratégia
vantajosa e com resultados consistentes conforme observado neste trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho séo inéditos, ja que ndo ha relatos de
bactérias endofiticas isoladas de manguezal e utillizadas na promocao de
crescimento vegetal de uma graminea, nem de uma planta de reflorestamento. Com
a metodologia utilizada para a verificacdo da producdo de AIA, os isolados
apresentaram altos valores ainda ndo descritos. Vale ressaltar a necessidade de
mais estudos para verificar o quanto a interacdo de uma espécie bacteriana e seu
hospedeiro pode modificar a acdo metabdlica da mesma resultando em diferentes
resultados como visto neste trabalho. Torna-se oportuna a necessidade de mais
testes com estes isolados devido aos resultados expressivos obtidos, demonstrando

uma viabilidade de aplicacdo biotecnolégica como inoculantes.
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6. CONCLUSOES

a)

b)

d)

A metodologia utilizada para o isolamento de bactérias de 3 espécies vegetais
de manguezais foi eficiente, mas devido a amplitude do isolamento e
diferentes etapas de coleta, os resultados apresentaram grande variagcao
dificultando o estabelecimento de resultados que, em geral, propiciassem
diferencas significativas quanto a época de isolamento e diferengas entre as
espécies vegetais estudadas.

A comunidade bacteriana endofitica cultivavel de manguezal foi constituida
por diferentes espécies bacterianas: Alcaligenes sp., B. amyloliquefaciens, B.
subtilis, Brevundimonas sp., Chryseobacterium sp., Curtobacterium sp.,
Enterobacter sp., E. cypripedii, Erythrobacter sp., E. sibiricum,
Novosphingobium sp., O. anthropi, P. agglomerans, P. fluorescens, S. caprae,
S. maltophilia, X. campestris. Este € o primeiro estudo de comunidade

bacteriana endofitica em manguezal,

Dentre os isolados obtidos e estudados, o género Bacillus foi o mais

frequente, sendo obtido nos trés locais avaliados,

Baseado nos ensaios in vitro, os isolados avaliados apresentaram atividade
para as enzimas:. amilase, protease, lipase, endoglicanse, fosfatase e a
sintese de AIA, fixacdo de nitrogénio, mostrando assim o seu potencial
biotecnolégico. Em contra partida, as bactérias endofiticas testadas
praticamente ndo apresentaram atividade para a enzima esterase. As maiores
atividades enzimaticas foram observadas para endoglicanase e fosfatase

(solubilizacao de fosfato),

No experimento em casa de vegetacdo com cana-de-acUcar ndao houve
promocdo de crescimento. Em monjoleiro foi constatado no tratamento em
gue foi utilizado o in6culo 2 a promocdo de crescimento em relacdo ao
controle utilizado, demonstrando assim que a interacdo endofito-planta pode
trazer beneficios para o0 hospedeiro, podendo resultar em melhor

desenvolvimento para a planta.
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