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Resumo

Bactérias endofiticas sao microrganismos que habitam o
interior dos tecidos vegetais e sdo conhecidas promotoras
do crescimento de plantas, favorecendo sua nutricao, pela
solubilizacao de fosfatos, além de produzirem fito-hormonio,
enzimas e sideréforos, apresentando potencial para uso
como bioinoculantes. O objetivo deste trabalho foi isolar

e caracterizar bactérias endofiticas de milho eficientes na
solubilizagao de fosfatos de célcio e de ferro e na produgao
de sideroforos, substancias que atuam na captacao de ferro.
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Para o isolamento das bactérias, foram coletadas plantas

de milho no florescimento em area de cerrado, sendo estas
posteriormente desinfestadas e maceradas para o isolamento
dos endofitos. Foram isoladas 113 bactérias provenientes de
raizes (54,9%), folhas (20,4%) e seiva de milho (24,8%). Dessas
bactérias, 49 foram caracterizadas geneticamente com base na
sequéncia do 16S rDNA e avaliadas quanto a capacidade de
solubilizacao de fosfatos em meio de cultura liquido contendo
fosfato de célcio e de ferro e producao de sideréforos. Os
isolados mais eficientes na solubilizagao de fosfato de calcio e
fosfato de ferro produziram entre 179,4 a 193,7 mgP. L' 62,7 a
68,7 mg P. L, respectivamente. Foi observada uma correlagao
negativa de -0,58 e -0,48 entre a solubilizacao de fosforo

nos dois fosfatos testados, P-Ca e P-Fe, e os valores de pH,
respectivamente, indicando a producao de acidos organicos
como o principal mecanismo de solubilizagao de P. O sideréforo
produzido por 69% dos microrganismos avaliados foi do tipo
carboxilato. As bactérias endofiticas eficientes na solubilizacao
de P foram identificadas principalmente como pertencentes
ao género Bacillus e Pantoea. Foi possivel concluir que as
estirpes bacterianas provenientes do microbioma interno de
milho cultivado em solo de cerrado possuem caracteristicas
promissoras de biossolubilizacao de fosfatos e promocao de
crescimento de plantas, sendo possivel neste estudo a selegao
de seis isolados do género Bacillus para futuros testes de
inoculacao em plantas.

Palavras-chave: Endofiticos, microrganismos solubilizadores de
fosforo, sideréforos, Zea mays
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Abstract

Bacterial endophytes are microorganisms that inhabit

the interior of the plants and they are known to promote

plant growth, improving their nutrition through phosphate
solubilization, phytohormones, enzymes or siderophore
production, showing potential for use as bio-inoculants.

The objective of this work was to isolate and characterize
bacteria endophytic of corn with efficient solubilization of
iron and calcium phosphates and production of siderophores,
substance that acts to sequester iron. For the isolation, plants
of corn in the flowering state were collected in Cerrado area,
disinfected and crushed for the isolation of the endophytic
bacteria. From these plants, 113 bacteria were isolate from roots
(54.9%), leaves (20.4%) and maize sap (24.8%). From these
bacteria, 49 were genetically characterized based on the 16S
rDNA sequence and tested for the phosphate solubilization

in liquid medium containing calcium phosphate and iron and
siderophore production. The most efficient isolates in the P-Ca
and P-Fe solubilization produced from 179.4 to 193.7 mgP. L
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and from 62.7 to 68.7 mg L' P, respectively. It was observed a
negative correlation of -0.58 and -0.48 between P solubilization
in the two phosphates tested, P-Ca and P-Fe and pH values,
respectively, indicating the production of organic acids as the
main mechanism of P solubilization. The siderophore produced
by 69% of the microorganisms was carboxylate. The endophytic
isolates efficient in P solubilization were identified mainly as the
genera Bacillus and Pantoea. It was concluded that the bacteria
strains from corn microbiome grown in Cerrado soil have
promising features of P solubilization and promotion of growth,
and six isolates of Bacillus were isolated for future inoculation
tests in plants.

Key words: Endophytic, phosphorus solubilizing
microorganisms, siderophores, Zea mays

Introducao

A cultura do milho tem papel importante dentro do cenério
agropecuario nacional, em razao da sua ampla utilizacao, indo
desde a industria de racoes e producao de alimentos para o
consumo humano, até a producao de etanol. Para atender a esta
demanda e atingir niveis elevados de produtividade, merece
destaque a fertilidade do solo, com énfase no fosforo (P), um
dos macronutrientes mais limitantes a produgao agricola e com
menor eficiéncia de uso pelas plantas (BALIGAR; FAGERIA,
2001). A precipitacao e a fixacao de P no solo sao os principais
responsaveis pela baixa eficiéncia dos fertilizantes fosfatados
soluveis, sendo que a maior parte do fertilizante aplicado pode
complexar com ions de ferro (Fe), aluminio (Al) e calcio (Ca),

o que o torna indisponivel as plantas (NOVAIS; SMYTH, 1999).
Para contornar este problema, € necessaria a aplicacao de
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elevadas doses de fertilizantes, pratica que onera os custos

de producgao, visto que o pais importa cerca de 50% dos
fertilizantes fosfatados utilizados atualmente, comprometendo
a sustentabilidade e competitividade do agronegécio brasileiro
(RODRIGUES et al., 2015).

Uma alternativa efetiva e sustentavel para a solugao deste
problema seria uma combinacao de praticas de manejo de solo
e plantas e uma exploracao racional de sua flora microbiana.
Dentro deste contexto, o uso combinado de microrganismos
solubilizadores de P (MSP) e fosfatos de rocha tem sido
considerada uma estratégia promissora em termos ambientais
e economicos (KHAN et al., 2007; RICHARDSON, 2001; SINGH;
REDDY, 2011; GOMES et al., 2014), apresentando resultados

de ganhos de produtividade e de massa vegetal em varias
culturas como alfafa (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999), trigo (SINGH;
REDDY, 2011) e milho (PATIL et al., 2012). Estes microrganismos
sao capazes de disponibilizar o fésforo complexado no

solo (WHITELAW, 2000; GOLDSTEIN et al., 2003), além de
disponibilizar o fésforo de fontes organicas (RICHARDSON,
2001; OLIVEIRA et al., 2009; VASSILEV et al., 2012;
RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Os solos das areas agricolas do
Brasil geralmente apresentam condicao acida e predominio de
fosfato de ferro (P-Fe) ou estrengita (BARROSO; NAHAS, 2008),
existindo relatos de microrganismos do solo que solubilizam
formas nao disponiveis de P fixado em moléculas de ferro pela
producao de sideroforos, peptideos de sintese nao ribossdmica
produzidos por microrganismos, que apresentam altissima
afinidade por ferro (SIMIONATO et al., 2010). Estas substancias
organicas podem atuar no biocontrole de patéogenos e na
captacao de P complexado a Fe no solo (BARROSO; NAHAS,
2005).

9
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Embora a maioria das pesquisas sobre MSP associado a plantas
seja focada em rizobactérias, o interesse na diversidade e o
papel das bactérias endofiticas tem aumentado (MALFANOVA
et al., 2012). A principal razao para o interesse em endéfitos

€ a constatacao de que se estas bactérias podem ser
reintroduzidas na fase endofitica, pode ser estabelecida ai uma
relacao mais estavel entre a planta e bactérias do que entre
plantas e bactérias da rizosfera ou bactérias epifitas (BACON;
HINTON, 2011; HARDOIM et al., 2008). Além disso, as bactérias
endofiticas provavelmente sofrem menos competicao de outros
microrganismos pelas fontes de carbono, além de usarem os
mesmos mecanismos de promocao de crescimento de plantas
que as bactérias da rizosfera (BERG et al., 2005). Dessa maneira,
bactérias endofiticas que apresentam caracteristicas que podem
ser benéficas as plantas sao potencialmente excelentes agentes
promotores do crescimento de plantas ou de controle bioldgico
para producao agricola mais sustentavel (ARAUJO et al., 2000;
ROSENBLUETH;. MARTINEZ-ROMERO, 2006; HAMAYUN et al.,
2009; MONTANEZ et al., 2012; BASHAN et al., 2014). No entanto,
existem poucos relatos do potencial de uso destas bactérias
como bioinoculantes e agentes de biossolubilizacao de fosfatos.

Neste trabalho, objetivou-se isolar e caracterizar bactérias
endofiticas da cultura de milho quanto a eficiéncia na
biossolubilizacao de P e producao de sideroforos.

Material e Métodos

Amostras de tecidos vegetais para obtencao dos endofitos
foram coletadas da cultura de milho, durante o estadio de
florescimento, em experimentos conduzidos no Cerrado,
Latossolo Vermelho Distrofico, em area experimental da



Potencial Biotecnolégico de Bactérias Endofiticas de Milho

Embrapa Milho e Sorgo (19°28’S 44°15'W), municipio de Sete
Lagoas-MG. Os microrganismos endofiticos foram isolados de
raizes, folhas e seiva de milho previamente desinfestadas. As
folhas e as raizes foram lavadas em agua corrente e em seguida
desinfestadas superficialmente por meio de imersao em alcool
70% (v/v) por 2 minutos; 5 minutos em hipoclorito de sddio

a 2,5% de cloro ativo (v/v) e novamente em alcool 70% (v/v)
durante 30 segundos. Ao final do procedimento, todo o material
foi lavado quatro vezes em agua destilada esterilizada. Para a
verificacao da eficiéncia do processo de desinfestacao, aliquotas
da agua destilada (0,1 mL) da ultima lavagem dos tecidos
vegetais foram inoculadas em meio Agar Batata Dextrosado
(BDA) e incubadas a 25-28 °C durante 10 dias.

Isolamento de Bactérias Endofiticas

Para isolamento de bactérias endofiticas, amostras de 10 g das
raizes e das folhas desinfestadas foram trituradas em areia
estéril e acrescidas de 90 mL de NaCl 0,85% (p/v) e, entao,
diluicoes seriadas de 10" a 10° foram realizadas. Aliquotas

de 100 pL de cada uma das diluicoes foram plaqueadas no
meio BDA suplementado com 100 pg/mL nistatina. A seiva

foi extraida por meio de ar comprimido e as diluicoes e o
plaqueamento foram realizados conforme descrito para raizes
e folhas. As placas foram incubadas a 28 °C por um periodo de
7 dias e os diferentes morfotipos de bactérias foram isolados,
preservados, em duplicata, em glicerol 30% (v/v) a -80 °C e
também mantidos por repiques sucessivos a 4 °C em tubos de
penicilina contendo BDA e 6leo estéril.

11
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Solubilizacao de Fosfato em Meio Liquido

Um total de 49 estirpes pré-selecionadas em meio NBRIP
(NAUTIYAL, 1999) sélido, com base na presenca de halos claros
ao redor da coldnia, foram avaliadas quanto a eficiéncia de
solubilizagao de P em meio NBRIP liquido, contendo fosfato
tricalcio ou fosfato de ferro. Colonias puras de cada isolado
foram crescidas em meio de cultura liquido TSB ( Trypticase
Soy Broth), durante cinco dias, sob agitagao a 120 rpm, a
temperatura de 30°C. Apos este periodo, a turbidez de cada
cultura foi ajustada com solucgao Salina (0,85%) para uma
unidade de densidade 6tica a 540 nm. Aliquotas de 100 pL de
cada suspensao de células padronizada foram transferidas
para tubos coénicos de 50 mL contendo 15 mL de meio liquido
NBRIP, com modificagdes na concentracao de glicose para 40
g.L". Apos incubacao por 9 dias, sob agitacao, a temperatura
de 30 °C, os valores de pH foram determinados, e os teores
de P soluvel liberados no sobrenadante das culturas foram
quantificados pelo método colorimétrico preconizado por
Murphy e Riley (1962).

Producao de Sideroforos

Previamente todas as vidrarias foram tratadas com HCI 6 M
para que todo residuo de ferro pudesse ser removido. As
bactérias foram inoculadas em 2 mL de meio LB (Lurian Bertani)
e mantidas sob agitagao a 200 rpm, 37 °C por 16 h. Para a
deteccao dos sideroforos, 10 yL da cultura de bactérias foram
inoculados em meio Agar Nutriente e as placas foram mantidas
a 37 °C por 16 h. Posteriormente, foi aplicado sobre as placas

o meio overlay CAS (SCHWYN; NEILANDS, 1987), modificado
conforme a metodologia proposta por Pérez-Miranda et al.
(2007), como descrito a seguir: 60,5 mgL" de cromo azurol S,
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72,9 mgL' de brometo de cetil trimetil amoénio (CTAB), 30,24 gL’
de piperazina-1,4-bis (acido 2-etanosulfénico) (PIPES), e T mM
de FeCl,.6H,0 diluido em 10 mL de HCI 10 mM. Como agente
gelificante, foi utilizada agarose 0,9% (p/v). As placas foram
mantidas no escuro a 25 °C.

A presenca de sideroforos foi revelada apés um periodo que
variou em torno de quatro dias. De acordo com a coloracao
apresentada, os sideroforos foram classificados em trés tipos:
catecol (azul para rosa); hidroxamato (azul para laranja);
carboxilato (azul para amarelo claro).

Caracterizacao Molecular

O DNA gendémico foi extraido das bactérias a partir de culturas
incubadas em meio LB a 37 °C por 24 horas utilizando a
metodologia de fenol/cloroférmio, adaptada de Ausubel et al.
(1987), e a regiao 16S do rDNA foi amplificada com os primers
F968 e R1401 (NUBEL et al., 1996). A reacao de PCR foi realizada
num volume final de 50 uL, contendo 20 ng de DNA, Tris-HCI

10 mM pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 2,56 mM; dNTPs 0,125 mM,
primers 0,4 uM; 1,5 U deTaq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e formamida 1% (v/v). A amplificacao foi
realizada utilizando as seguintes condicoes: 94 °C por 2 min, 30
ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 2 min, com
uma extensao final de 72 °C por 10 min para as bactérias. Para
os fungos, a amplificacao foi realizada utilizando as seguintes
condicoes: 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min, 72

°C por 90 seg, com uma extensao final de 72 °C por 7 min. Os
produtos da reacao foram analisados em eletroforese em gel
de agarose 1,2% (m/v) corados com brometo de etideo (1ug
mL') e visualizados no equipamento Gel Logic 200 (KODAK
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Company, Rochester, NY, EUA). Os produtos da amplificacao
foram removidos do gel, purificados com o kit “QlAquick

Gel Extraction” (Qiagen, Hilden, Alemanha) e sequenciados
utilizando-se o Kit “Big Dye Terminator” (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), segundo recomendacoes do fabricante.
As amostras foram analisadas no sequenciador automatico ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), sendo as
sequéncias comparadas com o GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) usando o programa Blast N (ALTSCHUL et al., 1997).

Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados segundo o delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes por amostra,
sendo submetidos individualmente todos os parametros

a analise de variancia utilizando-se o programa Sisvar 5.3
(FERREIRA, 2011) e, quando ocorreram diferencas significativas
pelo teste F (p< 0,05), as médias foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises de correlagao
de Pearson foram realizadas utilizando o programa Excel a 5%
de probabilidade.

Resultados e Discussao

Foram isolados 113 morfotipos bacterianos sendo 62 (54,9%)
da raiz, 28 (24,8%) provenientes de seiva e 23 (20,4%) da folha.
Destes, 49 foram caracterizados molecularmente e avaliados
para solubilizacao de fésforo e producao de sideréforos (Tabela
1). Quanto a caracterizacao genética, observaram-se valores
de similaridades entre 95% e 100% com os géneros Bacillus

e Pantoea principalmente. O género endofitico predominante
para solubilizacao de P-Ca foi Bacillus e para solubilizagao de
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P-Fe foi o género Pantoea. Endofitos facultativos, tais como
Bacillus, Enterobacter, Azospirillum podem colonizar a rizosfera
e endosfera e fornecer maior mobilizacao de nutrientes para

as plantas e agir como potencial MSP, além de estimular a
tolerancia ao estresse, aumentar a resisténcia das plantas as
doencas, atuando como antagonistas competitivos e induzir

os sistemas de defesa das plantas (HARDOIM et al., 2012;
MONTANEZ et al., 2012).

Ocorreu diferenca significativa (p<0,05) na solubilizacao de

P do fosfato de calcio e ferro entre os diferentes isolados. As
estirpes 1920 (bactéria nao cultivada), 2088 (Bacillus sp.), 2091
(bactéria nao cultivada), 2093 (bactéria nao cultivada), 2106 (B.
megaterium), 2107 (bactéria nao cultivada) e 2110 (Bacillus sp.)
apresentaram os maiores valores de liberacao de P soluvel a
partir de fosfato de calcio, variando de 179,39 mg P. L' a 193,71
mg P. L'. Observou-se reducao significativa (p<0,05) para os
valores de pH entre os isolados testados aos 9 dias de cultivo.

A solubilizacao de fosfato de ferro foi mais alta, com relacao ao
controle nao inoculado, para os isolados 1934 (P ananatis), 1935
(bactéria nao cultivada), 1976 (Bacillus sp.), 1984 (P, dispersa)

e 2111 (Bacillus sp.) com a liberacao de 62,67 mg P. L' a 68,67
mg P. L', apos 9 dias de incubacao (Tabela 1). Valores similares
foram observados para Aspergillus niger por Barroso e Nahas
(2008), que obtiveram maiores eficiéncias de solubilizacao
utilizando manitol e acido glutamico, como fontes de carbono e
de nitrogénio, respectivamente.

15
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Observou-se que para as melhores estirpes solubilizadoras
houve uma reducao do pH do meio, sugerindo a producao

e liberacao de acidos organicos pelos microrganismos. Foi
observada uma correlacao negativa de -0,58 e -0,48 (correlagcao
de Pearson significativa a 5% de probabilidade) entre a
liberacao de fosforo nas duas fontes testadas (P-Ca e P-Fe) e
os valores de pH, respectivamente. A correlacao significativa
e negativa entre fosfato e acidez, em todos os ensaios, indica
que, para haver solubilizacao, ha necessidade da producao
de acidos. Esse mecanismo tem sido amplamente relatado

na literatura (BARROSO; NAHAS, 2008; OLIVEIRA et al.,

2009; GOMES et al., 2014). Microrganismos solubilizadores
de P liberam acidos organicos, resultado da assimilacao de
carboidratos, que atuam na complexacgao do cation do fosfato
inorganico para a liberagao do fosfato soluvel (WHITELAW,
2000).

Neste trabalho, dos 49 isolados avaliados em meio de cultura
privado de ferro, 69% foram positivos para producao de
sideréforo que foi do tipo carboxilato (alteracao de cor azul para
amarelo claro) (Tabela 1 e Figura 1). De acordo com a natureza
quimica do sitio de ligagcao ao ferro, os sideréforos podem ser
classificados em trés classes principais: hidroxamato, catecolato
ou carboxilato (SIMIONATO et al., 2010). A biodisponibilidade
de ferro microbiano é, em grande parte, determinada pela
quimica de coordenacgao associada ao sideréforo (BENITE et

al., 2002), no entanto, o tipo de sideroforo indica a diferenca de
mecanismos para solubilizacao do ferro. Estudos posteriores
para quantificar os sideréforos produzidos serao necessarios
para validacao desta caracteristica nas estirpes estudadas.
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Figura 1. Faixa de solubilizacao de fésforo em meio de cultura
contendo fosfato de ferro em relacdo ao numero de estirpes
produtoras de sideroforos.

A producao de sideréforos foi avaliada considerando-se que
esta substancia organica liberada pelos microrganismos pode
indiretamente reduzir a adsorcao de fosforo as particulas do
solo pela sua capacidade de quelar o ferro, disponibilizando o
fosfato soluvel para as raizes. O maior numero de estirpes com
producao positiva de sidero6foros se concentrou na faixa de
solubilizacao de P-Fe acima de 40 mgP. L' (Figura 2), dentre os
mais eficientes nesta caracteristica.

Estes resultados delimitam o potencial desses endofiticos
para a aplicacao biotecnoldgica e ou uso como bioinoculantes
na agricultura, por apresentarem mais de uma caracteristica
desejavel para o incremento da producao vegetal. Além disso,
produzir substancias quelantes de ferro endogenamente a
planta, ou seja, em ambiente protegido como o interior da
planta, pode ser uma vantagem, visto que estas substancias
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podem ser exsudadas via raiz em condicao de estresse mineral,
facilitando a absorcao de P.

: i o
Figura 2. Producao de siderdforos carboxilato, alteragao de cor

de azul (controle negativo) para amarelo claro (estirpe 1915).

Nossos estudos também sugerem que o microbioma endofitico
de plantas de milho € um ambiente propicio para se prospectar
estirpes de bactérias eficientes na solubilizacao de P e producao
de sideroforos, ja que foi possivel selecionar seis cepas do
género Bacillus (1976, 2012, 2088, 2106, 2110 e 2111) para
estudos posteriores na planta em condi¢oes controladas e em
campo, visando producao de bioinoculantes. Esses isolados
foram selecionados com base nos critérios estudados e também
por ser este género nao patégeno em plantas de milho,
diferentemente do género Pantoea (HARDOIM et al., 2012), além
do fato de ser citado na literatura como um género tipicamente
de endofiticos facultativos.
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Conclusoes

A populacao de bactérias provenientes de microbioma
endofitica de milho apresenta variacao quanto a solubilizagao
das duas diferentes fontes de fésforo P-Ca e P-Fe, predominando
os géneros Bacillus e Pantoea como os mais eficientes.

Os isolados 2111 e 1976 (Bacillus sp.) e o isolado 1984 (P
dispersa) apresentaram potencial de solubilizacao das duas
fontes de fésforo (fosfato tricélcio e de ferro).

O principal mecanismo de producao de sideréforos foi do
tipo carboxilato, sendo a maioria das estirpes produtoras de
sideroforos eficientes na solubilizagao de P ligado a ferro.

Os endofiticos isolados possuem caracteristicas significativas
para a promocao do crescimento vegetal, podendo, neste
sentido, ser considerados como candidatos para futuros testes
de inoculacao em plantas.
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