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Ocorréncia de Bactérias
Diazotré6ficas Endofiticas na
Mandioca (Manihot esculenta
Crantz)

Resumo

Este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias endofiticas da mandioca com potencial

para a fixagcdo de N, atmosférico. Foram utilizados isolados bacterianos endofiticos de

plantas de mandioca provenientes dos estados de Sao Paulo, Amazonas e Bahia. No estado
de Sado Paulo as plantas foram coletadas em plantios comerciais nos municipios de |épe,
Araras e Mogi Guacu. No estado do Amazonas e da Bahia foram coletadas etnovariedades
mantidas pelos indios e pequenos agricultores, nas regides de Autazes e em Porto Seguro,

respectivamente. O potencial para fixagdo do N, atmosférico foi avaliado pelo crescimento

das bactérias em meio de cultura livre de N, pela atividade de reducado do acetileno e pela
presenca do gene nifH.

Espécies bacterianas endofiticas com capacidade para crescer em meio de cultura livre de N
foram encontradas nos trés estados e foram classificadas dentro do subgrupo das Y-
Proteobacteria e dos Bacilli. As amplificacdes por PCR do gene nifH foram realizadas em
espécies bacterianas pertencentes as y-Proteobacteria. Baseado no crescimento em meio de
cultura livre de nitrogénio e na presenca do gene nifH, oito isolados bacterianos obtidos das

plantas de mandioca foram selecionados para posteriores testes in planta.

! Bidlogo, Doutor em Biotecnologia, Universidade do Vale do Sapucai, Av. Prefeito Tuany Toledo, 470, Fatima |, Caixa Postal
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Occurrence of Diazotrophic
Endophyic Bacteria in Cassava
(Manihot esculenta Crantz)

Abstract

The objective of this work was to isolate endophytic bacteria from cassava plants with N,

fixation potential. Bacterial isolates of cassava plants from the states of Sao Paulo,
Amazonas, and Bahia were used. In the State of Sao Paulo, plants were collected from
commercial plantings in the municipalities of lepé, Araras, and Mogi Guacu. In the states of
Amazonas and Bahia, ethnovarieties maintained by Indians were collected in the regions of

Autazes and Porto Seguro, respectively. The atmospheric N, fixation potential was evaluated

by means of bacterial growth in N-free culture medium, by the activity of acetylene reduction
and by the presence of the nifH gene. Endophytic bacterial species capable of growing in N-
free culture medium were found in the three states and were classified within the y-
Proteobacteria and Bacilli subgroups. PCR amplifications of the nifH gene were verified in
bacterial species that belonged to the y-Proteobacteria group. Based on bacterial growth in
nitrogen-free culture medium and on the presence of the nifH gene, eight isolates obtained

from cassava plants were selected for later use in in planta tests.
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Introducéo

As bactérias associadas as plantas sao consideradas endofiticas quando habitam o
interior da planta sem causar danos aparentes ao hospedeiro (Hallmann et al., 1997). A
presenca destas bactérias tem sido associada a promocao do crescimento de varias culturas
incluindo tomate, pepino (Nowak et al., 1995), batata (Sturtz, 1995), batata doce (Reiter et
al., 2003), dentre outras.

A promocéao do crescimento das plantas por bactérias endofiticas pode ser resultante de
acoes indiretas, como por exemplo, a supressdao de doencas, ou de acdes diretas, como a

producéo de fitohorménios, fixacdo do N, atmosférico, solubilizagéo de fosfatos minerais ou

outros nutrientes do solo, oxidacdo do enxofre, aumento da permeabilidade das raizes e
producado de sider6foros (Tan & Zou, 2001). O mecanismo de promocado do crescimento
vegetal por endoéfitos é, portanto, um processo complexo, que pode ser influenciado por
diversos fatores bidticos e abidticos (Bloemberg & Lugtenberg, 2001).

O suprimento adicional de nitrogénio para as plantas pelos endéfitos diazotréficos seria
uma forma direta que estes microrganismos utilizariam para promover o crescimento de
diferentes culturas. O elemento nitrogénio é altamente abundante na atmosfera da terra,
porém, a disponibilidade do N fixado é o fator mais limitante do rendimento em muitos
sistemas de producdo agricola. Os quimicos nitrogenados sao responsaveis por mais de 30%
dos fertilizantes totais necesséarios para as culturas agricolas (Muthukumarasamy et al.,
2002). Com o aumento do custo destes fertilizantes e com a crescente preocupacao com os
possiveis danos ambientais decorrentes de seu uso, o papel da fixacdao biolégica do
nitrogénio, em outras plantas que ndo as leguminosas, é de extrema importancia para a
conducao sustentdvel da agricultura.

A fixacao do nitrogénio por diazotréficos endofiticos tem sido raramente comprovada.
Porém, alega-se que esses microrganismos tém uma vantagem sobre os diazotréficos
associativos de raizes, uma vez que ocupam espacos mais intimamente ligados ao
hospedeiro e, portanto, com maior acesso as fontes de carbono. Além disso, eles colonizam
nichos protegidos do oxigénio, o qual é necessario para a expressdo e atividade da
nitrogenase (Dobbelaere et al., 2003)

O presente trabalho teve como objetivo selecionar bactérias endofiticas isoladas de plantas

de mandioca coletadas de diferentes regides do Brasil, com potencial para fixagdo do N,

atmosférico.
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Material e Métodos

Isolamento das bactérias endofiticas

Bactérias endofiticas foram isoladas de plantas de mandioca provenientes dos estados
de Sao Paulo, Amazonas e Bahia. No estado de Sao Paulo as plantas foram coletadas em
plantios comerciais nos municipios de |épe, Araras e Mogi Guacu. No estado do Amazonas e
Bahia foram coletadas etnovariedades mantidas pelos indios e pequenos agricultores, nas
regidoes de Autazes e de Porto Seguro, respectivamente.

O processo de eliminacdo da populacéo epifitica e de outros microrganismos foi iniciado
com a lavagem de todo o material coletado, com bucha e sabdo. Raizes, caules e folhas
foram desinfectados superficialmente utilizando-se os seguintes produtos quimicos em ordem
de descricdo: alcool 70% (1’), hipoclorito de sédio 2% (6’), alcool 70% (30”) e é&gua
destilada. Do material desinfectado foram retiradas as extremidades e o restante foi cortado
em pequenos pedacos (0,5 — 0,7 cm), que foram distribuidos por toda superficie dos meios
de cultura TSA e amido caseina (Teixeira, 2004). Ambos os meios de cultura foram
suplementados com 1000 uyl mL" do fungicida benomil. Para cada parte da planta (raiz, caule
e folha) e, para cada planta, foram feitas trés placas de cada meio de cultura, cada uma com
sete pedacos do tecido vegetal. As placas foram incubadas em sala com temperatura
ambiente entre 25°C e 27°C. A avaliacao do crescimento bacteriano teve inicio apds 48 h de
incubacdo das placas e prosseguiu por um periodo de dez dias. Ao longo deste tempo as
placas foram avaliadas a cada dois dias. As bactérias foram retiradas da “placa-mae” e
transferidas para outras placas com o mesmo meio de cultura. Col6nias individuais foram

purificadas por esgotamento (estrias) e conservadas em 6leo mineral.

Identificacdo de bactérias com capacidade para fixar N,

atmosférico

Crescimento em meio de cultura livre de nitrogénio

Um total de duzentas e setenta bactérias foram avaliadas quanto a capacidade de fixar

N, atmosférico em meio de cultura sem fonte de nitrogénio. Para tal, as bactérias foram

transferidas para 10 mL do meio de cultura Novo Fabio (NFb) (Débereiner et al.,1995) e
incubadas a 28°C, por 7 dias. Para cada isolado foram feitas duas repeticdes. Os resultados
foram avaliados como positivos ou negativos, de acordo com a seguinte escala de nota: + +
= peliculas finas, claras e bem visiveis; + = peliculas bem delineadas, mas pouco visiveis; -
/+ = peliculas bastante claras; - = auséncia de pelicula. O controle utilizado foi o

Herbaspirillum rubrisubalbicans.
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Atividade de reducdo do acetileno

A atividade de reducdo do acetileno, in vitro, (Hungria et al., 1994) foi avaliada em
bactérias que cresceram no meio de cultura livre de nitrogénio. Os isolados foram cultivados
em tubos de “vacutainer” com 4 mL do meio de cultura NFb, semi-sélido, por quatro dias.
Apés este periodo foi injetado 10% (v/v) de acetileno em cada tubo. A quantidade de etileno
foi quantificada 12 horas apés a injecao do acetileno, em um Cromatdgrafo a gas equipado
com detector de chama e coluna Porapak, localizado no Centro de Energia Nuclear na

Agricultura (CENA- USP).

Extracdo do DNA gendmico total e amplificacdo por PCR dos

genes nifH

As bactérias que apresentaram crescimento em meio de cultura livre de nitrogénio foram
agrupadas segundo algumas caracteristicas morfolégicas e classificadas pelo método FAME.
Cento e trinta e sete isolados foram assim obtidos para o teste de amplificacdao por PCR dos
genes nifH. Os isolados foram cultivados em 10 mL de meio de cultura TSA liquido e
incubados por 48 horas a 28°C, em ‘shaker’, a 120 g. As reacdes de amplificacdo (PCR)
foram feitas conforme descritas por Ueda et al. (1995), utilizando o primer universal, 19f 5
"GCINTYTAYGGIAARGGIGG3 " e 407r 5 AAICCRCCRCAIACIACRTC3", para os isolados
pertencentes aos grupos das Proteobacteria e Actinobacteria. Para o grupo Bacilli as reacdes
de amplificacdo foram descritas por Achoack et al., (1999), e o primer especifico utilizado foi
f 5"-GGAATTCTGTGATCCTAAAGCTGA-3" e r 5"-AGCATACATTGCCATCATTTCACC-3".
Foram utilizados 5 mL da reacdo de PCR para a observacdo em gel de agarose (1,2%).

Fragmentos de aproximadamente 370 pb foram esperados para o gene nifH.

Resultados e Discussao

A maior percentagem de bactérias endofiticas com capacidade para crescer em meio de
cultura NFb foi obtida no estado do Amazonas, ou seja, 36,1%; este percentual foi 15,9%
maior que o obtido no estado da Bahia, embora o nimero de bactérias tenha sido menos da
metade do que o testado neste Ultimo estado (Figura 1). Na Bahia e em S&o Paulo, 20,2% e
32,3% dos isolados testados foram positivos quanto ao crescimento em NFb,
respectivamente. A presenca de bactérias diazotréficas em mandioca jad havia sido
anteriormente relatada por Balota et al. (1999). Apesar destes resultados as bactérias nao
expressaram atividade de reducao do acetileno in vitro.

O complexo enzimatico da nitrogenase depende de determinadas condicdes para que possa
ser expressado. A auséncia da planta ou mesmo a fonte e quantidade de carbono (C)

utilizado no meio de cultura podem ter sido os fatores responsaveis pela auséncia de
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atividade daquela enzima. Gyaneshwar et al. (2001) relataram que a atividade de reducdo do
acetileno em plantulas de arroz inoculadas com bactérias endofiticas foi dependente da
adicdo de C ao meio de enraizamento. Balota et al. (1999) também relataram que a Klebsiella

pneumoniae exige meio de cultura apropriado para expressar a atividade da nitrogenase.

ATIT' = 158
20,20%

79,80% O NFb +
® NFb -

B TIT = 47

36,10%

63,909
7 O NFb +

m NFb -

CTIT =65

32,20%

o,
67,80% O NFb +

® NFb -

Fig.1 Crescimento das bactérias endofiticas coletadas de plantas de mandioca provenientes dos
estados da Bahia (A), Amazonas (B) e Sao Paulo (C), em meio NFb.
'"TIT = Total de isolados testados

Muitas bactérias podem ter perdido ou reduzido a atividade da nitrogenase em

conseqliéncia de repetidas repicagens em meio de cultura. As razoes para isto nao estao

claras (Gyaneshwar et al., 2001). E possivel que a habilidade para fixar N, atmosférico seja

resultante da presenca de elementos extracromossomais, como ja observado para

Enterobacter agglomerans (Singh et al., 1983).
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A Tabela 1 mostra as espécies de bactérias endofiticas que cresceram em NFb e a
formacao de peliculas pelos isolados bacterianos, logo abaixo da superficie do meio. Esta
formacdo de pelicula era inicialmente considerada uma caracteristica do Azospirillum, que
devido a sua natureza microaerofilica, encontra as concentragcées adequadas de oxigénio logo
abaixo da superficie do meio de cultura (Tarrand et al., 1978). Estudos posteriores
mostraram que outras bactérias microaerofilicas, incluindo diazotréficas, também poderiam

ser isoladas em meio semi-sélido (Gillis et al., 1989).

Tabela 1. Espécies bacterianas endofiticas isoladas de plantas
de mandioca provenientes dos estados do Amazonas, Sao Paulo
e Bahia que foram NFb positivas e suas formagcdes de peliculas.

Espécies bacterianas Formacdo de pelicula’
AMAZONAS
Enterobacter cloacae -/ +

Enterobacter cancerogenus -

Serratia rubidae -/ +
Escherichia coli -/ +
Burkholderia cepacia +
Bacillus cereus -/ +
BAHIA

Enterobacter cloacae -/ +

Enterobacter hormaechei -

Stenotrophomonas maltophilia -+
Pseudomonas fluorescens -/ +
Bacillus cereus -/ +
Bacillus thuringiensis -/ +
SAO PAULO

Enterobacter cancerogenus -/ +
Stenotrophomonas maltophilia + +
Bacillus pumilus -/ +
Bacillus cereus -/ +

Bacillus thuringiensis -

Bacillus megaterium -/ +
CONTROLE
Herbaspirillum rubrisubalbicans + +

'+ + = peliculas finas, claras e bem visiveis; + = peliculas bem delineadas, mas

pouco visiveis; -/+ = peliculas bastante claras; - = auséncia de pelicula

Peliculas finas, claras e Vvisiveis, como a bactéria controle, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, foram obtidas somente nas espécies Burkholderia cepacia e

Stenotrophomonas maltophilia. O género Burkholderia é também citado como diazotréfico de
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mandioca, por Balota et al. (1999) e de plantas de banana e abacaxi, por Weber et al.
(1999). Até o presente momento parece nao existir na literatura relatos sobre a ocorréncia
do género Stenotrophomonas como diazotréfico na cultura da mandioca.

Bactérias do género Bacillus foram também capazes de crescer em meio de cultura livre
de nitrogénio. Nos estados do Amazonas e Bahia esta caracteristica foi apenas observada em
espécies de Bacillus do grupo B. cereus, enquanto que em S. Paulo ela foi também observada
no B. pumilus e B. megaterium. Estes resultados corroboram aqueles descritos por Hibner
(2004), que também observou o crescimento de vérias espécies de Bacillus em meio de
cultura livre de nitrogénio. Este autor relata que estes isolados foram capazes de acumular
quantidades de N semelhantes aquelas fixadas por culturas-padrdao e, portanto, foram
consideradas diazotréficas.

A amplificacdo por PCR do gene nifH somente foi observada em oito espécies
bacterianas, pertencentes ao subgrupo das y-Proteobacteria (Tabela 2). Somente a espécie
Serratia rubidae apresentou uma banda bem visivel (Figura 2); nos outros sete isolados
observou-se a presenca de amplicons fracos, mas dentro do tamanho dos pares de base
esperados.

A diazotrofia do género Serratia é raramente demonstrada na literatura. O primeiro
relato deste género como um diazotréfico endofitico foi feito para a espécie S. rubidea,
isolada da endorizosfera de trigo (7riticum aestivum) e de Ammophilia arenaria (Ruppel,
1988). Posteriormente, Gyaneshwar et al. (2001) isolaram a espécie S. marcescens como
diazotréfico endofitico em arroz, embora Krishanapillai e Postgate (1980) tenham

anteriormente transferido genes de Klebsiella envolvidos na fixacdo de N, para S.

marcescens e mostrado que eles eram funcionais.

Tabela 2. Espécies bacterianas endofiticas isoladas de plantas de
mandioca provenientes dos estados do Amazonas, Bahia e Sao
Paulo, que apresentaram o gene nifH.

Espécie bateriana endofitica Local de isolamento
Pseudomonas rhodesiae Amazonas
Pseudomonas fluorescens Bahia
Stenotrophomonas maltophilia Amazonas
Stenotrophomonas maltophilia Bahia
Serratia rubidae Amazonas
Enterobacter cancerogenus Sao Paulo
Enterobacter hormaechei Sao Paulo

Enterobacter agglomerans Séo Paulo
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Y6 Y17 Y19 Y28 ¥31 X34 X71 X81
M

600
500
400

300
200
100

Fig.2 PCR especifico para o gene nifH. M) Marcador 100 pb; Y6
(Pseudomonas rhodesiae); Y17 (Serratia rubidae); Y19
(Stenotrophomonas maltophilia); Y28 (Enterobacter cancerogenus); Y31
(Pseudomonas  fluorescens); Y34 (Klebsiella pneumoniae); Y71
(Enterobacter aglomerans); Y81 (Enterobacter hormaechei)

Trés espécies do género Enterobacter apresentaram amplicons para o gene nifH (E.
cancerogenus, E. hormaechei e E. agglomerans). Este género é citado como diazotréfico em
diferentes espécies de plantas (Mehnaz et al., 2001). Em nivel de espécies podem ser citadas
a Enterobacter cloacae (Balota et al., 1999. Mehnaz et al., 2001) e a Enterobacter
agglomerans (Bilal et al., 1990).

Duas espécies do género Pseudomonas (P. rhodesiae e P. fluorescens) apresentaram o
gene nifH. Vérias estirpes classificadas como Pseudomonas spp. séo relatadas na literatura
como diazotréficas (Desnous et al., 2003). O gene nifH foi também encontrado em dois
isolados de Stenotrophomonas maltophilia; ndo existem na literatura relatos sobre a
diazotrofia desta espécie, pelo menos em mandioca, conforme descrito anteriormente.

Foi observada alta discrepancia entre a proporcdao de isolados bacterianos com
capacidade para crescer em meio de cultura livre de nitrogénio e isolados que apresentaram
reacoes de PCR positivas para o gene nifH. Como as bactérias apresentam diferentes
seqliéncias de nucleotideos entre e dentre diferentes espécies microbianas (Zehr et al.,
2003), os isolados bacterianos que foram capazes de crescer em meio livre de nitrogénio
podem possuir seqliiéncias diferentes daquelas amplificadas com os primers descritos por
Ueda et al. (1995) e Achouak et al. (1999).

Algumas bactérias que nao foram capazes de crescer em meio de cultura livre de

nitrogénio apresentaram reacao de PCR positiva para o gene nifH. Isto ocorreu com bactérias
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do género Enterobacter, Pseudomonas e Serratia. Nestes casos, as bactérias podem nao ter
encontrado as condicOes adequadas para a expressao da atividade da nitrogenase. O operon
nifH, D e K nao é expressado constitutivamente e é regulado em resposta a fatores que

controlam a fixagéo do N, (Zehr et al., 2003).

Os mecanismos pelos quais as bactérias endofiticas poderiam aumentar o crescimento
das plantas sdo ainda obscuros (Sessitsch et al., 2004), embora alguns estudos indiquem
que o potencial dos endéfitos para promover o crescimento das plantas é alto em relacado aos

microrganismos da rizosfera (Reiter et al., 2003). A utilizacdo de bactérias com potencial

para fixacdo de N, atmosférico € uma forma inicial de selecdo dos enddfitos, uma vez que

tais caracteristicas exigem condicdes adequadas para se expressarem. Silveira et al. (2004)
verificaram que as espécies Enterobacter cloacae estirpe PEP91 e Bacillus amyloliquefaciens
estirpe PEP81, aumentaram o crescimento de mudas de pepino, embora elas ndo fossem
capazes de produzir acido indolacético (AlA), acido cianidrico (HCN) ou solubilizar fosfato em
meio de cultura. Do mesmo modo, Gomes et al. (2003) observaram que as bactérias Bacillus
thuringiensis (C25) e B. pumilus (C116) promoveram o crescimento de alface; nenhum
destes microrganismos foram capazes de produzir AIA, HCN ou solubilizar fosfatos em testes
in vitro. Gyaneshwar et al. (2001) relataram que a bactéria diazotréfica Serratia marcescens,
quando inoculada na cultura do arroz, ndo mostrou atividade de reducdo do acetileno nem
aumentou os teores de nitrogénio na planta. O maior crescimento das plantas inoculadas

com esta bactéria foi, provavelmente, associado a outros mecanismos, que nao incluiram a

fixacdo do N, atmosférico. Thakuria et al. (2004) relataram que a bactéria P4 aumentou o

rendimento de arroz, embora ela apresentasse baixa capacidade para solubilizar fosfato, nao
produzisse AIA em meio de cultura e ndo demonstrasse atividade da nitrogenase na rizosfera
do arroz. Estes autores relataram que é dificil indicar os mecanismos responsaveis pela maior
habilidade daquela bactéria para promover o crescimento da cultura. Foi discutido, porém,
que a capacidade desta bactéria para solubilizar fosfato poderia ter aumentado, em
condi¢cdes de campo, na presenca de uma comunidade microbiana complexa.

A exploracdo do potencial biotecnolégico de um determinado organismo deverd,
portanto, envolver uma série de experimentos com variacdoes edafo-climaticas, que procurem
maximizar ou comprovar o efeito benéfico do microrganismo que estd sendo testado. As
interacdes solo-planta-microrganismos sdo complexas e seus efeitos individuais dificeis de
serem estudados. As bactérias sugeridas neste trabalho, para testes futuros, podem
representar um componente importante no crescimento da mandioca nas condicGes em que
elas foram isoladas. Devido ao pouco conhecimento dos processos interativos entre os
microrganismos endofiticos e o ambiente que colonizam, na conducao dos testes in planta
com estes microrganismos, deve ser considerado o maior nimero possivel de fatores ligados
a planta (condicées de sanidade, estado nutricional), ao solo (fatores fisicos, quimicos,
microbiolégicos) e as condicoes climaticas (ocorréncia de chuvas, solos bem drenados),

dentre outros.
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Para a cultura da mandioca nao existem trabalhos na literatura que comprovem a
fixacdo biolégica do N, atmosférico na planta, embora outro trabalho também tenha
demonstrado a presenca de bactérias endofiticas diazotréficas nesta cultura (Balota et al.,
1999). Neste trabalho, os autores verificaram que a inoculagcao de bactérias diazotréficas em
mandiocas micropropagadas ndo apresentou efeitos estimulatérios no crescimento da planta,
quando aplicadas de forma isolada, em solo desinfestado. A inoculagdo conjunta com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), porém, incrementou todos os pardmetros de crescimento e
nutricionais. Efeitos sinérgicos da inoculacdo conjunta destes dois microrganismos foram
observados tanto no acimulo de N como de P pela planta. Os efeitos benéficos dos FMA

quando aplicados individualmente foram bem menores (Balota, 1995).

Conclusoes

O isolamento de bactérias endofiticas de plantas de mandioca, com capacidade para
fixar N, atmosférico in vitro, demonstra a presenca de isolados bacterianos com potencial

para aplicacdo biotecnolégica, como promotores de crescimento da planta.
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